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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Historie der Retroviren

Retroviren wurden vor fast 100 Jahren aufgrund ihrer tumorinduzierenden Fahigkeiten bei
Huhnern zum ersten Mal beschrieben. Nachdem die danischen Wissenschaftler Vilhelm
Ellermann und Oluf Bang erkannten, dass ein Virus die Ursache fur die Entstehung einer
Leukdmie bei Hihnern war (Ellermann and Bang, 1908), konnte Peyton Rous am
Rockefeller Institut in New York mit ultrafiltrierten Extrakten aus Geflligelsarkomen
Tumorerkrankungen auf gesunde Hihner Ubertragen (Rous, 1911). Peyton Rous erhielt
hierfir 1966 den Nobelpreis und das in den Extrakten enthaltene Virus, welches die
Bildung von Tumoren verursachte, wurde nach ihm Rous Sarkoma Virus (RSV) genannt.
Die von Ellermann und Bang entdeckten Viren werden im Allgemeinen als Avian Leukosis
Virus (ALV) bezeichnet. In den folgenden Jahren konnten zahlireiche Viren isoliert werden,
die bei Mausen, Katzen, Kihen und Affen tumorinduzierende Eigenschaften entfalteten
(Rosenberg and Jolicoeur, 1997). Die Klassifizierung dieser anfanglich aufgrund ihres
onkolytischen Potentials noch als Oncornaviren bezeichnete Virusgruppe in die Familie
der Retroviren erfolgte jedoch Jahre spater, als 1970 Howard M. Temin und S. Mizutani
sowie David Baltimore zeitgleich die Entdeckung machten, dass in Virionen von RSV das
spater als reverse Transkriptase (RT) bezeichnete Enzym enthalten (Baltimore, 1970;
Temin and Mizutani, 1970). Dieses bis dahin unbekannte Enzym, welches die Fahigkeit
besitzt RNA in DNA umzuschreiben, revolutionierte das bis dahin in der Biologie geltende
zentrale Dogma des unidirektionalen genetischen Informationsflusses von DNA auf RNA.
Die Forscher wurden fir diese Entdeckung ebenfalls mit dem Nobelpreis gewdrdigt.
Zudem brachte die Kenntnis Uber die Existenz der RT den Beweis fir die bis dahin in der
wissenschaftlichen Gemeinde nicht allgemein anerkannten von Howard M. Temin im
Jahre 1964 postulierte Provirus Hypothese. Temin erkannte damals schon, dass die
Fahigkeit von RSV, infizierte Zellen stabil zu transformieren, nicht durch die virale RNA
allein ausgeldst sein kann, sondern dass sehr fruh im Replikationszyklus eine
Umschreibung der viralen Erbinformation von RNA in DNA stattfinden muss. Diese Form
des Viruses nannte er Provirus. Beweis flir diese damals als sehr radikal empfundene
Hypothese gewann er aus Versuchen mit metabolischen Inhibitoren der DNA-Synthese,
welche friihe Stadien der RSV-Infektion blockierten (Temin, 1964). Die Entdeckung der
Reversen Transkriptase war zudem auch der Schlissel zu seiner 1971 aufgestellten

Protovirus Hypothese (Temin, 1971), in der nach dem genetischen Informationsfluss von
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RNA zu DNA das Provirus in die Erbinformation der Wirtszelle integriert und dort stabil an
Tochterzellen weitergegeben werden kann. Diese horizontale Ubertragung von
Erbinformationen war nicht nur fiir das Verstandnis des Replikationszyklus von Retroviren
von Bedeutung, sondern lie3 auch Spekulationen Uber den Ursprung von Retroviren als
ehemalige zelluldare mobile Elemente zu, welche die Fahigkeit zu eine extrazellularen
Ubertragung erlangt haben. Die Tatsache, dass Reverse Transkriptasen in Eukaryoten
und auch in Bakterien weit verbreitet sind und ungefahr 10% des Saugertiergenoms aus
so genannten Retrotransposons bestehen, welche nur zu einer intrazellularen (vertikalen)
Ubertragung von Erbinformation fahig sind, spricht zum einen fiir die Bedeutung von

mobilen Elementen in der Evolution und fiir den Ursprung der Retroviren.

Tab. 1: Klassifizierung der Familie der Retroviren (nach Rethwilm 2003, veréandert)

Subfamilie Genus Wichtigste Vertreter Genom Virusmorhologie
Orthoretroviren a-Retroviren Rous Sarcoma Virus (RSV) einfach Zentral liegende,
Avian Leukosis Virus (ALV) spharische
Kapside ,C-Partikel”
B-Retroviren Mouse-Mammary-Tumor-Virus Komplex* | Exzentrisch liegende,
(MMTV) spharische Kapside
& ,B-Partikel* (MMTV)
Mason-Pfizer Monkey Virus Zylindrische Kapside
(M-PMV) einfach ,D-Partikel* (M-PMV)
y-Retroviren Murine Leukemia Viruses (MLVs) einfach Zentral liegende,
Feline Leukemia Viruses (FeLVs) spharische Kapside,
,C-Partikel”
8-Retroviren Human T-Cell Leukemia Virus 1 und 2 komplex Zentral liegende,
(HTLV-1 und 2) spharische Kapside,
Bovine Leukemia Virus (BLV) ,C-Partikel”
e-Retroviren Walleye-Dermal-Sarcoma-Virus komplex Zentral liegende,
(WDSV) spharische Kapside,
,C-Partikel”
Lentiviren Human Immunodeficiency Virus 1 und 2 komplex Konusférmige Kapside
(HIV-1und 2)
Simian Immunodeficiency Viruses
(SIVs)
Spumaretroviren Foamyviren Prototypic Foamy Virus (PFV) komplex Zentral liegende,
Simian Foamy Virus (SFV) spharische Kapside

* Fur MMTV wurde kirzlich ein zusatzliches regulatorisches Protein beschrieben, damit ist MMTV das bislang

einzig bekannte komplexe S-Retroviren (Mertz et al., 2005).
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In der Tat konnten wenige Jahre spater die Mechanismen der reversen Transkription
entschlisselt (Telesnitsky and Goff, 1997) und integrierte provirale RSV-, ALV- und
MLV- (Murine Leukamie Virus) Sequenzen identifiziert werden, die endgiltig die
Akzeptanz dieser Theorie bewirkten und ein zweites Charakteristikum der Retroviren, die
Integration ins zellulare Genom, enthillten (de la Maza et al., 1975; Steffen and
Weinberg, 1978; Varmus et al., 1973). Das virale in Kapitel 1.3.1 ausflhrlich beschriebene
Integrase-Protein (IN-Protein) katalysiert diesen fur den Lebenszyklus der Retroviren
essentiellen Schritt. Anfang der achtziger Jahre wurde der erste humane onkogene
Retrovirus HTLV (Humane T-Zell-Leukamie Virus) beschrieben (Gallo et al., 1981; Poiesz
et al., 1980). Etwas spater wurde durch die Identifizierung des humanen AIDS-(aquired
immundeficiency desease)-Epidemie-Erregers HIV (Barre-Sinoussi et al., 1983; Gallo et
al.,, 1984; Levy et al.,, 1984) erneut das wissenschaftliche Interesse fir Retroviren
angefacht, was der Untersuchung von vielen Aspekten des retroviralen Lebenszyklus
beigetragen hat. Neben der onkogenen Eigenschaft einiger Orthoretroviren, welche
malfigeblich zum Verstandnis der modernen Tumorbiologie beigetragen haben (Bishop,
1983; Varmus, 1984), stellen Retroviren aufgrund ihrer besonderen Eigenschaft, ihr
Erbgut stabil in Zellen einzubringen, zusammen mit der Anfang der achziger Jahre
beginnenden Entwicklung von retroviralen Vektoren (Anderson, 1984; Joyner et al., 1983),
attraktive Werkzeuge zur Korrektur von genetisch vererbaren Krankheiten in der
somatischen Gentherapie dar (Gaspar and Thrasher, 2005; Verma and Weitzman, 2005).
Die Familie der Retroviridae ist taxonomisch in zwei Unterfamilien eingeteilt, die der
Orthoretrovirinae und die der Spumaretrovirinae. Die Unterfamilie der Orthoretroviren
besteht aus sechs Genera, wahrend die Unterfamilie der Spumaviren nur ein Genus, die
Foamyviren umfasst. In Tab. 1 sind zu jedem Genus die charakteristischen Vertreter
aufgelistet. Bis auf die Genera der aphatogenen Spumaviren und der inflammatorische
und degenerative Erkrankungen hervorrufenden Lentiviren, deren bekanntester Vertreter
das humane Immundefizienzvirus (HIV) ist , handelt es sich bei den restlichen Genera um
Retroviren mit onkogenen Potential. Nach der Struktur des Genoms wird nochmals
zwischen einfachen Retroviren und komplexen Retroviren unterschieden. Einfache
Retroviren codieren nur fiir die vier elementaren Virusbestandteile gag, pro, pol und env,
wahrend komplexe Retroviren zusatzlich noch codierende Bereiche flir akzesorische
Proteine besitzen, welche regulatorische Funktionen erfillen (Vogt, 1997a).

In den folgenden Kapiteln werden die Besonderheiten der Spumaviren, weshalb sie auch
im Jahre 2002 vom ICTV (International Committe on Taxonomy of Viruses) in eine
Unterfamilie der Retroviren eingeteilt wurden (siehe Tab. 1), durch einen Vergleich mit

den Spezifitaten von konventionellen Retroviren hervorgehoben.
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1.2 Foamyviren

1.2.1 Geschichte und Vorkommen

Spumaretroviren, besser bekannt als Foamyviren (FV), wurden 15 Jahre vor der Definition
von Retroviren und 15 Jahre vor der Entdeckung der ersten Immundefizienzviren
beschrieben und als erstes nach der Entdeckung der Reversen Transkriptase von Temin,
Mituzuna und Baltimore, als ein nicht tumorinduzierendes Retrovirus kassifiziert
(Temin, 1971). Die Entdeckung war zugleich ungewdhnlich, da die ersten Foamyviren aus
Zellkulturen von gesunden Affen der Macacacea-Familie isoliert wurden. Aufgrund des
schaumartig (Latein: Spuma, Schaum) aussehenden zytopathischen Effekts (CPE), den
sie bei infizierten Zellen in Kulturen verursachten, bekamen sie ihren Namen.
Charakteristikum des CPE ist die Formierung von grof3en Syncytien (siehe Abb. 1C),
welche cytoplasmatische Vakuolen enthalten (Enders and Peebles, 1954,
Rustigian et al., 1955).

Abb. 1: EM Aufnahmen von Foamyviren und infizierte Zellkulturen

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

Obwohl FV alle bis jetzt untersuchten Zellinien verschiedenen Ursprungs infizieren
kénnen und in vielen ein CPE zu sehen ist (Hooks and Gibbs, 1975), scheint jedoch die
Replikation in zahlreichen natlrlich infizierten Tieren (siehe Tab. 2), obwohl
FV-DNA-Kopien in nahezu allen Gewebearten zu finden sind, auf die orale Mucosa
beschrankt zu sein (Falcone et al., 1999). Dariber hinaus sind auch von anderen

Saugetierfamilien Spumaviren beschrieben worden, welche in Tab. 2 aufgelistet sind.
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Tab. 2: Spumaviren-lsolate und ihre Wirte
(nach Meiering und Linial 2001, Falcone et al. 2003)

Art

Virusisolat

Referenz

Hohere Primaten (Hominoidae)

Mensch (Homo Sapiens)**
Schimpanse (Pan troglodytes)

PFV (SFV cpzhu), HFV)
SFVcpz

Achong et al. 1971

Rogers et al. 1967
Hooks et al. 1972,
Herchenrdder et al. 1994,

Orang-Utan (Pongo pymaeus) SFVora McClure et al. 1994
Gorilla (Gorilla gorilla) SFVgor (SFVgg) Bieniasz et al. 1995
Altweltaffen (Catarrhini)

Rundgesichtsmakkake (Macaca cyclopsis), SFVmac Johnston 1961
Javaneraffe (Macaca fascicularis) SFVmac Johnston 1961

Afrik. Griine Meerkatze (Chlorocebus aethiops) SFVagm Stiles et al. 1964
Steppenpavian (Papio cynocephalus) SFVbab Rhodes-Feuillette et al. 1979
Neuweltaffen (Platyrrhini)

Totenkopfaffe (Saimiri sciureus) SFVsqu Johnston 1971
Klammeraffe (Ateles spec.) SFVspm Hooks et al. 1973
Kapuzineraffe (Cebus spec.) SFVcap Hooks und Gibbs 1975
WeiRbuschelaffe (Callithrix jacchus) SFVmar Marczynska et al. 1981
Lemuren (Lemuriformes)

Riesengalago (Otelemur crassi-caudatus ssp.) SFVgal Johnston 1971

Andere Sauger

Katze (Felix domestica) FFV Riggs et al. 1969

Rind (Bos taurus) (BSV) BFV Malmaquist et al. 1969
Pferd (Equus caballus) EFV Tobaly-Tapiero et al. 2000

* angepasste Nomenklatur nach Meiering und Linial 2001, weitere gebrauchliche Bezeichnungen in Klammern.

** kein natiirlicher Wirt, zoonotische Ubertragung, vgl. Text.

Bei nicht-menschlichen Primaten erfolgt die Ubertragung vermutlich tiber Speichel nach

Bissverletzungen (Hooks and Gibbs, 1975) und kann, da die Ubertragung des Viruses

nicht vom Alter der Virustrager abhangt, sowonhl

in Jungen als auch spateren

Lebensabschnitten stattfinden (Neumann-Haefelin et al., 1983). Bei Rindern wurde vor

kurzem auch eine Transmission von FV durch Milch beobachtet (Romen et al., 2007).
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Wenn auch zahlreiche Untersuchungen zeigen konnten, dass artspezifische FV in bis jetzt
allen Untersuchten wild lebenden Affenarten verbreitet sind, konnten, obwohl intensiv
untersucht, keine pathogenen Eigenschaften auf eine natlrliche FV-Infektion
zuruckgefuhrt werden (Falcone et al., 2003). Ausnahmen wurden mit replikationsdefekten
FV-basierten Vektoren gemacht, welche letale neurologische Abnormalitaten in
transgenen Mausen verursachten, die vermutlich durch die viralen Tas- und Bet-Proteine
(siehe 1.2.2) verursacht wurden und auf das zentrale Nervensystem beschrankt waren
(Aguzzi, 1993; Aguzzi et al., 1996; Tschopp et al., 1996). Diese Beobachtung sind
allerdings bis jetzt nur bei transgenen Mausen aufgetreten und nicht im Verlaufe einer
natirlichen Infektion mit FV (Falcone et al., 2003).

1971 wurden aus dem Nasopharynx-Karzinom eines kenianischen Patienten Spumaviren
isoliert, die zunachst, da zu dieser Zeit die Existenz von HTLV-1 (human T-cell leukemia
virus) noch nicht bekannt war, bei Menschen als Tumore verursachende Retroviren
klassifiziert wurden und aufgrund ihres Ursprungs die Bezeichnung HFV (humanes
Foamyvirus) bekamen (Achong et al., 1971a; Achong et al., 1971b). Neuere
seroepidemiologische Studien und Sequenzanalysen dieses Isolates haben jedoch
gezeigt, dass der Mensch kein naturlicher Wirt fir Spumaviren ist (Saib and de The, 1996)
und dass Uberdies eine hohe Ubereinstimmung des urspriinglichen im Menschen
isolierten FV mit Isolaten aus Schimpansen existiert (Herchenrdder et al., 1994;
Herchenrdder et al., 1995; Schweizer and Neumann-Haefelin, 1995), so dass davon
ausgegangen werden muss, dass kein urspriingliches humanes FV existiert, sondern das
damalige Isolat aufgrund einer zoonotischen Ubertragung von einem Schimpansen in den
Patienten gelangt war. Aufgrund dieser Hinweise wird das vom Menschen gewonnene
Isolat heute als PFV (prototypische Foymyvirus) bezeichnet. Zoonotischen FV
Ubertragungen sind seitdem auch mehrmals bei Tierwéartern beobachtet worden und
scheinen regelmalig bei Angehdrigen afrikanischer Jagergruppen aufzutreten
(Heneine et al., 1998; Sandstrom et al., 2000; Schweizer et al, 1997;
Switzer et al., 2004). Jedoch ist seit der Isolierung von PFV ebenfalls keine Pathogenitat
bei infizierten Menschen sowie eine Mensch-zu-Mensch Ubertragung beobachtet worden
(Heneine et al., 2003), so dass die biologische Rolle dieser Viren und die Mechanismen,
die eine apathogene, persitierende Existenz im Wirt erlauben, noch immer, trotz einiger
Hypothesen (Linial, 2000), ein Ratsel bleibt.

Auf den ersten Blick mag es fir den Leser paradox erscheinen, die Unterfamilie der
Spumaviren aufgrund ihres apothogenen Verhaltens genauer zu untersuchen, jedoch
werden die in den nachsten Kapiteln zusammengefassten einzigartigen Besonderheiten
der Spumaviren, weshalb sie evolutionsbiologisch oft als fehlendes Glied zwischen

Retroviren und den einzigen anderen RT kodierenden Vertrebatenviren, den
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Hepadnaviren angesehen werden (Linial, 1999), mdgliche Einblicke in die Evolution der
Retroviren erlauben und in Hinblick auf die Fortschritte bei der Entwicklung von
FV-basierten Vektoren (siehe 1.2.4) die Erforschung dieser Viren in ein anderes Licht

stellen.

1.2.2 Genomorganisation, Morphologie und Genexpression

Wie die meisten Retroviren bestehen die infektiosen Partikel von Spumaviren aus
spharischen Proteinpartikel mit einer Gréflte von etwa 100 nm im Durchmesser, die von
einer Lipidmembran umhillt sind (siehe Abb. 1A & Abb. 2). In dieser Lipidmembran
verankert befinden sich die viralen Hillproteine (Env), die bei Foamyviren, wie in
EM-Aufnahmen gezeigt werden konnte, ahnlich wie bei MLV und HIV-1 in Einheiten aus
hexamerisch angeordneten Trimeren organisiert sind (Wilk et al., 2000). Das Innere des
Partikels besteht aus einer spharisch geformten elektronendichten Proteinhiille, das so
genannte Kapsid, welches bei konventionellen Retroviren die zwei identischen
einzelstrangigen (+)-Strang-RNAs umhiillt. Hier ist hervorzuheben, dass durch die
Einzigartigkeit der Spumaviren, in ihren extrazelluldren Partikeln bereits zum Teil revers
trankribierte DNA zu enthalten (siehe 1.2.3), auch virale dsDNA im Kapsid enthalten sein
kénnen. Die Struktur des FV-Kapsids ist noch nicht vollstandig untersucht, jedoch erweist
sich die Zuordnung der bei allen Retroviren gemeinsamen Einteilung in
Matrixproteine (M), Kapsidproteine (CA) und Nukleokapsidproteine (NC) als schwierig.
Diese Proteine werden bei Orthoretroviren durch die Prozessierung des
Gag-Vorlauferproteins durch virale Proteasen in reifen Partikel erzeugt (Vogt, 1997b). Bei
FV wird jedoch das FV Gag-Vorlauferprotein untypisch fur Retroviren Gberwiegend nur an
einer Stelle prozessiert, so dass neben einem 71 kD gro3en Gag-Vorlauferprotein
(pr719%9) ein C-terminal minimal verkiirztes 68 kD groRes prozessiertes Gag-Protein
(pr6899) in Viruspartikel nachweisbar ist (vgl Abb. 2 A & B). Das 3 kD GroRe Spaltprodukt
p3%¢ konnte bis jetzt wahrscheinlich aufgrund seiner GroéRe nicht nachgewiesen werden
(Fliigel and Pfrepper, 2003). Untypisch fir Retroviren ist auch das Vorhandensein des
Partikel-assozierten 18 kD groRen Leaderpeptids (LD) von Env (vgl. Abb. 2 A & B),
welcher im Gegensatz zu den Orthoretroviren ein essentieller Bestandteil des Virions ist
(Lindemann et al., 2001; Wilk et al., 2001) und, wie vor kurzem gezeigt werden konnte,
eine besondere Rolle bei der Partikelmorphogenese durch eine Interaktion mit dem
N-Terminus des Gag-Proteins einnimmt (Cartellieri et al., 2005). Neben diesen

strukturellen Komponenten sind die fir die Replikation nétigen viralen Enzyme Reverse
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Transkriptase (RT), Integrase (IN) und die Protease (PR), welche einzigartig bei FV
Uberwiegend N-terminal fusioniert an dem Pol-Protein vorliegt (Fligel and Pfrepper, 2003;
Léchelt and Flugel, 1996; Pfrepper et al., 1997), im Partikel enthalten.

RT

RNA

PR

PR/RT

DNA

Abb. 2: Morphologie der Foamyvirus Partikel

Dargestellt ist schematisch die Morphologie von Orthoretroviren (A) und Spumaviren (B). Die prozessierten
retroviralen Genprodukte Gag (orange), Pol (blau), Env (griin) sind farblich voneinander abgehoben. SU:
Oberflachenuntereinheit; TM: Transmembranuntereinheit; LP: Leaderpeptide; MA: Matrixprotein; NC:
Nukleokapsidprotein; CA: Kapsidprotein; RT: Reverse Transkriptase; IN: Integrase; PR: Protease; PR/RT:
Spumavirus typisches PR-RT Fusionsprotein; RNA: genomische RNA; DNA: genomische DNA.

Der Genomaufbau der Spumaviren charakterisiert sie auf den ersten Blick als typische
Vertreter der komplexen Retroviren, die neben den gag-, pol- und env-Genen am 3'Ende
noch Uber weitere akzessorische Leseraster verfligen (siehe Abb. 3). Das Genom von
PFV gehort mit einer 11,68 kB groRen genomischen RNA und einer Proviruslange von
13,25 kB mit den flir Retroviren typischen LTRs (Long terminal repeats) an beiden Enden

zu den grofBten retroviralen Genomen.
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Als spezielles Element besitzen Spumaviren anders als alle anderen Retroviren neben
dem U3-Promotor der LTRs, im 3'-Bereich des env-Gens einen zusatzlichen internen
Promotor (IP) (Lochelt et al., 1993). Dieser Promotor besitzt im Gegensatz zu dem
U3-Promotor eine schwache Basalaktivitat (Yang et al., 1997), die zur Expression der
kurzen subgenomischen mRNAs flihrt, welche den Transaktivator (Tas) und Bet kodieren
(siehe Abb. 3 B). Das FV-Tas-Protein nimmt eine essentielle Rolle in der Regulation der
FV-Genexpression ein, indem es sowohl den internen Promotor als auch den
U3-Promotor, welcher ohne Tas inaktiv ist, aktiviert (Meiering et al., 2001;
Rethwilm et al., 1991). Die Affinitdt von Tas-Bindungsstellen (TBS) zu Tas, die bei PFV
stromaufwarts des IP und U3-Promotors in den so genannten TR-Elementen
(engl: Tas response Elements) liegen (He et al., 1996) ist fur den IP hoher als flir den
U3-Promotor (Kang et al., 1998), so dass zunachst bei geringen Tas Mengen, vermutlich
im Zusammenspiel mit anderen zellularen Proteinkomplexen (Blair et al., 1994), der IP
positiv aktiviert wird, so dass folglich immer mehr Tas und Bet expremiert wird (Léchelt,
2003). Ab einer bestimmten Konzentration erfolgt die Aktivierung des LTR-Promotors
(Rethwilm et al., 1991) und die Transkription der einfach und mehrfach gespleiften
mRNAs, welche im Cytoplasma zu Gag, Pol und Env translatiert werden (siehe Abb. 3),
sowie der genomischen RNA, welche in die FV-Partikel verpackt wird (Baldwin and Linial,
1998; Bodem et al., 1997; Léchelt, 2003)).

Uber die Funktion von Bet ist bis vor kurzem viel spekuliert worden (Bock et al., 1998;
Rethwilm, 2003), jedoch scheint, wie in Studien mit FV-basierten Vektoren gezeigt werden
konnte (Lochelt et al., 2005; Russell et al., 2005), das FV-Bet-Protein eine ahnliche Rolle
wie HIV-1 Vif zu spielen, welches den Einbau zellularer APOBEC3-Proteine
(Apoliprotein B mRNA editing enzym catalytic complex 3) in die Viruspartikel verhindert
(Sheehy et al., 2002; Simon et al., 1998). Dieser Mechanismus ermdglicht den Retroviren
trotz der existierenden intrinsischen zelluldren Immunitat, welche offensichtlich gegen
invasive fremde Nukleinsduren gerichtet ist, die Replikation in APOBEC expremierenden
Zellen zu vollenden (Cullen, 2006; Turelli and Trono, 2005). Versuche mit Bet defizienten
und Wildtyp-FV zeigten jedoch, das beide zu gleichem Masse durch das humane
APOBEC3-Protein (hA3G) hypermutiert wurden (Delebecque et al., 2006), so dass Uber
die natlrliche Rolle von Bet diesbeziglich unterschiedliche, noch nicht geklarte
Meinungen existieren.

Alle viralen mRNAs besitzen am 5 Ende ein Cap und sind am 3'Ende polyadenyliert. Die
Kontrolimechanismen, die die Entstehung der verschiedenen Spleildvarianten bei PFV
regulieren, sind noch nicht bekannt (Butsch and Boris-Lawrie, 2002), jedoch stellt die
Gag-unabhangige Translation des Pro/Pol-Proteins bei Spumaviren eine weitere

Besonderheit dieser Virusfamilie dar (siehe Abb. 3). Anders als bei den Orthoretroviren
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(Vogt, 1997b), die Pro/Pol-Polyproteine als Gag-Fusionsproteine bilden, wird bei
Spumaviren Pol von einer eigenen gesplei3ten mRNA translatiert (Enssle et al., 1996;
Jordan et al.,, 1996; Yu et al.,, 1996). Als Konsequenz sind bei Spumaviren zur
Regulierung des Mengenverhaltnisses von synthetisiertem Gag- und Pol-Proteinen, die
bei konventionellen Retroviren auf der Ebene der Translation kontrolliert werden
(Jacks, 1990), und zur Inkorporation von Pol in die Viruspartikel, andere Mechanismen

erforderlich, die unten erlautert werden.

A PBS iPPT 3PPT
(Cap[R]US} [0 R
cAs| cAslI
B. LTR gag env bel2 LTR
(0 [RUs———— "W R[ug
zl.DNA PBS poI P Tas zell. DNA
1
! L.
: Tas
1
: e owee gy
genome , Gag
EER— Pol

Abb. 3: Genomorganisation und Genexpression von PFV

(A) Schematische Darstellung der genomischen RNA von PFV. PBS: ,Primer binding site*; CAS | und II: cis-
aktive Sequenzbereiche | und Il; PPT: Polypurintrakt; iPPT: interner Polypurintrakt; AAAA: Polyadenylierung.
(B) Schematische Darstellung des Proviruses und der Genexpression (siehe Text) von PFV. IP: interner
Promotor.

Die genomische RNA (siehe Abb. 3 A) von FV besitzt strukturelle Motive, welche fir eine
effiziente Verpackung, Dimerisierung und reversen Transkription des viralen RNA
Genoms erforderlich sind. Wie bei allen Retroviren sind diese so genannten cis-aktiven
Sequenzen (CAS) (siehe Abb. 3 A) oder auch PSI (engl: Packaging Signal) genannt durch
Interaktionen mit Gag fur die Isolierung der viralen genomischen RNA aus dem Gemisch
aus zelluldaren mRNAs erforderlich (Banks et al., 1998; Berkowitz et al., 1996). Auch auf

dieser Ebene zeigt sich die Besonderheit der Spumaviren. Spumaviren besitzen, wie
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anhand der Entwicklung von PFV-basierten Vektoren gezeigt werden konnte, anders als
bei anderen Retroviren, deren CAS-Elemente in der 5-UTR (5 untranslatierte Region)
zwischen SpleiRdonor (5°'SD) und dem Start des gag-Gens liegen, zusatzlich noch
weitere cis-aktive Sequenzen, welche im pol-Gen liegen (Erlwein et al., 1998;
Heinkelein et al., 1998) (sieche Abb. 3 A). Diese als CASII (cis-aktive Sequenz zwei)
bezeichneten Sequenzen bilden zusammen mit etwa den ersten 450 Nukleotiden der
5°UTR (engl: 5'untranslated region), die als CASI (cis-aktive Sequenz eins) bezeichnet
werden, das RNA-PSI der Spumaviren (Mergia and Heinkelein, 2003). Die 5’UTR enthalt
zusatzlich noch RNA-Dimerisierungssignale (Erlwein et al., 1997), die Primer binding site
(PBS) und den fiir die Expression von Gag und Pol essentiellen Hauptspeil3donor (5°SD)
in der R-Region (Heinkelein et al., 2000b; Russell et al., 2001). Interessanterweise hatte
eine Deletion in der U5 und PBS des 5'UTR zwar kein Einfluss auf die Verpackung der
genomischen RNA, jedoch konnte gezeigt werden, dass die flir die Infektion essentielle
Prozessierung von Gag ausblieb (Heinkelein et al.,, 2000b). Gleichzeitig hat die
Beobachtung, dass ohne verpackte genomische RNA kein Pol ins Viruspartikel inkoporiert
wird, eine weiter Besonderheit im Replikationszyklus der Spumaviren enthiillt (Heinkelein
et al.,, 2002b). Genauere Analysen haben gezeigt, dass Sekundarstrukturen der
genomischen RNA fir die Pol-Inkoporation verantwortlich sind (Heinkelein et al., 2002b;
Peters et al, 2005). Diese im Falle der Pol-Inkorporation als PES
(Pol Enkapsidation Signal) bezeichneten Strukturmotive residieren in den zuvor
beschriebenen CASI- und CASII-Elementen (sieh Oben) und sorgen vermutlich durch
Interaktionen mit Gag und Pol zum einen fur die Inkoporation von Pol und zum anderen
fur die Verpackung der genomischen RNA (Heinkelein et al, 2002b;
Linial and Eastman, 2003; Peters et al., 2005).

Der fir die Initiation der Plusstrang-DNA-Synthese wichtige Polypurintrakt (PPT) liegt 5°
der U3-Region (Tobaly-Tapiero et al., 1991). Neben diesem regularem PPT gibt es im 3
Bereich des pol-Gens noch vier weitere Folgen von Purinen (Fllgel et al., 1987), deren
genaue Funktion unbekannt ist. Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass eine von ihnen als
interner PPT (iPPT) und damit als zweiter Initiationsort der Plusstrangsynthese dienen
konnte (Charneau et al., 1992).

11
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1.2.3 Der foamyvirale Replikationszyklus

Der Replikationszyklus von Spumaviren weicht in mehreren Aspekten von denen der
Orthoretroviren ab. Die Besonderheiten, die tUberwiegend an Studien mit dem PFV-Isolat
durchgeflhrt wurden, ergeben das Bild einer gemischten Replikationstrategie, die
Elemente von Retroviren, Retrotransposons und Hepadnaviren vereinigt. Der gravierenste
Unterschied betrifft den Zeitpunkt der reversen Transkription. Nach dem doppelstrangige
DNA in FV-Partikel detektiert wurden (Roy et al., 2003; Yu et al., 1996) und Versuche mit
dem RT-Inhibitor Azido-Thymidine (AZT) darauf hindeuten, dass die reverse Transkription
der RNA bei FV bereits in der virusproduzierenden Zelle stattfindet (siehe Abb. 4B) und
nicht wie bei allen anderen Orthoretroviren nach Infektion der Zelle, wird angenommen,
dass das funktionelle Genom der FV aus DNA besteht (Moebes et al., 1997,
Roy et al., 2003; Yu et al., 1999). Die Beobachtung, das isolierte DNA aus zellfreien
Viruspartikel fir neue Infektionsrunden ausreicht, unterstiitzt diese Theorie
(Roy et al., 2003; Yu et al., 1996). Die Tatsache, dass quantitativ mehr RNA als DNA in
Viruspartikeln gefunden wurden, deutet allerdings eher fiir eine Mischung aus RNA- und
DNA-haltigen Viruspartikel hin, bei der die DNA-haltigen Partikel wahrscheinlich, obwohl
noch nicht ausreichend analysiert, die funktionell aktive Fraktion darstellen
(Rethwilm, 2003).

FV besitzen einen breiten Zelltropismus, der auf einen weit verbreiteten Zell-Rezeptor
hindeutet (Lindemann and Goepfert, 2003). Das Fehlen von Zellinien, die durch FV nicht
infiziert werden konnen, erschwert die Identifikation des zellularen Rezeptors, welcher
folglich auch bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht gefunden werden konnte
(Lindemann and Goepfert, 2003). Bei den meisten Orthoretroviren ist die Penetration der
Wirtszelle, die eine Einschleusung des viralen Kapsids in die Wirtszelle als Folge hat,
pH-unabhangig. Nach der Bindung an den zelluldren Rezeptor wird die Fusion zwischen
der viralen und zellularen Membran durch eine Konformationsanderung der viralen
Glycoproteine eingeleitet (Hunter, 1997).

Bei FV erfolgt nach der Bindung an den zellularen Rezeptor, bei der ein zweiteiliges
Sequenzmotive der Oberflacheneinheit (SU) des Env-Vorlauferproteins (siehe Abb. 5)
beteiligt ist (Duda et al., 2006), die Penetration der Wirtszelle durch einen pH-abhangigen
Endocytoseweg (Picard-Maureau et al., 2003). Die genauen Mechanismen sind jedoch
noch nicht ausreichend bekannt (Lindemann and Goepfert, 2003). Nach dem Eindringen
der viralen Kapside ins Zytoplasma wird bei Orthoretroviren der Zerfall des Kapsids

eingeleitet (engl. ,uncoating®) (siehe Abb. 4A).
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Wahrend dieses sehr komplizierten Prozesses (Hunter, 1997) wird bei den meisten
Orthoretroviren, durch bis jetzt noch nicht eindeutig geklarte Signale, die reverse
Transkription der genomischen RNA eingeleitet (Telesnitsky and Goff, 1997). Wie schon
erwahnt, findet dieser Prozess bei FV vermutlich, ahnlich wie bei den Hepadnaviren,
bereits wahrend der Partikelmorphognese statt (Rethwilm, 2003), so dass bei FV Signale,
welche die reverse Transkription einleiten, aus jetzt noch nicht geklarten Griinden zu
einem anderen Zeitpunkt wahrend der Partikelmorphogenese ausgeldst werden und bei
dem Zerfall der FV-Kapside bereits vollstandig reverse transkribierte DNA vorliegt.

Beim Zerfall der Kapside kommt es bei konventionellen Retroviren unabhangig von der
RT-Aktivitat noch zu strukturellen und funktionalen Modifikationen der Kapsidproteine, die
zur Formierung von Nukleoprotein-Komplexen fiihren (Bowerman et al.,, 1989;
Brown et al., 1987), welche aus der viralen DNA und viralen sowie zellularen Proteinen
bestehen und als Preintegrationskomplexe (PIC) bezeichnet werden (Miller et al., 1997)
(siehe Abb. 4). Bis jetzt wurden noch keine Versuche unternommen solche PIC von FV zu
isolieren, jedoch gibt es Hinweise darauf, dass solche Nukleoprotein Komplexe auch bei
FV vorhanden sind und sowie die PIC der Orthoretroviren (Sherman and Greene, 2002)
bei dem Transport der viralen DNA zum Zellkern beteiligt sind (Petit et al.,, 2003;
Saib et al., 1997). Dabei kommt es, wie bei HIV-1 gezeigt werden konnte
(McDonald et al., 2002), zu einer Interaktion zwischen Proteinen der PIC und dem
mikrotubuliorganisierenden Zentrum (MTOC), was einen Transport der viralen DNA tber
die Mikrotubuli (siehe Abb. 4) zum Zellkern auslost (Petit et al., 2003; Saib et al., 1997).
Hierbei spielen bei FV vermutlich weitere Prozesssierungen Gag-Proteine an drei internen
Protease-Schnittstellen (siehe Abb. 5B) eine wichtige Rolle (Fligel and Pfrepper, 2003;
Pfrepper et al., 1999), die vermutlich zur Degradierung des Kapsids flihren und die
Bildung eines PIC-ahnlichen Komplexes begtinstigen (Lehmann-Che et al., 2005).

Der Eintritt der viralen DNA in den Zellkern erfordert bei FV so wie bei allen anderen
Orthretroviren mit Ausnahme der Lentiviren (Lewis et al., 1992; Weinberg et al., 1991) den
Zusammenbruch der Kernmembran wahrend der Mitose (Bieniasz et al., 1995;
Miller et al., 1990; Patton et al., 2004; Roe et al., 1993). Die virale Integrase katalysiert im
Zusammenspiel mit zellularen Kofaktoren die Integration der viralen DNA ins zellulare
Genom (siehe 1.3) von wo aus die sequentielle Expression der regulatorischen und spater
der strukturellen Proteine von den U3-Promotor/Enhancer-Regionen der 5°'LTR aus durch
die RNA-Ploymerase Il erfolgen (Rabson and Graves, 1997).

Auf die Besonderheit der foamyviralen Expression wurde bereits in Kapitel 1.2.2
hingewiesen. Die genauen Mechanismen, welche die Expression von ungespleiliter
genomischen RNA und mehrfach gespleilte mRNAs regulieren sind bei FV noch nicht

bekannt. Der Export von ungespleiten mRNAs wird vermutlich dber ein CTE
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(Constitutive transport element) ahnliches Motiv im pol-Gen reguliert (Lochelt, 2003). Das
CTE wurde zuerst bei M-PMV (Mason-Pfizer monkey virus) identifiziert und konnte das
Rev/Rev-responsive Element (RRE) bei HIV-1 funktionell ersetzen (Bray et al., 1994;
Wodrich et al., 2001).

. Rezeptor
Bindung Zelle

. Par‘likelmorphogene% Virion
Penetration Env Gag!Por/' | | B
Y :I ,.Uncoating* und RTTransIatlon i B/D-Typ
Fusion Q)D
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artikelm orphog enes:
® Rezeptor
B Bindung Zelle
' Par‘likelmorphogenes\
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Env _Gag Pol ~* (4
=¥ :, FUTCORARG:" Translation
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Mikrotubuli /
/j Knosp% Virion
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Transkription
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Abb. 4: Replikationszyklus von Orthoretroviren und Spumaviren.

Dargestellt ist der schematische Ablauf des Replikationszykluses von Orthoretroviren (A) und Spumaviren (B).
Die retroviralen Proteine sind nach der in Abb. 2 verwendeten Farbkodierung gekennzeichnet. Das Provirus
und die virale DNA ist in Rot wiedergegeben und die virale pregenomische RNA in Orange; PIC:
Preintegrations-Komplex; IRT: intrazellulare Retrotransposition; RT: reverse Transkription; ER:
Endoplasmatisches Reticulum; SVP: subvirale Partikel.

Die zweite Besonderheit der FV zeigt sich, wie bereits angedeutet, bei genauerer
Betrachtung der Partikelmorphogenese. Diese findet bei FV, &hnlich der
B/D-Typ-Morphogenese mancher Orthoretroviren (Swanstrom and Wills, 1997),

Zytoplasma statt. Hierbei sorgen vermutlich CTRS-Motive (engl: cytoplasmic targeting and

14



Einleitung

retention signal), die im N-terminalen Teil von Gag identifiziert wurden (siehe Abb. 5 A)
ahnlich wie bei M-PMV (Choi et al., 1999; Sfakianos et al., 2003) fur die zytoplasmatische
Partikelmorphogenese (Eastman and Linial, 2001). Die Abschnirung der Kapside findet
so wie bei manchen endogenen Retroviren vor allem an intrazellularen Membranen statt
(Baldwin and Linial, 1998; Fischer et al., 1998; Goepfert et al., 1999) (siehe Abb. 4).

GR
L P A I T
A. (p33) I p68iii (p39) [pe
CTRS  MTOCtd 29
=2 2
DS/ITG YVDD DD35E

BD FP MSD ERS

Abb. 5: Unprozessierte strukturelle PFV-Proteine.

Dargestellt sind die funktionellen Abschnitte der unprozessierten strukturellen Proteine von PFV zusammen
mit fur die Replikation essentiellen Domanen (graue und rote Kastchen). (A) Das PFV Gag-Protein wird
Uberwiegend an einer Stelle prozessiert (schwarzer Pfeil). Sekundare Protease Schnittstellen sind
gekennzeichnet (schwarze gestickelte Pfeile). Die Produkte einer sekundaren Prozessierung (siehe Text)
sind in Klammern gesetzt. I: Interaktions-Doméne; L: Late-Doméne; CTRS: ,cytoplasmic targeting and
retention signal“; MTOCtd: Mikrotubuli-Interaktions-Domane (siehe 1.2.3); GR I-lll: Glycin-Arginin reiche
Protein-Abschnitte; NBD: Nukleinsaurebindungsdomane; NLS: Nukleares Lokalisationssignal. (B) Das PFV
Pol-Protein besteht aus den enzymatischen Untereinheiten Protease (PR), Reverse Rranskriptase (RT) und
der Integrase (IN) wird in zwei Untereinheiten (UE) gespalten. Eine Prozessierung (schwarzer Pfeil) trennt die
PR-RT-UE (schwarzer Pfeil) von der IN-UE. Eine sekundare Prozessierung (weil3er Pfeil) verkiirzt die PR-RT-
UE (Flugel and Pfrepper, 2003; Pfrepper et al., 1998). DS/TG: aktives Zentrum der PR; YVDD: aktives
Zentrum der RT; DD35E: aktives Zentrum der IN. (C) Das PFV Env-Protein wird an zwei Protease
Schnittstellen (schwarze Pfeile) in die Oberflacheneinheit (SU), Transmembranuntereinheit TM und das
Leaderpeptide (LP) gespalten. Die N-Glykolisierungsstellen (Lindemann and Goepfert, 2003) sind
gekenzeichnet. BD: Budding-Doméane (Lindemann et al., 2001; Wilk et al., 2001); FP: Fusionspeptide (Wang
and Mulligan, 1999); MSD: Membran-spannende Domane (Pietschmann et al., 2000); ERS: ER-retrieval-
signal (Goepfert et al., 1997; Goepfert et al., 1995).

Vermutlich sorgt das in der Transmembran-Untereinheit (TM-Untereinheit) des
Env-Proteins befindlichen Dilysin-Motiv (siehe Abb. 5 C), welches als ,ER-retrieval-signal®
fungiert und den Transport der FV Hillproteine an die Zelloberfliche einschrankt

(Goepfert et al., 1997; Goepfert et al., 1995), und die besondere Interaktion von Gag und

15



Einleitung

Env wahrend der Patikelmorphogenese (Cartellieri et al., 2005; Yu et al., 2006) fur die
intrazelluldare Knospung. Interessanterweise findet bei EFV (siehe Tab. 2), wahrscheinlich
aufgrund der Abwesenheit des ER-retrieval-Signals, die Knospung an der
Plasmamembran statt (Tobaly-Tapiero et al., 2000).

Die spezifische Interaktion zwischen einer hoch konservierten Sequenz im LP
(siehe Abb. 4C: BD) und dem N-Terminus von Gag wahrend der Partikelmorphogenese
(Cartellieri et al., 2005; Lindemann et al., 2001; Wik et al.,, 2001) begriindet
wahrscheinlich auch die Beobachtung, dass FV sich nicht mit Glykoproteinen anderer
Viren pseudotypisieren lassen (Pietschmann et al., 2000), so dass die strikte Abhangigkeit
von autologem Env zur Freisetzung von FV-Kapsiden nétig ist (Baldwin and Linial, 1998;
Fischer et al., 1998; Pietschmann et al., 1999). Zudem kénnen FV in der Abwesenheit von
Gag geringe Mengen an subviralen Partikel (SVPs) freisetzen (Shaw et al., 2003). SVPs
sind flr Retroviren nicht typisch, aber bei Hepadnaviren beschrieben worden
(Nassal, 1996). Das legt Nahe, dass bei FV die Signale fir die Freisetzung von
Viruspartikel an der Plasmamembran hauptsachlich in Env und nicht wie bei anderen
Retroviren in Gag liegen kénnten (Lindemann and Goepfert, 2003).

Der im Replikationszyklus von FV spate Zeitpunkt der reversen Transkription, welcher
bereits in der virusproduzierenden Zelle Uberwiegend abgeschlossen ist, begunstigt
vermutlich auch die mit PFV-basierten Vektoren beobachtete intrazellulare
Retrotransposition (IRT), welche obwohl noch nicht ausreichend untersucht, fir FV
einzigartig zu sein scheint (siehe Abb. 4B). In Versuchen mit in Env deletierten
PFV-basierten Vektoren, welche die vollstdndigen gag und pol Leseraster enthielten,
zeigte sich bei Abwesenheit eines Extrazelluldren Signalwegs eine Integration der Virus-
DNA in mit dem Vektor transfezierte Zellen, die auf die Fahigkeit einer IRT hindeutet
(Heinkelein et al., 2000a; Heinkelein et al., 2003). Vermutlich sind FV in der Abwesenheit
eines extrazellularen Signalwegs, welcher durch das nicht vorhandene Env-Protein
gegeben ist, in der Lage ihre bereits in der produzierenden Zelle reverse transkribierte
cDNA zu integrieren, jedoch ist weder die biologische Rolle, die Haufigkeit, noch die
Bedingungen, die eine IRT in natirlich infizierten Tieren beglinstigen, ausreichend geklart,
so dass bis jetzt nur Spekulationen Uber die Bedeutung der IRT im Replikationszyklus der

Spumaviren existieren (Rethwilm, 2003).
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1.2.4 Foamyvirale Vektoren

Seit der Entwicklung der ersten replikationsinkompetenten retroviralen Vektorsysteme
Anfang der achtziger Jahre, die zunachst nur auf MoMLV basiert waren (Mann et al.,
1983; Williams et al., 1984), hat deren gro3es Potential zur Herstellung von transgenen
Organismen (Dick et al., 1985; Eqglitis et al., 1985; Keller et al., 1985; Miller et al., 1984;
Williams et al., 1984) sowie ihre Anwendung in der somatischen Gentherapie
(Anderson, 1984) die Entwicklung neuer alternativer retroviraler Vektorsysteme stimuliert
(Miller, 1997). Neben den am meisten verbreiteten y-retroviralen- und lentiviralen
Vektorsystemen (Naldini et al., 1996a; Naldini et al., 1996b) bieten FV-basierte Vektoren,
welche entweder auf SFV (siehe Tab. 2) oder PFV basiert sind, attraktive alternative
Vektorsysteme, die aufgrund von einigen Vorteilen zurecht ihre Anwendung in der
somatischen Gentheraphie finden werden.

Die Generierung des PFV-Expressionsplasmids (pHSRV) Anfang der neunziger Jahre
(Rethwilm et al., 1990) zusammen mit den oben zusammengefassten Erkenntnissen Uber
die Replikationsstrategie von FV hat zur Entwicklung der ersten FV-basierten Vektoren
gefuhrt, welche zunachst noch replikationsfahig waren (Schmidt and Rethwilm, 1995).
Durch eine schrittweise beginnende Deletion der strukturellen Gene folgten die ersten
replikationsinkompetenten FV-Vektoren, in denen anfangs Teile des env-Gens und der
akzessorischen Gene durch einer Markergen-Kassette, deren Expression von einem
heterologen Promotor reguliert wurde, ersetzt wurden (Russell and Miller, 1996). Spater
wurde das gesamte env-tas-Leseraster sowie Teile des gag- und pol-Gens ersetzt
(Erlwein et al., 1998; Heinkelein et al., 1998; Wu et al., 1998). Die Substitution der
U3-Region in der 5'LTR des Vektors durch den CMV-Promotor (Fischer et al., 1998;
Heinkelein et al., 1998; Moebes et al., 1997; Schenk et al., 1999; Trobridge and Russell,
1998; Wu and Mergia, 1999) sowie die Konstruktion von Verpackungsplasmiden, die
entweder aus zwei seperaten CMV getriebenen gag/pol- und env-Expressionsplasmiden
(Heinkelein et al., 1998; Wu and Mergia, 1999) oder drei seperaten gag-, pol- und
env-Expressionsplamiden bestanden (Heinkelein et al., 2002a; Park and Mergia, 2000;
Trobridge et al., 2002a), stellt die dritte Generation von FV-Vektoren dar, welche nur noch
die fur eine effiziente Transduktion von Zielzellen minimalen essentiellen cis-aktiven
Sequenzen (siehe 1.2.2) enthalten und nicht auf die Anwesenheit von replikationsfahigen

Helferviren angewiesen sind (Mergia and Heinkelein, 2003).
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Abb. 6: Schematische Darstellung der publizierten FV Vektoren
(nach Mergia und Heinkelein 2003, verandert)

(A) Provirales PFV Expressionsplasmid (Rethwilm et al., 1990). (B) Replikationsfahiger PFV-Vektor mit
Substitution von orf2 durch Markergen (Schmidt and Rethwilm, 1995). (C) Replikationinkompetenter
PFV-Vektor mit Substitution der akzessorischen Gene tas und bet durch eine Markergen-Kassette unter der
Kontrolle eines zusatzlichen heterologen Promotor und Deletion in env (Russell and Miller, 1996).
(D) PFV-Vektor mit interner Markergen-Kassette, welcher nur fir Gag und Pol kodiert und durch eine
Substitution der gesamten U3-Region in der 5'LTR durch den CMV-Promotor zur initialen Expression Tas
unabhangig ist (Heinkelein et al., 1998; Trobridge and Russell, 1998). (E) CMV getriebener PFV Vektor mit
essentiellen cis-aktiven Sequenzen in gag und pol (Agag und Apol). (F) CMV getriebener PFV Vektor mit
essentiellen cis-aktiven Sequenzen in gag und pol sowie Deletion in U3 (AU3).

Durch die Substitution des U3-Promotors der 5'LTR durch einen konstitutiv aktiven
Promotor und durch die Abwesenheit von Tas sind diese FV-Vektoren fir die initiale
Transkription zur Produktion von Viruspartikeln Tas-unabhangig und ahneln aufgrund der
in Abwesenheit von Tas nicht aktiven LTRs (siehe 1.2.2) nach der Integration den
sogenannten SIN-Vektoren (engl: self-inactivating vectors), welche aufgrund einer
Deletion in der U3-Region (Yu et al., 1986) ebenfalls inaktive LTRs aufweisen.

Eine einfache Ubernacht-Transduktion (Trobridge et al., 2002b) humaner pluripotenter
hamatopoetischer Stammzellen (HSZ) mit FV-basierten Vektoren, welche in
NOD/SCID-Mausen (engl: nonobese diabetic/severe combined immunodeficiency mice)
erfolgreich repopulierten und sowohl das Potential zur lymphoiden sowie myoliden
Differenzierung aufwiesen (Josephson et al., 2004; Josephson et al., 2002), rechtfertigt
die Anwendung von FV-basierten Vektoren in der somatischen Gentheraphie
hamatopoietischer Zellen. Ein  Vergleich zwischen FV-basierten  Vektoren,

y-retroviralen- und lentiviralen-Vektorsystemen (Leurs et al., 2003) zeigte sogar, obwohl
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die naturliche FV-Infektion (Bieniasz et al., 1995) sowie die Tranduktioneffiziens von
FV-basierten Vektoren (Patton et al., 2004) ahnlich wie die der y-Retroviren Zellzyklus
abhangig zu sein scheint, im Vergleich zu lentiviralen Vektoren, eine nahezu gleiche
Transduktionseffiziens von humanen CD34+ positiven Vorlauferzellen sowie hohe
Transgen-Expressionsraten in hetreotransplantierten NOD/SCID-Mausen (Leurs et al.,
2003). Eine stabile und effiziente Transgenexpression von mit FV-basierten Vektoren
transduzierten HSZ konnte vor kurzem auch in klinisch relevanteren Tiermodellen
(Hunde) erzielt werden (Kiem et al., 2007). Wahrscheinlich beruht die mit FV-basierten
Vektoren beobachtete effektive Transduktion von sich selten teilenden Zellen auf einem
im Vergleich zu anderen Retroviren nach der Penetration des Kapsids stabileren
intermediaren Zustand, welcher zum Teil durch die bereits in der virusproduzierenden
Zelle stattfindende reverse Transkription (siehe 1.2.3) und der besseren Stabilitdt von
DNA gegenliber RNA beginstigt wird (Kiem et al., 2007; Leurs et al., 2003). Trotz der
zufrieden stellenden Resultate beziiglich der Transduktionseffiziens von HSZ und der
Tatsache, dass bis jetzt fir FV keine pathogenen Eigenschaften bekannt sind
(siehe 1.2.1), befinden sich FV-basierte Vektoren noch in vorklinischen Stadium und
muassen neben den in dieser Arbeit durchgefihrten Analysen des Integrationsmusters
(siehe 3.2) in gut ausgewahlten Langzeit-Tiermodellen (von Kalle et al., 2004;

Will et al., 2007) auf ihr genotoxisches Potential untersucht werden.

1.3 Retrovirale Integration

1.3.1 Die retrovirale Integrationsreaktion

Die retrovirale Integrase (IN) katalysiert vermutlich im Zusammenspiel mit zellularen
Faktoren (siehe 1.3.2) in oligomeren-Komplexen (Bao et al., 2003; Faure et al., 2005;
Jones et al., 1992) die Integration der viralen DNA in das Genom der infizierten Zelle. Der
Mechanismus dieser Reaktion (siehe Abb. 7) kann in drei Schritte eingeteilt werden, die
dem von Shapiro et al. 1979 postulierten Modell der Transposition des Bakterienphagen
Mu ahneln. Im ersten Schritt werden nach der Bindung der IN-Komplexe an die att-sites
der LTRs (Bushman and Craigie, 1990; Colicelli and Goff, 1985) zwei Nukleotide, welche
distal zu den zwei an den an den Enden der LTRs lokalisierten phylogenetisch
konservierten Nukleotiden (CA) positioniert sind, durch die Endonuclease Aktivitat der IN

abgespalten (Bushman and Craigie, 1991; Craigie et al., 1990; Katzman et al., 1989).
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Hierbei bildet die IN an beiden Enden der viralen DNA stabile Komplexe. In diesen
Komplexen ist die IN in Tetrameren angeordneten und mit jedem beiden Enden der LTRs
verbunden, was vermutlich die aufeinander abgestimmte Integration
(engl: concerted integration) der viralen DNA in das Genom der Wirtszelle gewahrleist
(Craigie et al., 1990; Li and Craigie, 2005; Li et al., 2006). Dieser als 3’-Prozessierung
bezeichnete Schritt resultiert in freien 3’Hydroxylgruppen an beiden Enden der LTRs,
welche im zweiten Schritt der Integrationsreaktion in einem nukleophilen Angriff die
Phosphodiesterbindung der zelluldaren DNA brechen und den Strangtransfer einleiten
(Engelman et al., 1991). Die Zielstellen auf beiden gegenilberliegenden DNA-Strangen
sind je nach Virus um vier bis sechs Nukleotide versetzt (siehe Abb. 7). Da jeweils eine
Phosphodiesterbindung zwischen der viralen und zellularen DNA neu gebildet wird,
bendtigt dieser Prozess keine externe Energiezufuhr (Brown et al., 1987). Die nach dem
Strangtransfer enstehenden Licken werden sehr wahrscheinlich durch zellulare
Reparatur-Enzyme geschlossen (Yoder and Bushman, 2000). Typisch flr retrovirale
Integrationsstellen sind die nach der Integration dublizierten Zielsequenzen (siehe Abb. 7)
der zelluldaren DNA (Hughes et al., 1981; Majors and Varmus, 1981,

Swanstrom et al., 1981).

3'LTR 5'LTR
| ]

* 3’'Prozessierung

L / Bindung an Chromatin

Strangtransfer

e i e B

L / Reparatur der Liicken
(] L
ry

dublizierte Zielsequenz dublizierte Zielsequenz

Abb. 7: Mechanismus der retroviralen Inetgration (modifiziert nach Brown, P.O 1997)

Dargestellt sind die grundsatzlichen Schritte der retroviralen DNA Integration (siehe Text). Farbkodierung der
viralen LTR Regionen ist wie folgt: grau: U3; schwarz: R-Region; weil3: U5. Die vier schwarz und durschsichtig
gepunkteten Basen auf der Ziel DNA (gelb) symbolisieren die unspezifische Erkennungssequenz der Ziel
DNA (siehe Text), welche nach der Integration dupliziert wird.
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Die Integration ist ein essentieller Schritt im Replikationszyklus aller Retroviren und
ermoglicht erst die stabile Replikation des Proviruses in sich teilenden Zellen und die
effiziente Transkription der viralen Gene (Brown, 1997). Dieser Wendepunkt im
Vermehrungsszyklus von Retroviren gewahrleistet auch das groRe Potential dieser
Virusfamilie, ihre Anwendung als Vektoren in der somatischen Gentheraphie (siehe 1.2.4)
zu finden.

Alle bis jetzt charakterisierten IN-Proteine besitzen Aminosaure-Sequenzen, welche unter
den diversen IN-Proteinen aller bis jetzt untersuchten Retroviren, Retrotransposons sowie
prokaryotischen Transposons stark konserviert sind (Fayet et al., 1990; Johnson et al.,
1986; Kulkosky et al., 1992). Zu den auffalligsten konservierten Strukturmotiven gehért
zum einen das am aminoterminalen Ende der IN lokalisierte Zinkfinger ahnliche Motiv,
welches auch als ,HHCC*“-Motiv (Johnson et al., 1986) bekannt ist und das im
katalytischem Zentrum befindliche DD35E-Motiv (Khan et al., 1991). Nach Funktionalitat
wird die IN in drei Domanen eingeteilt (siehe Abb. 8). Die N-terminale Domane (NTD)
enthdlt das HHCC-Motiv und ist fir die in vitro-Integrase-Aktivitat essentiell
(Khan et al., 1991; Schauer and Billich, 1992). Zum einen blockieren Mutationen in den
konservierten Histidinen und Cystinen des HHCC-Motivs die Integration und Replikation in
vivo (Cannon et al., 1994; Engelman et al., 1995) und zum anderen scheint die Bindung
von Zink-lonen die Struktur dieser Domane zu stabilisieren (Burke et al., 1992;
Bushman et al., 1993) und die Multimerisierung, welche die enzymatische Aktivitat erhoht,

der IN zu unterstitzen (Zheng et al., 1996).

NTD CCD CTD
iy [_wice [ coon
Funktion: Multimerisierung katalytisch Multimerisierung
DNA Bindung ? Multimerisierung virale DNA Bindung
virale DNA Bindung Ziel DNA Bindung

Ziel DNA Bindung

Abb. 8: Struktur und Funktion der retroviralen Integrase (modifiziert nach Tulure et al., 2004)

Dargestellt sind die Domanen der retroviralen Integrase sowie die Funktion der einzelnen Démanen. Die
konservierten Regionen (siehe Text: HHCC-Motiv; DD35E-Motiv) der N-terminalen- (NTD) und zentralen
Core-Domane (CCD) sind hervorgehoben. CTD: C-terminale-Doméne.
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Die sogenannte zentrale ,Core“-Doméane (CCD) enthdlt das am besten konservierte
DD35E-Motiv, welches das katalytische Zentrum der IN bildet und ist zudem auch bei
DNA-Transposasen bakteriellen Ursprungs zu finden. Die Core-Doméane bildet
dreidimensionale Strukturen (Bujacz et al., 1995; Bujacz et al., 1996), die der
Bakteriophagen-MU-Transposase sehr stark &hneln (Rice and Mizuuchi, 1995).
Vermutlich binden Metall-lonen an den Carboxyl-Gruppen der drei konservierten AS und
katalysieren dadurch die Integrationsreaktion (Engelman and Craigie, 1992;
Engelman et al., 1994). Zum anderen liegen die Signale zu Erkennung des DNA-
Substrates, den sogenannten ,att-sites” (engl: attachment sites), ebenfalls in der zentralen
Core-Domane (Brown, 1997). Das C-terminale Ende (CTD) der IN ist am schlechtesten
konserviert und besitzt zwar DNA-Bindungsaktivitat (Lutzke et al.,, 1994; Mumm and
Grandgenett, 1991), die aber nicht die Spezifitat der Core-Domane gleicht. Vielmehr wird
vermutet, dass die von dieser Domane ausgehende Affinitat zu DNA eher zur
spezifischen Bindung der att-sites, welche Uberwiegend in der Core-Domane zu
residieren scheint (siehe oben), beisteuert (Brown, 1997; Katzman and Sudol, 1995) und
ebenfalls fur die Integrationreaktion essentiell ist (Bushman et al., 1993; Kulkosky et al.,
1995; Wang et al., 2001).

Die Foamyvirale Integrase ist nicht so detailliert beschrieben wie das IN-Protein von HIV-1
oder ALV. Die limierte Anzahl der Publikationen erlaubt jedoch die klassische oben
zusammengefasste Einteilung in die drei funktionellen Doméanen (Lee et al., 2005; Netzer
et al.,, 1993; Pahl and Flugel, 1993; Pahl and Flugel, 1995) und unterstreicht die
essentielle Rolle des IN-Proteins im Lebenzyklus von FV (Enssle et al., 1999; Meiering et
al., 2000). Allerdings scheint der Mechanismus der foamyviralen Integration sich in einem
wesentlichen Punkt von dem oben beschriebenenen Mechanismus zu unterscheiden. Die
3'Prozessierung der viralen DNA Enden verlauft aus bis jetzt noch nicht bekannten
Grinden vermutlich asymmetrisch (Enssle et al., 1999; Juretzek et al., 2004; Rethwilm,
2003). Sequenzierungen der viralen zellularen Ubergadnge von proviralen Sequenzen an
beiden LTRs lasst vermuten, dass die 3'LTR zwar prozessiert wird, jedoch die 5LTR
unprozessiert bleibt (Juretzek et al., 2004; Rethwilm, 2003). Dies wirde den klassischen
Mechanismus des oben beschriebenen Strangtransfer beider LTRs bei FV erschweren,
da ein 3’Hydroxylgruppe fehlen wirde. Eine Mogliche Erklarung fur dies Beobachtung ist
die Hypothese das anders als bei anderen Retroviren sogennannten 2-LTR Varianten der
viralen DNA (Brown, 1997), welche nicht als Substrate fir die Integrationsreaktion
angesehen werden, bei FV eine Art von intermedidrem Zustand der proviralen Sequenz
darstellen und von der IN prozessiert werden (Delelis et al., 2005). Nach solch einer
Prozessierung waren an beiden LTR-Enden freie 3"OH-Gruppen frei, die zur Integration

zur Verfigung stehen wirden, ohne das an beiden Enden zwei Nukleotide entfernt
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werden mussten (Delelis et al., 2005). Dieser Mechanismus wurde zwar eine Losung der
scheinbar zuvor beobachteten asymmetrischen Prozessierung bieten, konnte aber in
anderen Studien nicht bestatigt werden (Russell et al., 2002) und bleibt deswegen noch

diskussionswurdig.

1.3.2 Zellulare Kofaktoren der retroviralen Integration

Die ersten in vitro Studien, welche die funktionelle retrovirale Integration reproduzieren
konnten wurden Ende der achtziger Jahre mit aus akkut infizierten Zellen isolierten
Nukleoprotein-Komplexen gemacht (Bowerman et al., 1989; Brown et al., 1987; Fujiwara
and Mizuuchi, 1988) die spater als Preintegrationskomplexe (PIC) bezeichnet wurden
(Brown, 1997; Sherman and Greene, 2002). Diese Komplexe beinhalten neben viralen
Proteinen (Bukrinsky et al., 1993; Farnet and Haseltine, 1991) auch zellulare Faktoren,
welche vermutlich als Kofaktoren an verschiedenen Stadien der Integrationsreaktion
beteiligt sind (Farnet and Bushman, 1997; Li et al., 1998). In diesem stabilen Komplex,
der die im vorrigen Kapitel beschriebene Prozessierung und Strangtransfer-Reaktion
einleitet (Ellison and Brown, 1994), gewahrleistet die Sekundarstruktur der Virus-DNA die
Interaktion der LTR-Enden mit den IN-Tetrameren (Bera et al., 2005) (siehe 1.3.1), Uber
die Rolle von zellularen Faktoren, welche in vivo aktiv an der Integration beteiligt sein
kdnnten, exsistieren viele Studien, die anderswo zusammengefasst sind
(Turlure et al., 2004; Van Maele et al., 2006). Von den meisten bis jetzt identifizierten
potentiellen Kofaktoren der retroviralen Integration existieren nur vereinzelte Publikation,
die zum Teil nicht reproduzierbar und deren direkte Rolle in der retroviralen Integration
noch unklar sind. Hier werden nur einzelne Faktoren angesprochen, die am besten
untersucht wurden. Solche Faktoren sind zum einen durch ihre spezifische Bindung an
die virale DNA und eine direkte Interaktion mit dem IN-Protein charakterisiert.

Einer der ersten identifizierten Kofaktoren zellularen Ursprungs war BAF
(engl: barrier-to-integration factor), welcher die Integration von Salz behandelten PICs, die
in vitro nicht die Integration der viralen DNA bewerkstelligen kénnen, vermutlich durch die
Bindung an die virale DNA wiederherstellen konnte (Lee and Craigie, 1994). BAF ist ein
hoch konserviertes Protein mit Doppelstrang-DNA-bindenden Eigenschaften, welches
durch die Bindung an sogenannte nukleare LEM-Domane-Proteine LAP2, Emerin oder
Man1, wahrscheinlich eine Rolle in der Chromatin Organisation einnimmt
(Segura-Totten and Wilson, 2004; Shimi et al., 2004). BAF wurde als ein Faktor

identifiziert, welcher die sogenannte Autointegration, die Integration des Proviruses in sich
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selbst (Brown, 1997), bei HIV-1 und MoMLV verhindert (Chen and Engelman, 1998; Lee
and Craigie, 1994; Lee and Craigie, 1998). Weiterhin wurde BAF als eine Komponente
der HIV-1-PICs identifiziert (Lin and Engelman, 2003) und interagiert zudem mit den
Matrix-Proteinen von HIV-1, weshalb es vermutlich in geringen Mengen in HIV-1 Virionen
detektiert wurde (Mansharamani et al., 2003). Die Rolle von Virionen-assoziertes BAF
scheint jedoch Uber die cytoplasmatische Rekrutierung nach Formierung der PICs
vernachlassigbar zu sein (Van Maele and Debyser, 2005). Vielmehr scheint BAF wahrend
der Formierung der PICs die Integration durch eine Kompaktierung der Virus-DNA zum
einen vor der Auointegration zu schitzen und zum anderen die strukturellen
Vorraussetzungen zu liefern, welche fiir eine erfolgreich ablaufende Integrationsreaktion
notig sind (Harris and Engelman, 2000; Lee and Craigie, 1998). Interessanterweise
konnte vor kurzem gezeigt werden, dass Komponenten der LEM-Proteine
(LAP2 und Emerin), wahrscheinlich durch eine Interaktion mit PIC-assozierten BAF eine
wichtige Funktion wahrend der Integration einnehmen und noch erstaunlicher, nach RNAI-
induzierter Runterregulierung die Replikation von HIV-1 deutlich blockieren kénnen
(Jacque and Stevenson, 2006; Suzuki et al., 2004). PIC-assoziertes BAF kdnnte vielleicht
eine wichtige Rolle fur die Assoziation der viralen DNA mit den LEM-Proteinen spielen,
die wiederum fur die in vivo-Integrationreaktion von Bedeutung sein kdénnten
(Jacque and Stevenson, 2006; Suzuki et al., 2004).

Ein auf der gleichen Weise wie BAF identifiziertes zellulares Protein, welches die
Integrationsreaktion stimuliert, ist HMGA1 (Farnet and Bushman, 1997). HMGA1 ist ein
Histon-Chromatin assoziertes Protein, welches vermutlich durch eine Bindung an die
viralen LTRs eine funktionelle Integration von mit Salzen behandelten inaktiven HIV-1
PICs wiederherstellen konnte (Farnet and Bushman, 1997; Li et al., 2000). Vermutlich
stablisiert HMGA1 den Komplex der IN-Multimere mit den beiden LTR-Enden durch
DNA-beugende Eigenschaften (Van Maele et al., 2006). Uberraschenderweise konnten
jedoch mit Hihner Zellen, welche von HMGA1-Knockout-Hihnern isoliert wurden, keine
Defekte in der Integration von HIV-1 festgestellt werden, so dass dieses Protein keine
essentielle  Rolle in der Integration von HIV-1 zu spielen scheint
(Beitzel and Bushman, 2003).

Das bis heute am besten untersuchte mit der IN von HIV-1 interagierende zellulare
Protein, welches eine essentielle Rolle im Lebenszyklus von Lentiviren auf Ebene der
Integration einnimmt ist, LEDGF/p75 (engl: Lens ephithelium-derives growth Factor).
LEDGF/p75 ist ein Transkritionfaktor (Llano et al., 2006; Turlure et al., 2006), welcher in
Pull-down-Experimenten assoziert mit nuklearen HIV-1-IN-Komplexen isoliert wurde, und
welcher in vitro die Strangtransfer-Reaktion von HIV-1 deutlich stimulieren konnte

(Cherepanov et al., 2003). Die Interaktion ist, wie spater gezeigt werden konnte
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Lentivirus-spezifisch (Busschots et al., 2005; Llano et al., 2004b). Die Lokalisation von
LEDGF/p75 scheint genau mit HIV-1 IN zu korrelieren und deren nukleare Lokalistion und
Chromatinbindung zu regulieren (Maertens et al., 2003). In Bezug auf die Integration
schitzt LEDGF/p75 zum einen die IN vor proteasomaler Degradation (Llano et al., 2004a)
und erhéht zum anderen die Affinitdt der IN fiur chromosomale DNA
(Busschots et al., 2005; Emiliani et al., 2005). Vor allem scheint die durch die Interaktion
mit LEDGF/p75 erhdhte Affinitdt der IN fir Chromatin den Transport der PICs zu
chromosomaler DNA zu erméglichen und fir die deutliche Senkung der produktiven
HIV-1-Replikation in Abwesenheit von LEDGF/p75 verantwortlich zu sein
(Vandekerckhove et al., 2006). Fragwirdig bleibt, warum in Abwesenheit von LEDGF/p75
in der gleichen Studie HIV-1-basierte Vektoren zur Integration fahig waren
(Vandekerckhove et al., 2006). Zudem konnte vor kurzem, anhand von
Integrationsstellen-Analysen  von HIV-1-basierten  Vektoren in LEDGF/p75
expremierenden und mittels siRNA nicht-LEDGF/p75-expremierenden Zellen, LEDGF/p75
als ein Faktor identifiziert werden, welcher vermutlich die Integration von HIV-1 in aktiv
transkribierende Bereiche und LEDGF/p75-regulierte Gene wenn auch gering beinfluf3t
(Ciuffi and Bushman, 2006). Ein weiterer zellularer Faktor, das durch die Interaktion mit
der IN von HIV-1 die Affinitdt von IN zu Chromatin steigert ist die vor kurzem identifizierte
p300 Acetyltransferase (Cereseto et al., 2005). Dieses Protein erhdht durch eine
posttranslationale Acetylierung von drei spezifischen Lysinen in der HIV-1-IN die Affinitat
dieses Proteins zu Chromatin. Die Acetylierung scheint ein essentieller Schritt im
Lebenszyklus von HIV-1 zu sein, weshalb Mutationen an den drei spezifischen Lysinen

die Replikation von HIV-1 blockieren.

Rezeptor Bindung
Penetration

l ’Kncspung und Reifung
/ wUncoating" und Partikelmorphogenese \
reverse Transkription t

HMGA1 o BAF Translation

LEDGF/p75 — i\luklealerl.'import \II

S A Chromatinbindung y
ntegration /

p300 —— ="

A 4

—1 =

Abb. 9: Potentielle zelluldre Kofaktoren der Integration von HIV-1

Dargestellt sind verschiedenen Stadien (rote umrandet) der Gberwiegend bei HIV-1 identifizierten zellularen
Proteinen, welche auf verschiedener Weise (sieche Text) als Kofaktoren der Integrationsreaktion agieren
(schwarze Pfeile). Eine Funktion der hier aufgezahlten zellularen Faktoren am Nuklearen Import ist noch nicht
eindeutig geklart (rot gestrichelt umrandet).
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Aus den oben zusammengefassten Studien geht hervor, dass zellulare Faktoren in vivo
eine wichtige Funktion in dem korrekten Ablauf der retroviralen Integration Gbernehmen
und als Kofaktoren agieren konnen. Die Aktivitdt ist nicht unbedingt auf die
Integrationsreaktion selbst beschrankt, sondern findet vielmehr auf strukturelle oder
transportverbundene Stadien vor der eigentlichen Integrationsreaktion statt (siehe Abb. 9).
Die Erforschung solcher Interaktionen ermdéglicht einen interessanten Einblick in die
Strategien, welche verschiedene Retroviren entwickelt haben, um die zellulare

Maschinerie fir ihre eigene Replikation effektiv zu nutzen.

1.3.3 Das Integrationsmuster von Retroviren und Insertionelle

Mutagenese

Schon seit der Erkenntnis, dass die retrovirale Integration ein essentieller Schritt im
Replikationszyklus von Retroviren ist (Varmus et al., 1973), wurden Versuche
unternommen das Integrationsmuster verschiedener Retroviren in infizierten Zellen zu
analysieren. Aus in vitro-Versuchen ging hervor, dass die Anzahl von potentiellen
Integrationsstellen in Chromatin von der Struktur der Nucleosom-gebundenen-DNA
beeinflusst wird und das bestimmte Sequenzen, welche die Groe der kleinen und grof3en
Furche, die Flexibilitdt und den Beugungsgrad der DNA beeinflussen, bevorzugt werden
(Miller and Varmus, 1994; Pruss et al, 1994b; Pryciak et al., 1992;
Pryciak and Varmus, 1992). Zudem konnten in friiheren Studien DNase-I-hypersensitive
Stellen als bevorzugte Orte der Integration identifiziert werden, was auf eine Integration in
leichter zugangliche Chromatin-Regionen hindeutet (Rohdewohld et al., 1987;
Vijaya et al., 1986). In der Tat gab es zu Beginn der neunziger Jahre durch Analysen
einer geringen Anzahl von proviralen Sequenzen die ersten Hinweise, dass MoMLV
bevorzugt in transkribierende Bereiche nahe zu den Transkriptionstartstellen (TSS) von
Genen integriert (Mooslehner et al., 1990; Scherdin et al., 1990), so dass damals schon
erkannt wurde, dass bestimmte Regionen aus bis jetzt nicht eindeutig geklarten Ursachen
die Integration begunstigen.

Seit der Endschlisselung des humanen Genoms zusammen mit der Entwicklung von
molekularbiologischen Methoden, die die Klonierung von groRen Mengen viraler
Integrationsstellen (RIS) ermdglicht (Li et al., 1999; Silver and Keerikatte, 1989;
Sorensen et al., 1993), wurden mehrere Studien zur Analyse des Integrationsmusters von
Retroviren sowie Transposons und AAV (engl: adeno-associated virus) im humanen
Genom durchgefiihrt, die auf eine virusspezifische nicht zufallige Verteilung der
Integrationsstellen (IS) hindeuten (Bushman et al., 2005). Im Vergleich zu der nach dem
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Zufallsprinzip erfolgenden Integration kénnen die Integrationspraferenzen von Retroviren
in die folgenden drei Gruppen eingeteilt werden: (I) Integration favorisiert Gene, (Il)
Integration favorisiert TSS von Genen, (lll) Integration folgt dem Zufallsprinzip. Die
Grunde fur diese unterschiedlichen virusspezifischen Integrationsmuster sind noch nicht
eindeutig geklart, wobei nach jingsten Studien die Rolle von zelluldren Proteinen, die an
der Selektion der Integrationsstellen beteiligt sind sehr wahrscheinlich ist.

Das wissenschaftliche Interesse am Integrationsmuster von Retroviren und retroviralen
Vektoren hat seit den negativen Ereignissen der franzdsischen Gentherapiestudie, in der
gammaretrovirale murine leukemia virus (MLV)-basierende Vektoren fir die Korrektion
der X-linked severe combined immunodeficiency (XSCID) Krankheit eingesetzt wurden
(Hacein-Bey-Abina et al.,, 2002a; Hacein-Bey-Abina et al.,, 2002b), groles
wissenschaftliches Interesse erweckt. In dieser Studie fihrte die Integration des
therapeutischen Vektors in der Nahe des zellularen Onkogens LMO-2 bei 3 von 9
behandelten Patienten zur Entwicklung einer akuten Leukamie (Hacein-Bey-Abina et al.,
2003). Diese Insertionen und die damit verbundenene durch Enhancer und Promotor
Elemente der LTRs ausgelofRte Uberexpression des LMO2 Gens werden zum Teil als
Ursache fur die in diesen Patienten beobachtete neoplastische Transformation
angesehen (Nienhuis et al., 2006).

Das Potential von Retroviren die Regulation von zellularen Genen, die in unmittelbarer
Nahe liegen, zu beeinflussen wird als ,insertionelle Mutagenese® bezeichnet und ist seit
langem dank Pionierarbeiten an den onkogenen Huhner-Retroviren schon bekannt
(Hayward et al., 1981; Neel et al., 1981). Hierbei kénnen die retroviralen LTR-Regionen,
welche Promotor- und Enhancer-Aktivitdt besitzen (Laimins et al., 1984a; Laimins et al.,
1984b; Weber and Schaffner, 1985), nach der Integration in das zellulare Genom in der
Nahe positionierte Gene oder Proto-Onkogene aktivieren, welche die Entstehung von
Tumoren verursachen kénnen (Cuypers et al., 1984; DesGroseillers et al., 1983; Selten et
al., 1985; Tsichlis and Lazo, 1991). In der Tat sind viele heute identifizierte
Proto-Onkogene durch die Nutzung von onkogenen Retroviren identifiziert worden
(Akagi et al., 2004; Suzuki et al., 2002).

Entgegen der Annahme, dass das Risikopotential zur Proto-Onkogen-Aktivierung
ausgeldst durch integrierte retrovirale Vektoren als gering einschatzbar ware, konnten
auch in Mausmodellen nach der Transduktion von Knochenmarkzellen mit ahnlichen in
der obigen Gentheraphiestudie verwendeten auf MLV-basierten Vektoren Leukamien
nachgewiesen werden, die zum Teil auf die Insertion des therapeutischen Vektors in der
Nahe zu bekannten Proto-Onkogenen zurlickzuflihren waren (Li et al., 2002; Modlich et
al., 2005). Diese insertionale Aktivierung von Genen ist nicht unbedingt auf die maligne
Entwicklung beschrankt, sondern kann auch zur Aktivierung von Genen filhren, welche
die Selbsterneuerungs-Kapazitat hamapoietischer Stammzellen beeinflussen kénnen und
zur klonalen Dominanz der Klone flihren die eine bestimmte selbsterneuerungsférdernde
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Insertion beinhalten (Kustikova et al., 2005). Dieses Phanomen ist auch in Patienten
beobachtet worden, bei denen eine Korrektur der X-CGD-Krankheit (engl: x-linked chronic
granulomatous desease) mit Hilfe von retroviral-basierten Vektoren unternommen wurde
(Ott et al., 2006; Stein et al., 2006).

Die toxische Nebenwirkungen retroviraler Vektoren sollten durch die Anwendung der
sogenannten SIN-Vektoren (siehe 1.2.4 & 4.1.5) und einer angemessenen Menge an
wieder retransplantierten transduzierten Zellen vermeidbar sein (Baum et al., 2003;
von Kalle et al., 2004), jedoch stellt sich aus den oben zusammengefassten Kenntnissen
Uber das Potential von Retroviren zur insertionalen Mutagenese die Frage, ob das
Integrationsmuster verschiedener Retroviren das Risiko zur insertionalen Mutagenese
beeinflusst. Einblicke in das Integrationsmuster von MLV-basierten Vektoren
(Hematti et al.,, 2004; Wu et al.,, 2003) wiesen uberraschenderweise auf starke
Praferenzen fur die Integration in der Nahe des Transkriptionsstarts (TS) von zellularen
Genen hin. Diese Praferenz kénnte zum Teil fir die in Tiermodellen und klinischen
Studien aufgetretenen Falle von insertionaler Mutagenese verantwortlich sein, so dass
neben dem rein wissenschaftlichen Interesse am Verstandnis der Mechanismen, die flr
die virusspezifischen Integrationsmuster verantwortlich sind, die Evaluierung der
Integrationspraferenzen von retroviral basierten Vektoren, welche in der somatischen
Gentheraphie Anwendung finden kdnnten, zum Teil das Abschatzen des Risikopotential
dieser Vektoren zur insertionalen Mutagenese erleichtern konnte (Nienhuis et al., 2006).
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1.4 Fragestellung

1.4.1 Analyse des foamyviralen Integrationsmusters in humanen

Zellinien

Aufgrund vor kurzem aufgetretener Falle von akuter Leukadmie bei drei von neun in der
franzdsischen Gentherapiestudie zur Heilung der angeborenen X-SCID Krankheit
behandelten Patienten wird angenommen, dass das Integrationsmuster des auf MLV-
basierten therapeutischen Vektors, welcher Praferenzen zur Integration in der Nahe der
Transkriptionsstartstellen (TSS) von Genen besitz, das Risiko zur insertioneller
Mutagenese und die Aktivierung von Proto-Onkogenen begunstigt hat. Die Nachfrage an
alternativen Vektorsystemen mit sichereren Integrationsmustern ist grof3, so dass die
Analyse der Integrationsmuster von Retroviren, welche das Potential besitzen in der
somatischen Gentherapie Anwendung zu finden unerlasslich geworden ist und einen
wichtigen Aspekt in der Sicherheit der Vektoren darstellt.

Die dritte Generation von Foamyvirus-basierenden Vektoren sind zu attraktiven
alternativen Vektorsystemen herangereift, welche vor allem aufgrund ihrer nicht
pathogenen Natur, ein gutes alternatives Vektorsystem darstellen(siehe 1.2.4), so dass
die Analyse des Integrationsmusters von FV-basierten Vektoren von gro3em
wissenschaftlichen Interesse ist.

Die Zielsetzung dieser Arbeit war es eine ausreichende Anzahl von foamyviralen
Integrationsstellen zu klonieren, die eine Analyse Uber das Integrationsmuster von FV-
basierten Vektoren ermdglichen. Insbesondere die Praferenz zur Integration in
transkribierende Berreiche, sowie TSS und regulatorischen Berreichen von Genen
wurden im Vergleich zu ebenfalls im gleichen Testsystem klonierten HIV-1- und MLV-
Integrationstellen genauer untersucht. Die Resultate tragen zum einen zur Abschatzung
der Sicherheit FV-basierter Vektoren bei, und geben Einblicke in die chromosomalen
Regionen des humanen Genoms in denen FV bevorzugt integrieren.
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1.4.2 Identifikation von mit der Foamyvirus Integrase

interagierenden zellularen Proteinen

Die produktive Infektion von Retroviren erfordert die Integration der revers transkribierten
viralen cDNA ins Genom der Wirtszelle. Das retrovirale Integrase Protein (IN) ist das
Protein, welches die Integratiosreaktion steuert. In vitro ist die IN in der Lage, die zwei
wesentlichen Schritte der Integrationsreaktion, die 3°'Prozessierung und den
Strangtransfer (siehe 1.3.1), in der Abwesenheit von anderen Faktoren zu
bewerkstelligen. Fur die funktionelle Integration in vivo gibt es jedoch Hinweise, die auf
eine Involvierung von zellularen Proteinen hindeuten, welche als Kofaktoren wahrend
verschiedener Stufen der Integration eine Rolle spielen kénnten. Zum einen kdnnen
solche Faktoren den nukledren Import, die Stabilitdt und Struktur des Preintegration-
Komplexes (PIC), die Integrationsreaktion selbst sowie die Reparatur der nach der
Integration endstehenden Licken katalysieren, aber auch an der Selektion der nicht dem
Zufall folgenden Retrovirus-spezifischen Integrationstellen beteiligt sein. Bis jetzt sind
Uberwiegend fur HIV-1 und MLV zahlreiche zellulare Proteine identifiziert worden, welche
entweder durch eine Interaktion mit der viralen IN oder durch die Assoziation mit
Komponenten der PICs wahrend der in vivo -Integration eine katalytische Rolle
Ubernehmen konnten.

Der erste kritische Schritt zur Identifikation solcher Proteine besteht in der Etablierung
eines Testsystems, das flir den Nachweis einer spezifischen Wechselwirkung zwischen
unbekannten zellularen und viralen Proteinen geeignet ist. Neben Yeast-two-Hybrid-
Assays bieten sogenannte Pulldown-Assays eine attraktive Alternative, unbekannte
zellulare Interaktionspartner der viralen IN zu identifizieren, die in darauffolgenden
biochemischen Analysen auf eine mdgliche Funktion wahrend der Integration untersucht
werden kénnen.

Zellulare Proteine, welche mit der foamyviralen IN interagieren und maoglicherweise eine
Rolle wahrend der Integration oder Replikation von FV spielen sind bis heute noch nicht
beschrieben, so dass neben der Analyse des foamyviralen Integrationsmusters, ein
Testsystem basierend auf Pulldown assays mittels FV-IN exprimierenden humanen
Zellinien etabliert werden sollte, das zur Identifikation von mit der FV-IN interagierenden
zellularen Proteinen verwendet werden kann. Mogliche Funktionen der mittels diesem
Testsystem identifizierten zelluldren Interaktionspartner der FV-IN kdnnen in
darauffolgenden biochemischen Experimenten charakterisiert werden und zum
Verstandnis der Strategien beitragen, die sich FV, durch Wechselwirkungen mit zellularen

Proteinen, zu nutze machen, um die Integration und Replikation zu ermdglichen.
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2 Material und Methoden

2.1 Materalien

2.1.1 Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien werden nicht im Einzelnen aufgelistet. Bis
auf wenige Ausnahmen, bei denen besonderer Wert darauf gelegt wurde, Produkte einer
bestimmten Firma zu verwenden, wurden Chemikalien in dieser Arbeit von den folgenden
Firmen bezogen: Applichem, Merck, Sigma-Aldrich und Roth. Die Ausnahmen werden im

Methodenteil gesondert erwahnt.

2.1.2 Enzyme und Reaktionspuffer

CIAP (calf intestine alkaline phosphatase) MBI Fermentas

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

T4 DNA-Ligase MBI-Fermentas

T4 DNA-Polymerase MBI Fermentas
Proteinase K MBI-Fermentas
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2.1.3 Bakterienstamme

Stamm Genotyp Referenz
. ®80dlaczAM15, recA1, endA1, gyrA96, thi-1,
E.coliDH5a | s4R17 supEdd, relAt, deoR, AdlacZYA-argF)u1ee | — Sratagene
. endA1, recA1, gyrA96, thi, hsdR17 (rK-, mK+), relA1,
E. coli JM109 SUPE44, A(IacproAB), Promega
[F’, traD36, proAB, laclZAM15]
. F-, mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), ®80lacZAM15, .
E.coli TOP10 | \|1acX74, deoR recA1, araD139, A(ara-leu)7697, Invitrogen
galU, galK, rpsL(Str?), endA1, nupG

DH5a und TOP10 E.coli-Stamme wurden ausschlieBlich fir die Transformation von
Ligationsreaktionen verwendet, wahrend die JM109 E.coli-Stdmme nur fir

Maxipraparationen von Plasmiden benutzt wurden.

2.1.4 Zellinien

293T Humane embryonale Nierenzellinie, die das SV40 grol’e T-Antigen stabil
exprimiert (Du Bridge et al., 1987)

293 Humane embryonale Nierenzellinie (ATCC:CRL-1573)

HT1080 Humane Fibrosarkomazellinie (ATCC: CCL-121)

Hela Humane Epithelkarzinomzelllinie (ATCC:CCL-2)
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2.1.5 Antibiotika

Stammkonzentration Arbeitskonzentration
Ampicillin 100 mg/ml 100 pg/ml
Penicillin 100 mg/ml 100 pg/ml
Streptomycin 100 mg/m| 100 pg/ml
Zeocin (Sigma) 100 mg/ml 100 pg/ml
2.1.6 Antikorper
Foamyvirale Anikorper:
Maus-a-PFV IN 3E11 Hybridomauberstand (Imrich et al., 2000)

Kommerzielle Antikorper:

Schwein-a-Kaninchen IgG-HRP Polyklonaler Antikdrper (DakoCytomation)

Ziege-oa-Maus IgG-HRP Polyklonaler Antikérper (DakoCytomation)
a-FlagM2 Polyklonaler Antikérper (Invitrogen)
a-DRBP76 Polyklonaler Antikorper, Isotype: Mouse 1gG1

(BD Biosiences)

33



Material und Methoden

2.1.7 Plasmide

Retrovirale vektoren:

Plasmidname

Beschreibung

pMH123

CMV-getriebener PFV-basierter Vektor, welcher PFV-Gag
und -Pol expremiert und die vollstdndige LTR-Region
enthalt. Die Expression von eGFPneo-Fusionsprotein liegt
unter der Kontrolle des internen SFFV U3 Promotors.
(Juretzek et al., 2004).

pMH124

Bis auf eine grof3e Deletion in gag und pol (Pacl x Swal)
Identisch mit pMH123 (diese Arbeit).

pGJ3/U3E

CMV-getriebener HIV-1-basierter SIN-Vektor, welcher HIV-1
Gag, Pol und Rev expremiert. Die LTR ist in der U3-Region
deletiert. Die Expression von eGFP liegt unter der Kontrolle
des internenen SFFV U3 Promotors (Leurs et al., 2003).

pcAMS/U3E

CMV-getriebener Mo-MLV-basierter SIN-Vektor, welcher
Mo-MLV Gag und Pol expremiert. Die LTR ist in der U3-
Region deletiert. Die Expression von eGFP liegt unter der
Kontrolle des internenen SFFV U3-Promotors (Leurs et al.,
2003).

pczCFG/IEZ

CMV-getriebener Mo-MLV-basierter Vektor mit vollstandigen
LTRs und einer IHRES, hinter der das eGFPzeo-
Fusionsprotein kloniert ist.

(Knodel et al., 1999)

pczCFG/IEZ-INC-flag

Bis auf eine FLAG-Peptide kodierende Sequenz Identisch
mit pczCFG/IEGZ (diese Arbeit)

pF6UGW

Expressionsplasmide:

Plasmidname

HIV-1-basierter SIN-Vektor mit zur Expression von shRNAs
internem U6-Promotor. Enhalt zusatzlich HIV-1-flap und das
WRE (eng: woodchuck postrankriptionale regulatory
element) des Woodchuck Hepatitis Virus. GFP steht unter
der Kontrolle des humanen Ubiquitin-C-Promotors.

Beschreibung

pcHSRV2

Expressionsplasmid fiir ein CMV-Promotor getriebenes PFV-
Provirus.
(Moebes et al., 1997)
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pCgp1

CMV-getriebenes PFV-Gag und Pol-Expressionskonstrukt.
(Fischer et al., 1998)

pCenv1

CMV-getriebenes PFV-Env- Expressionskonstrukt mit
intaktem internen SD/SA.
(Fischer et al., 1998)

pczVSV-G

CMV-getriebenes VSV-G-Expressionskonstrukt
(Pietschmann et al., 1999)

pHIT 60

CMV-getriebenes Mo-MLV-Gag und Pol-
Expressionskonstrukt.
(Soneoka et al., 1995)

pMDL g/p RRE

CMV-getriebenes HIV-1 Gag und Pol-Expressionskonstrukt
mit RRE (eng: Rev Responsive Element).
(Dull et al., 1998)

pRSV-Rev

RSV-getriebenes HIV-1 Rev-Expressionskonstrukt
(Dull et al., 1998)

Weitere verwendete Plasmide:

Plasmidname

Beschreibung

pcDNA3.1neo

Expressionsvektor mit SV-40 ori und CMV-
Promotor/Enhancer, Neomycin Resistenz.
(Invitrogen)

pCRII-TOPO

(Invitrogen)

2.1.8 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden zur Synthese bei der Firma Invitrogen in Auftrag

gegeben. Die Position der Bindungsstellen ist fir PFV anhand der DNA-Sequenz von
HSRV2 (Gen Bank Nr: Y07724), fur HIV-1 anhand der HXB2 (Gen Bank Nr: AF033819)
und fur MLV anhand der Mo-MLV-Sequenz (Gen Bank Nr: AF033811) wiedergegeben.

Gegenuber der Ursprungssequenz veranderte Nukleotide sind hervorgehoben.
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Oligonukleotide fur die Klonierung der retroviralen Integrationsstellen:

Nr.

5'->3' Sequenz

Beschreibung

#1830

Caatagacaatggcttcaggaagtaatgt

Senseprimer fur die 1.PCR zur Klonierung
der PFV-Integrationsstellen. Bindungsstelle
in HSRV2: 1214-1242

#320

Gaggagcaggagtatttgggtaat

Antisenseprimer fiir die 1.PCR zur
Klonierung der PFV-Integrationsstellen.
Bindungsstelle in HSRV2: 73-92 und
10901-10924

#1976

Ggaggcatataaaagccaatagac

Senseprimer fir die 1.PCR zur Klonierung
der PFV-Integrationsstellen. Bindungsstelle
in HSRV2: 1198-1221

#1975

Tccttcectgtaatactctce

Antisenseprimer fiir die 1.PCR zur
Klonierung der PFV-Integrationsstellen.
Bindungsstelle in HSRV2: 73-90 und
10922-10900

#571

Aacttgatgttgaagctctgg

Senseprimer fir die 2.PCR zur Klonierung
der PFV-Integrationsstellen. Bindungsstelle
in HSRV2: 1254-1274

#572

Tccttcectgtaatactctce

Antisenseprimer fur die 2.PCR zur
Klonierung der PFV-Integrationsstellen.
Bindungsstelle in HSRV2: 39-59 und
10887-10867

#1900

Gcgagagcgtcagtattaagce

Senseprimer fur die 1.PCR zur Klonierung
der HIV-1-Integrationsstellen.
Bindungsstelle in HXB2: 797-817

#1901

Gtacaggcaaaaagcagatcttg

Antisenseprimer fir die 1.PCR zur
Klonierung der HIV-1-Integrationsstellen.
Bindungsstelle in HXB2: 31-40

#1903

Gatcgatgggaaaaattcgg

Senseprimer fur die 2.PCR zur Klonierung
der HIV-1-Integrationsstellen.
Bindungsstelle in HXB2: 830-850

#1904

Gcagatcttgtcttctttggg

Antisenseprimer fir die 2.PCR zur
Klonierung der HIV-1 -integrationsstellen.
Bindungsstelle in HXB2: 20-40 und 9105-
9125

#1907

Cacaaccagtcggtagatgtc

Senseprimer fir die 1.PCR zur Klonierung
der MLV-Integrationsstellen. Bindungsstelle
in Mo-MLV: 875-895
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Antisenseprimer fiir die 1.PCR zur
Klonierung der MLV-Integrationsstellen.

#1908 | Gecaagagggtttattggatac Bindungsstelle in Mo-MLV: 294-314 und
8558-8578
Antisenseprimer fiir die 1.PCR zur
#1909 | Geagaatggccaacctttaac Klonierung der MLV-Integrationsstellen.

Bindet nur im Vektor

#1910

Ctagcttgccaaacctacagg

Senseprimer fur die 1.PCR zur Klonierung
der MLV-Integrationsstellen. Bindungsstelle
in Mo-MLV: 926-946

Oligonukleotide fiir die Klonierung der PFV Integrase (PFV IN):

Nr.

5'->3' Sequenz

Beschreibung

#4013

gtccgcggtccggatctaccatgtgtaataccaaaaaaccaaacc

Senseprimer zur
Klonierung von PFV-IN.
Fihrt die Rsr II-
Schnittstelle, Kozak
Sequenz, und ATG 5°der
ersten AS von PFV-IN ein.
Bindet in HSRV2: 5370-
5391

#4014

Ctaggagcgctticatttttticcaaatgatcc

Oligonukleotide mit Flag-Peptid kodierender Sequenz:

Antisenseprimer zur
Klonierung von PFV-IN.
Tauscht das TAA
Stopsignal von PFV-IN
gegen eine Eco47lll-
Schnittstell aus.

Bindet in HSRV2: 6517-
6547

Nr. 5'->3' Sequenz und Beschreibung
aattcacgcgtccgeggtccgacgagcegctgattacaaggacgacgatgacaagtag
#4009 Sense-Oligonukleotid mit Flag-Peptid kodierender Sequenz und EcoRI-

Schnittstelle sowie MCS am 5 Ende.
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gatcctacttgtcatcgtcgtccttgtaatcagcgctcgtcggaccgecggacgcegtg

#4010 | Antisense-Oligonukleotid mit Flag-Peptid kodierender Sequenz und BamHI-
Schnittstelle am 3'Ende

Oligonukleotide zur Expression von shRNAs:

Nr. 5'->3' Sequenz und Beschreibung

ggcagagtccgataacatgTTCAAGAGAcatgttatcggactctgecTTTTTc

Sense-Oligonukleotid zur Expression von shRNAs mit einer zur Position 443-461

#4200 (Gene Bank Nr: NM004516) des NF90-Gens homologen Sequenz.

tcgagAAAAAggcagagtccgataacatgTCTCTTGAAcatgttatcggactctgec

Antisense-Oligonukleotid zur Expression von shRNAs mit einer zur Position 443-
#4201 | 461 (Gene Bank Nr: NM004516) des NF90-Gens homologen Sequenz. Enthalt
am 3'Ende eine Xhol Schnittstelle.

ggtttccagtactacttgcTTCAAGAGAgcaagtagtactggaaaccTTTTTc

#4202 Sense-Oligonukleotid zur Expression von shRNAs mit einer zur Position 406-426
(Gene Bank Nr: NM001111) des ADAR-1-Gens homologen Sequenz.

tcgagAAAAAggtttccagtactactigcTCTCTTGAAgcaagtagtactggaaacc

Antisense-Oligonukleotid zur Expression von shRNAs mit einer zur Position mit
#4203 | einer zur Position 406-426 (Gene Bank Nr: NM001111) des ADAR-1-Proteins
homologen Sequenz.

Enthalt am 3 Ende eine Xhol-Schnittstelle

2.1.9 GroRen-/Langenstandards

Nukleinsdurelangenstandards
A-Hindlll Marker eigene Herstellung

A-Pstl Marker eigene Herstellung

Proteingréf3enstandards

PageRuler™ Fermentas
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2.1.10 Kommerzielle Methodenkits

NucleoBond® PC500
GENECLEAN® I1I Kit

Big Dye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit
ECL™ Western Blotting Detection Reagents

TA Cloning® Kit
QIAquick® PCR Purification Kit

2.1.11 Sonstiges Material

Sterilfilter (0,22 pm, 0,45 pm)

Blot Filterpapier

Hybond™-ECL™ Nitrocellulosemembran
Roéntgenfilme X-ray Retina XBD
Dialyseschlauch

Plastikmaterial

Polyallomer Ultrazentrifugentubes

X-Gal

IPTG

Polyethylenimin

Protease Inhibitor Cocktail

(EDTA-free)

ANTI-FLAG® M2 Affinity Gel Freezer-Safe
QiaShredder

Macherey-Nagel

Q BlOgene

Applied Biosystems
Amersham Biosciences
Invitrogen

Qiagen

Schleicher & Schuell
Schleicher & Schuell
Amersham Biosciences
Fotochemische Werke GmbH
Roth

Costar, Eppendorf, Falcon, Greiner,
Nunc, Roth

Beckmann

Roth

Roth

Polyscience

Roche

Sigma
Qiagen
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2.2 Puffer und Losungen

2.2.1 Bakterienkultur

5 x LB-Medium
100 g LB-Broth Base Lennox L
25¢g NacCl
5¢ Glucose

Ad 1000ml Aquages;, autoklavieren.

Ampicillin

100 mg/ml Ampicillin Natriumsalz

0,2um steril filtrieren, aliqoutieren, Lagerung bei -20 °C.

LB-Agar
20g LB Broth Base Lennox L
20g NaCl
20g Agar

Ad 1000ml Aquagest, autoklavieren.

Die LB-Agar-Lésung wurde nach dem Autoklavieren vor der Ampicillin-Zugabe auf

ungefahr 60°C abgekuhlt. Anschlielend wurden die Agarplatten gegossen, abgekuhlt und

bei -4°C gelagert.

Transformationspuffer | fur die Herstellung von kompetenten Bakterien

30 mM Kaliumacetat
100 mM RbCl,

10 mM CaCl,

50 mM MnCl,

15% Glycerin

Mit 10% Essigséaure pH 5,8 einstellen.
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Transformationspuffer Il fiir die Herstellung von kompetenten Bakterien

10 mM MOPS
100 mM RbCl,
75 mM CaCl,
15% Glycerin

Mit 1 M KOH pH 6,5 einstellen und 0,2 um steril filtrieren.

2.2.2 Medien, Losungen und Puffer fir zellbiologische Methoden

Minimal Essential Medium (MEM)
MEM (Hausmedium: 9,6 g/l Invitrogen #41500-083, 2,2 g/l NaHCOs;)

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

Dulbeccos Modified Eagle Medium (D-MEM)
D-MEM (Invitrogen #41966-29)
100mg/ml Penicillin
100mg/ml Streptomycin
10% (Dialysiert) FCS (Biochrom)

Dulbeccos Modified Eagle Medium (D-MEM) ohne Methionin
D-MEM (Invitrogen #21013-024)

100mg/ml Penicillin
100mg/ml Streptomycin
5% (Dialysiert) FCS (Biochrom)
RPMI Medium

RPMI 1640 (Invitrogen #21875-034)
100mg/ml Penicillin
100mg/ml Streptomycin
5% FCS (Biochrom)
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ATV
137 mM
5,4 mM
5 mM
70 mM
500 mg/ml

PBS(+)
137 mM
2,7 mM
4,3 mM
1,4 mM
1,5 mM
1 mM

FACS-Puffer
0,1%
0,02%
in PBS

NaCl

KCI
D-Glucose
NaHCO;
Trypsin

NaCl

KCI

Na,HPO,4 x 2 H,O
KH,PO,

CaCl, x4 H,O
MgCl, x 6 H,O

BSA

Natriumazid

500 mM Natriumbutyrat

500 mM

Natrium-Buttersaure

In sterilem PBS(+)

0,2 pum steril filtrieren

2 M Kalziumchlorid (CaCl,)

2M

CaC|2

0,2 um steril filtrieren

2 x HBS
50 mM
10 mM
12 mM
280 mM
1,5 mM

Hepes

KCI

Dextrose x H,O
NaCl

Na,HPO, x 2 H,O
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Ein pH-Wert zwischen 6,9 und 7,2 wurde mit 1M KOH eingestellt und 0,45um steril filtriert.

Der optimale pH-Wert wurde mittels einer Transfektion fur jede Charge neu ermittelt.

Polyethylenimin (PEI)
1 mg/ml PEI

in AquagestI6sen, 0,2uM steril filtrieren und bei -20°C in 1 ml Aliquots einfrieren.

2.2.3 Losungen und Puffer zur Analyse und Klonierung von DNA

Plasmidpraparationslosung |

25 mM Tris-HCI pH 8,0
50 mM Glucose
10 mM EDTA pH 8,0

autolklavieren

Plasmidpraparationslosung Il
02M NaOH
1% SDS

Plasmidpraparationsléosung lll
3M Natriumacetat
Mit konzentrierter Essigsaure ein pH 5,2 einstellen,

autoklavieren.

TE/RNase
0,1xTE
100 pg/ml RNaseA

6x DNA-Probenpuffer
0,15% Bromphenolblau
40% Sucrose

autoklavieren
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10 x Hybridisierungspuffer

1™ NaCl

0,1M TrispH 7,8

1mM EDTApH 8
Tris/MgCl,

200 mM Tris-HCI pH 9,0

5 mM MgCl,

autoklavieren, aliquotieren und bei -20°C lagern

3 M Natriumacetat pH 5,4
3M Natriumacetat
pH 5,4 mit konzentrierter Essigsaure einstellen

autoklavieren

Lysispuffer zur isolierung von genomischer eukaryotischer DNA

1™ Tris-HCI pH 8,5
2M NaC

05M EDTA pH 8,0l
10 % SDS

Vor Gebrauch wurde 1 % ProteinaseK hinzugegeben.

2.2.4 Losungen und Puffer fur proteinbiochemische Methoden

RIPA Puffer
20 mM Tris-HCI pH 7,5
300 mM NaCl
1% Natrium-Deoxycholat
0,1% SDS
1% Triton X-100
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100 CSK Puffer (Cherepanov et al., 2003)

10 mM Pipes pH 6,8

100mM NaCl

1 mM MgCl,

10% Sucrose

1mM Dithiothreitol (DTT)
0,5% Nonidet P-40 (NP-40)

Eine Tablette EDTA-freier Protease Inhibitor Mix (Roche) wurde auf je 50 ml 100 CSK
Puffer gegeben. Lagerung bei -20°C.

400 CSK Puffer (Cherepanov et al., 2003)

10 mM Pipes pH 6,8
400mM NaCl

1 mM MgCl,

10% Sucrose

1 mM Dithiothreitol (DTT)

Eine Tablette EDTA-freier Protease Inhibitor Mix (Roche) wurde auf je 50 ml 400 CSK
Puffer gegeben. Lagerung bei -20°C.

100 CSK Waschpuffer

10 mM Pipes pH 6,8

100mM NaCl

1 mM MgCl,

10% Sucrose

0,1% Nonidet P-40 (NP-40)

Eine Tablette EDTA-freier Protease Inhibitor Mix (Roche) wurde auf je 50 ml 100 CSK
Waschpuffer gegeben. Lagerung bei -20°C.

Lysispuffer
50 mM Tris-HCI pH 8,0
150 mM NaCl
1% Nonidet P-40 (NP-40)

Eine Tablette EDTA-freier Protease Inhibitor Mix (Roche) wurde auf je 50 ml Lysispuffer
gegeben. Lagerung bei -20°C.
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Hypotonischer Puffer

10 mM
10 mM
1,5 mM

Vor Gebrauch wurden 500mM DTT und 250 mM PMSF hinzugegeben.

Tris-HCI pH 8,0
KCI
MgCl,

Kernextraktionspuffer

20 mM

420 mM
1,5 mM
0,2 mM
25%

Vor Gebrauch wurden 500mM DTT und 250 mM PMSF hinzugegeben.

10 x Salzpuffer

300 mM
1,4 M

30 mM MgCl,

Tris-HCI pH 8,0
KCI

MgCl,

EDTA

Glycerin

Tris-HCI pH 8,0
KCI

Dialyse Puffer AM100

20 mM
100 mM
5mM
0,2mM
20 %

Tris-HCI pH 8,0
KCI

MgCl,

EDTA

Glycerin

2x Probenpuffer (2xPPP)

125 mM
23,25%
4%

10%
0,01%

Tris-HCI pH 6,8
Glycerin

SDS
B-Mercaptoethanol

Bromphenolblau
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Gelpuffer
3M Tris base
0,3% SDS

mit HCI pH 8,45 einstellen

5x Kathodenpuffer

500 mM Tris
500 mM Tricine
0,5% SDS

Vor Gebrauch wird die Stammlésung mit Aquagest. verdiinnt (1 x Kathodenpuffer).

10x Anodenpuffer
2M Tris-HCI pH 8,9

Vor Gebrauch wird die Stammlésung mit Aquagest. verdiinnt (1 x Anodenpuffer).

Blotpuffer
50 mM Tris
40 mM Glycin
20% Methanol
0,037% SDS
PBS-Tween
0,5% Tween 20
In PBS(-)
PBS(-)
137 mM NaCl
2,7 mM KCI
4,3 mM Na;HPO,4 x 2 H,O
1,4 mM KH,PO,
Milchpulver
4% Milchpulver
In PBS(-)
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Fixierlosung fiir Silbergele

50% Methanol
12% konzentrierte Essigsaure
0,05% Formaldehyd (Stammlésung 37%)

Losung A fiir Silbergele
0,01% Na,S,0; (Natriumthiosulfat)

In HyOgest I0SEN

Silberfarbung-Lésung
0,1% AgNO; (Silbernitrat)
0,075% Formaldehyd (Stammlésung 37%)

Kurz vor Gebrauch in Aquagest I0sen.

Entwicklerlosung fiir Silbergele

10% Na,COj; (Natriumcarbonat)
0,005% Loésung A
0,05% Formaldehyd (Stammlésung 37%)

Kurz vor Gebrauch in Aquagest l0sen.

2.2.5 Standardiosungen und Puffer

50x TAE
2M Tris
50 mM EDTA pH 8,0

5,71% Konzentrierte Essigsaure

Vor Gebrauch wird die Stammlésung mit Aquagest. verdinnt (1 x TAE).

1x TE pH 8,0
10 mM Tris-HCI pH 8,0
1 mM EDTA pH 8,0

1 M Tris-HCI pH 6,8 - 8,0
1M Tris

pH je nach Anforderungen mit HCI einstellen, autoklavieren
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0,5 M PIPES pH 6,8
0,5M Pipes
mit NaOH pH 6,8 einstellen

10% SDS
10% SDS
mit HCI pH 7,2 einstellen

0,5 M EDTA pH 8,0
500 mM EDTA
mit NaOH pH 8,0 einstellen

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Isolation eukaryotischer genomischer DNA

Die Isolation von genomischer DNA aus eukaryotischen Zellen erfolgte nach
konventionellen Methoden (Ausubel et al., 1987). Hierbei werden die Zellen zunachst mit
Proteinase K und einem starkem Lysispuffer, der EDTA und als Detergent SDS enthalt,
lysiert. AnschlieBend wird die genomische DNA durch Zugabe von Isopropanol gefallt,
gewaschen und in 0,1 x TE Puffer geldst.

Fir die Isolation der genomischen DNA aus 293 Zellen, die durch Zugabe von
Virusiiberstand provirale Sequenzen enthielten, wurden ca. 5x10® Zellen zundchst mit
PBS gewaschen und anschlielfend mit 3 ml Proteinase K enthaltenen Lysispuffer fir
3-5 min lysiert. Das Lysat wurde Uber Nacht bei 55°C inkubiert und die DNA durch
Zugabe von Isopropanol im Verhaltnis 1:1 durch starkes Schitteln gefallt. Mit Hilfe einer
Glasangel wurde die DNA aus dem Gemisch entnommen und fur 3-5 sec in 70% Ethanol
gewaschen und anschlieRend in 200 uyl 0,1 x TE Puffer gelost. Die DNA wurde
anschlielend erneut lGber Nacht bei 55°C inkubiert und vermessen. 2,5 ug der so
isolierten eukaryotischen genomischen DNA wurden auf ein 0,8 % Agarosegel auf

Reinheit tGberpruft.
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2.3.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ermdglicht es, eine groRe Anzahl von Kopien einer
spezifischen DNA-Sequenz zu produzieren, welche zur Klonierung oder zur Einfihrung von
Punkt-Mutationen eingesetzt werden kann (Mullis et al., 1986). Bei einer Reaktion wird die
Matrizen-DNA durch hohe Temperaturen (95°C) in einzelstrangige DNA getrennt, welche als
Matrize flr die Synthese eines neuen komplementaren Stranges dienen kann. Grundlage fir
diese Reaktion sind Oligonukleotide (,Primer®), die komplementar zu kurzen Abschnitten an
den flankierenden Regionen der zu amplifizierenden DNA sind. In der Hybridierungsphase
binden diese ,Primer” bei geeigneter Temperatur, die nicht héher als die Schmelztemperatur
des Primers liegen sollte, durch komplementare Basenpaarung an die Zielsequenz. Durch
die Anlagerung der Primer an die DNA werden freie 3’ -Enden zur Verfigung gestellt, an
denen in der Elongationsphase hitzestabile Polymerasen wie z.B. Tag-Polymerase
(von Thermophilus aquaticus) oder Pfu-Polymerase (von Pyrococcus furiosus) die Synthese
der Zielsequenz einleiten konnen. Durch mehrmaliges Wiederholen dieser Schritte (25-30
Mal) wird die Zielsequenz expotentiell angereichert. Eine so genannte ,nested PCR" erhdht
durch einen zweiten PCR-Schritt, der dem ersten mit weiter innen gesetzten Primern folgt,
die Sensibilitdt der PCR und erlaubt so auch die Klonierung von Fragmenten aus sehr
geringen Mengen des Ausgangsmaterials. Eine Modifikation der Primer erlaubt es auf diese
Art, Mutationen oder zusatzlich kodierte Schnittstellen an den Enden der Zielsequenz
einzufuhren, die die Klonierung des Amplikons erleichtern.

Bei der Klonierung von Expressionsplasmiden ist eine hohe Amplifikationsgenauigkeit von
Bedeutung, so dass in dieser Arbeit fur die Klonierung von pczCFG/IEZ-INC-flag die
Pwo-DNA-Polymerase verwendet wurde. Diese Polymerase besitzt eine
3°-5"-Exonuklease-Aktivitat und ist in der Lage, primare Fehler der 5°-3"Polymerase zu
korrigieren (Proofreading-Aktivitat). Nachfolgend ist ein typischer Reaktionsansatz
beschrieben, wie er fir die Amplifikation von DNA-Sequenzen flir weitergehende

Klonierungsarbeiten mit der Pwo-DNA-Polymerase verwendet wurde:

200-500 pg Plasmid DNA

20 pmol sense Primer (10 pmol/pl Stammldsung)

20 pmol antisense Primer (10 pmol/ul Stammldsung)
5ul 10 x Pwo Puffer Komplett (mit MgCl.)

1 ul dNTPs (10 mM)

2 ul Pwo-Polymerase (1U/pl)

Ad 50ul Aquagest
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Die Zielsequenz wurden im Thermocycler nach folgendem Protokoll amplifiziert:

95°C /120 sec Denaturierung der Matrizen DNA
95°C / 30 sec Denaturierung
55°C-60°C / 60 seq Hybridisierung
72°C / 60 sec/500kb Elongation
25 Zyklen

72°C / 600sec finale Elongation

Fur die Klonierung der retroviralen Integrationsorte im humanen Genom wurde die

Taqg-Polymerase flir eine im nachsten Kapitel beschriebenen nested PCR verwendet.

2.3.3 Klonierung mit dem TOPO-TA-Cloning-Kit

Das kommerziell erhaltliche TOPO-TA-Cloning-Kit erlaubt eine sehr effiziente und
schnelle TA-Klonierung. Dieser Klonierungansatz beruht auf der Enteckung, dass die Tag-
Polymerase keine glatten Enden, sondern mit Hilfe von einer unspezifischen, terminalen
Transferase-Aktivitat einzelne Desoxyadenosine (A) an das 3'-Ende des PCR-Produkts
anfugt (Clark, 1988). Der in dem Kit enthaltene lineare pCRII-TOPO-Vektor enthalt
Uberhdngende 3'Thymidin-Reste, die eine Klonierung der PCR-Produkte Uber
komplementare TA-Basenpaarung erlauben. Die Besonderheit dieses Vektors ist, dass
statt einer Ligase die Topoisomerase | des Vaccinia Virus fur die Ligation verantwortlich
ist. Von dieser Topoimerase | ist bekannt, dass sie unspezifische dsDNA-Sequenzen
bindet und dort die Phosphodiesterbindung nach 5°CCCTT in einem Strang spaltet. Die
hierbei freigewordene Energie bleibt in Form einer kovalenten Bindung zwischen dem
3’Phosphatrest des gespaltenen DNA-Stranges und dem Tyrosylrest 274 (Tyr-274) der
Topoimerase | erhalten und kann fir die Verknipfung der PCR-DNA mit dem Vektor
benutzt werden. Dabei wird die Topoisomerase durch das freie 5 Hydroxylende des
PCR-Produktes nach Verkniipfung der DNA freigegeben.

Fir die TA-Klonierung der PCR-Fragmente zur Analyse der retroviralen
Integrationsstellen wurden die in Kapitel 2.6.4 amplifizierten DNA-Fragmente verwendet.

3 pl der 1.PCR wurden wie folgt eingesetzt und 20-30 min bei Raumtemperatur inkubiert
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Reaktionsansatz

3yl DNAaus 1.PCR

1 ul  Salt Solution (1,2 M NacCl, 0,06 M MgCl,)
1yl pCRII-TOPO vector

ad 6 pl Aquagest

3 ul des Ansatzes wurden nach Angaben des Herstellers in TOP 10-kompetente
Bakterien transformiert und der Rest bei -20°C gelagert.

Im Falle von PCR-Produkten, die mit der Pwo-Polymerase amplifiziert wurden und TA
kloniert werden sollten, mussten die PCR-Proben, da ,Proofreading“-Polymerasen keine
3°’A-Uberhange produzieren, vor dem Ligieren nochmals mit 0,7-1 Unit Tag-Polymerase

zum Anhangen der 3°A-Uberhange fiir 20 min bei 72°C inkubiert werden.

2.3.4 DNA-Agarosegelelektrophorese

Aufgrund der negativen Ladung der DNA eignen sich Agarosegele, an denen eine
elektrische Spannung anliegt, fir die Auftrennung von DNA-Fragmenten mit einer Gréf3e von
100-20000 Basenpaaren. Wahrend einer Elektrophorese werden die durch
Restriktionsverdau entstandenen DNA-Fragmente im elektrischen Feld in Richtung der
Anode nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Die elektrophoretische Auftrennung
erfolgte je nach GroRRe der zu trennenden DNA-Fragmente in 0,8%-2%igen Agarosegelen.
Die Agarose wurde hierfur in 100 ml 1 x TAE-Puffer durch Erhitzen in der Mikrowelle geldst.
Nach dem Abkuhlen der Loésung auf etwa 50-60 °C folgte eine Zugabe von 10pl
Ethidiumbromid-Lésung (Stammlésung: 10 mg/ml). Die Mischung wurde dann luftblasenfrei
in eine Gelkammer gegossen, bis zum Erstarren abgekuihlt und in eine mit 1xTAE-Puffer
gefullten Elektrophoresekammer uUberfuhrt. Die Proben wurden mit 1/10 des
Probenvolumens mit DNA-Probenpuffer versetzt und in die Taschen des erstarrten Gels
pipettiert. Die elektrophoretische Autrennung der DNA erfolgte anschlielend durch das
Anlegen einer Spannung von 75-90 V.

Durch das im Gel enthaltene Ethidiumbromid, welches in die DNA interkaliert und unter UV
fluoresziert, wurden die DNA-Fragmente nach Auftrennung unter UV-Licht sichtbar gemacht

und deren GrofRRe mithilfe eines mit aufgetragenen Markers (siehe 2.1.9) bestimmt.

52



Material und Methoden

2.3.5 Isolation von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Um DNA-Fragmente aus einem Agarosegel zu isolieren, wurden die entsprechenden
Fragmente, nachdem sie durch die Gelelektrophorese aufgetrennt wurden, unter schwachem
UV-Licht (354 nm) sichtbar gemacht. Das gewiinschte DNA-Fragment wurde mit einem
Skalpell méglichst sauber aus dem Gel geschnitten. Die DNA wurde mit Hilfe des Q BlOgene
Geneclean IlI Kit gemal den Angaben des Herstellers isoliert. Hierbei wurde das
ausgeschnittene Agarosestiick zunachst in einem Hochsalzpuffer geschmolzen, die DNA
durch Zugabe von Glasmilch gebunden, gewaschen, getrocknet und in 25ul Aqua dest. steril
eluiert. Die Effizienz der Gelelution wurde durch nochmalige Gelelektrophorese (siehe 2.3.4)

mit 2 ul des Eluats Uberpriift.

2.3.6 Restriktionsverdau von DNA

Prokaryotische Restriktionsendonukleasen erkennen spezifisch meist palindromische
Basensequenzen in einer DNA-Doppelhelix und schneiden beide Strange der Helix an
oder in der Nahe dieser spezifischen Stellen. Hierbei resultierten, wenn die Schnittstellen
des Enzyms versetzt sind, komplementéare einzelstrangige Enden, die eine spezifische
Affinitat zueinander besitzen und daher als kohasive Enden (auch , klebrige* Enden)
bezeichnet werden. Erfolgt der Schnitt nicht versetzt, entstehen keine komplementaren
einzelstrangige Enden sondern so genannte glatte Enden. Aufgrund der
Sequenzspezifitdit und der daraus resultierenden charakteristischen Bandenmuster
werden Restriktionsenzyme analytisch zur Uberpriifung von Plasmiden oder praparativ fir

weiterfiihrende Klonierungsschritte verwendet.

Ein typischer Ansatz fur einen analytischen Verdau ware z.B. folgender:

DNA 1 g
10x Puffer 2 ul
Enzym 5U
Aqua dest. steril ad 20 ul
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Ein typischer Ansatz fiir einen praparativer Verdau ware z.B. folgender:

DNA 5-10 ug
10x Puffer 5ul
Enzym 20U
Aqua dest. steril ad 50 pl

2.3.7 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Um bei einer Ligation die Religierung der Enden eines linearisierten Vektors sowie die
Religierung von unvollstandig verdauter Plasmid-DNA zu vermeiden, wurden die 5°-Enden
der DNA mit dem Enzym ,calf intestinal alkaline phosphatase (CIAP)“ dephosphoryliert.
Dadurch wurde die Bildung von Phosphodiesterbriicken zwischen den Enden verhindert. Da
das Enzym in allen gangigen Restriktionspuffern aktiv ist und das flr das Enzym essentielle
Zink im Lagerungpuffer schon enthalten ist, wurde 2zu den bereits verdauten
Restriktionsanséatzen 1 ul CIAP (10 U/ul) hinzugegeben und eine Stunde bei 37°C inkubiert.
Das Enzym wurde anschlieRend durch Zugabe von EDTA (Endkonzentration 5mM) und das
Erhitzen auf 75°C fur 10 min inaktiviert.

2.3.8 Prazipitation von DNA

Die Prazipitation wird zur Konzentrierung von DNA-L&sungen durchgefihrt. Dabei wird den
DNA-Molekilen die Hydrathidlle durch Ethanol oder Isopropanol entzogen, was zu deren
Aggregation und Prazipation flhrt.

Die DNA-LAsung wurde mit einem 3-fachen Volumen Ethanol oder 0,6-fachen Volumen
Isopropanol und O0,1-fachen Volumen 3 M Natriumazetat (pH 5,2) versetzt, gut
durchgemischt und fir 10 min bei 14000 rpm abzentrifugiert. Das Sediment wurde mit 70%
Ethanol gewaschen, getrocknet und in der gewlinschten Menge H,O oder 0,1 x TE Ldsung

aufgenommen.
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2.3.9 Ligation von linearen DNA-Fragmenten

Fir die Klonierung eines PCR-Fragmentes in einen geeigneten Vektor wurde eine
Ligationsreaktion verwendet. Die T4-DNA-Ligase aus dem T4-Phagen ist ein Enzym, das
in der Lage ist, sowohl glatte (blunt ends) als auch kohasive Enden (sticky ends)
miteinander zu verknlpfen. Die DNA-Ligase katalysiert eine Phosphodiesterbindung
zwischen einer 3’ Hydroxylgruppe des einen DNA-Stangs mit dem 5’ Phosphatende des
anderen Stranges. Zum Antrieb dieser Reaktion dient ATP als Energiequelle. Beim
Ansetzen einer Ligationsreaktion wurde mindestens ein 3-facher Uberschull von Insert-
DNA im Verhaltnis zur Vektor-DNA, welche die zur Vermehrung und Selektion ndtigen
Sequenzen tragt, eingesetzt. Die Reaktion wurde anschliefiend bei 14 °C Uber Nacht

inkubiert.

Ein typischer Ansatz fiir eine Ligation ware z.B. folgender:

Vektor-DNA 100 ng
Insert-DNA 300-1000 ng
10x T4 LigasePuffer 2yl
T4 DNA-Ligase 1 ul (5VU)
Aqua dest. steril ad 20 pl
2.3.10 Zusammenfluigen von Oligonukleotiden

Einzelstrang-Oligonukleotide lassen sich, wenn sie komplementar zueinander sind, zu
kurzen Doppelstrang-Oligonukleotide zusammenfiigen. Somit lassen sich fir eine
Klonierung nétige Restriktionsschnittstellen in ein Plasmid einfihren. Des Weiteren wurde
in dieser Arbeit diese Methode zur Konstruktion von lentiviralen Vektoren, die so genannte
small interfering RNAs (siRNAs) transkribieren, verwendet (2.7).

Zunachst wurde folgender Rektionsmix mit nicht-kinasierten Oligonukleotiden angesetzt.

10 ul Oligonukleotid 1 (100 pmol/ul)
10 ul Oligonukleotid 2 (100 pmol/ul)
Sul 10 x Hybridisierungspuffer (siehe 2.2.3)

ad 50 pl Aquagest
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Der Ansatz wurde bei 95°C fir 5 min gekocht und anschlielfend Uber Nacht im
ausgeschalteten Wasserbad auf Raumtemperatur abgekuhlt. Am nachsten Tag folgte bis
zum Einsatz bei einer Ligation (siehe 2.3.9), die Lagerung der Proben erfogte in 10 pl
Aliquots bei -20°C.

2.3.11 Herstellung transformationskompetenter

E. coli-Bakterien

Kompetente Bakterien sind Bakterien, die durch die hier beschriebene chemische
Behandlung, deren Wirkung noch unklar ist, die Fahigkeit besitzen Plasmid-DNA durch ihre
Zellmembran aufzunehmen. Zur Herstellung kompetenter Bakterien wurden zunachst 5 ml
LB-Medium mit dem jeweiligen Bakterienstamm (aus einer Glycerolstammkultur) beimpft und
Uber Nacht bei 37 °C und 180 rpm in einem Bakterienschuttler geschuttelt. Am nachsten
Morgen wurde 100 ml LB Medium mit 1 ml der Ubernachtkultur beimpft und die Lésung bis
zu einer optischen Dichte von 0,2-0,3 bei einer Wellenlange von 595 nm kultiviert. Diese
Kultur wurde fiir 5 min auf Eis gehalten und anschlieRend fir 10 min bei 2500 rpm
abzentrifugiert (4 °C). Das Sediment wurde in 40 ml Transformationspuffer | (siehe 2.2.1)
aufgenommen und erneut abzentrifugiert. Das Sediment wurde jetzt in 4 ml
Transformationspuffer Il (siehe 2.2.1) resuspendiert und fir 15 min auf Eis inkubiert.
Abschliellend wurde die in 300 ul-Portionen aliquotiert, in flissigem Stickstoff eingefroren
und bei -80 °C gelagert.

2.3.12 Transformation von DNA in kompetente

E. coli-Bakterien

Man spricht von einer Transformation, wenn fremde DNA, z.B. Plasmide, von kompetenten
Bakterien aufgenommen werden. Diese Plasmide kénnen, sofern sie einen fir Bakterien
geeigneten Replikationsursprung enthalten, replizieren. Das Plasmid kann so in Bakterien
unbegrenzt vermehrt und aufgrund seiner bekannten GréflRe oder seiner Ringférmigkeit auch
isoliert werden. Um die Bakterien erkennen zu kénnen, die das gewunschte Plasmid
aufgenommen haben, besitzt dieses Plasmid einen sogenannten Selektionsmarker, z.B. ein
Gen, das eine Ampicillinresistenz kodiert. Dieser Marker sorgt dafiir, dass bei der
Ausstreichung der Bakterien auf antibiotikahaltigen (Ampicillin) Agarplatten nur Bakterien

wachsen, die ein Plasmid mit Ampicillinresistenz aufgenommen haben.
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Fur die Transformation wurden 100 pl der kompetenten Bakteriensuspension verwendet.
Man unterscheidet zwei Transformationsmethoden: Die erste, die sogenannte ,Quick
Transformation®, wurde angewandt, um bereits hergestellte Plasmide zu transformieren.
Hierzu wurden 100 pl Bakteriensuspension mit 0,5-1 yg Plasmidlésung vermischt, 10 min auf
Eis inkubiert und danach direkt auf antibiotikahaltige Agarplatten ausplattiert.

Die sogenannte ,Heat shock“-Methode wurde fir die Transformation von neu ligierten oder
chimaren Plasmiden angewandt. Fur diesen Transformationsansatz wurden 10 pl einer zuvor
durchgefuhrten Ligationsreaktion zu 50 pl Bakteriensuspension zugegeben, fur 30 min auf
Eis inkubiert, danach 90 sek bei 42 °C (Hitzeschock) und anschlieRend 2 min wiederum auf
Eis inkubiert. Nach Zugabe von 300 ul LB-Medium (ohne Antibiotikum) wurden die Bakterien
60 min bei 37 °C geschittelt und anschlieffiend 100 yl der Mischung auf ampicillinhaltige
(100 ug/ml) LB-Agarplatten ausgestrichen, der Rest auf einer weiteren LB-Platte. Diese
Aufteilung auf zwei Platten erleichtert das Picken von einzelnen Kolonien, falls die Bakterien

sehr dicht gewachsen sind.

2.3.13 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Die Praparation von Plasmid-DNA aus tranformierten, kompetenten Bakterien erfolgte
nach der Methode der alkalischen Lyse (Birnboim and Doly, 1979). Hierbei wurden unter
alkalischen Bedingungen die bakteriellen Proteine, die chromosomale und auch die
Plasmid-DNA zunachst denaturiert. Das alkalische Lysat wurd anschlieBend mit
3 M Natriumacetat-Losung neutralisiert. Die in dem Lysat herrschende hohe
Salzkonzentration flhrt zur Ausfallung der Proteine, Zellresten und der chromosomalen
DNA, wahrend die Plasmid-DNA in Loésung bleibt. Die durch dieses Verfahren
prazipitierten Bestandteile des Lysats lassen sich durch Zentrifugation sedimentieren und
dadurch aus der Losung entfernen. Die Plasmid-DNA kann aus der gereinigten Lésung
mit Hilfe von Ethanol ausgefallt und gereinigt werden. Die Bezeichnungen
.Mini-Praparation“ oder ,Maxi-Praparation“ beschreiben in diesem Zusammenhang nur
den Malistab der Plasmidgewinnung. Im Einzelnen werden nun die unterschiedlichen

Methoden beschrieben.
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Mini-Praparation

Jeweils eine Bakterienkolonie von einer Transformantenplatte wurde in 2 ml
1 x LB-Medium, welches mit dem entsprechenden Selektionsantibiotikum versetzt wurde,
Uberfiihrt und Gber Nacht bei 37°C auf einem Schuttler (180 rpm) inkubiert. Am nachsten
Morgen wurde 1,5 ml der Ubernachtkultur bei 14000 rpm fiir 1 min abzentrifugiert und das
Pellet in 100 pl Plasmidpraparationslosung | (siehe 2.2.3) durch vortexen resuspendiert.
Die Einleitung der alkalischen Lyse erfolgte durch Zugabe von 100
Plasmidpraparationslésung Il und der Inkubation fir 5 min bei Raumtemperatur. Zur
Prazipation der nicht erwlnschten Bestandteile wurden dem Ansatz 150 i
Plasmidpraparationslésung 1ll hinzugefigt und 10 min auf Eis inkubiert. Eine
anschlielende Zentrifugation fir 15 min bei 14000 rpm sorgte fir die Trennung der
Plasmid-DNA von den Zellbestandteilen im Pellet. Durch die Zugabe des Uberstandes in
1 ml Ethanol fir 10 min bei RT konnte anschlieRend die Plasmid-DNA gefallt und bei
14000 rpm fur 10 min abzentrifugiert werden. Die pelletierte Plasmid-DNA wurde
anschliefend mit 70% Ethanol fir 3-5 min gewaschen und nach dem grindlichen
Absaugen des Ethanols fir 10-20 min bei 37°C getrocknet und in 50 pl TE/RNase
resuspendiert. Ein Restriktionsverdau der Plasmid-DNA diente zur ldentifizierung der

korrekten Klone.

Maxi-Praparation

Fur die Praparation grofier Mengen Plasmid-DNA wurde eine Bakterienkolonie von einer
Transformandenplatte in 200 ml 1 x LB-Medium, welches mit dem entsprechenden
Selektionsantibiotikum versetzt wurde, Uberfihrt und Uber Nacht bei 37°C auf einem
Schiittler (180 rpm) inkubiert. Am nachsten Morgen wurde die gesamte Ubernachtkultur
bei 14000 rpm abzentrifugiert. Die Plasmid-Gewinnung erfolgte mit dem Plasmid DNA
Purification Kit: NucleoBond PC500 von Macherey-Nagel nach den Angaben des
Herstellers. In diesem Fall erfolgte die Reinigung der Plasmid-DNA nach der alkalischen
Lyse uber eine Anionenaustauschsaule. Die pelletierte und gereinigte Plasmid-DNA
wurde in 200-300 ul Aquagest. Die DNA wurde anschlieRend vermessen (siehe 2.3.14) und

mit Aquagest auf eine Konzentration von 1 pg/ul DNA verdinnt.
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2.3.14 Spektrometrische Bestimmung der DNA-Konzentration

Zur Bestimmung der DNA-Konzentration wurde die Extinktion einer 1:200 verdinnten
wassrigen DNA-LOsung bei einer Wellenlange von 260 nm, welche dem
Absorptionsmaximum des n-Elektronen-Bindungssystems der DNA-Basen entspricht,
unter Berlcksichtiging der Verdinnung vermessen. gemessen. Bei der Messung
entspricht eine OD (optical density)-Einheit 50 pg/ml dsDNA. Da auch andere
n-Elektronen-Bindungssysteme bei dieser Wellenlange absorbieren (z.B. Phenol,
Aminosauren mit aromatischen Seitenketten), wurden die Proben auch zur Bestimmung
der Reinheit bei einer Wellenlange von 280 nm gemessen. Aus beiden OD-Werten
(OD2sp bzw. OD,gy) wurde der Quotient errechnet, welcher Information Uber den
Reinheitsgrad gibt. Fur reine DNA sollte der Quotient zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Ein
Quotient unter 1,8 deutet auf eine Kontamination mit aromatischen Aminosauren hin,

wahrend ein Quotient Uber 2,0 auf eine Kontamination durch RNA hinweist.

2.3.15 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA basierte auf dem Prinzip der Kettenabbruchmethode nach
F. Sanger. Hierbei dient die zu sequenzierende DNA, ahnlich wie bei einer PCR, als
Matrize flr eine Polymerisierungsreaktion. Die Reaktionsgemische enthalten einen zur
DNA-Matrize komplementaren Primer, eine Polymerase, alle vier Desoxynukleotide sowie
auch eine geringe Menge von Didesoxynukleotide, die mit verschiedenen
Fluoeszenzfarbstoffen markiert sind. Diese Didesoxynukleotide flihren aufgrund des
Fehlens der 3'-OH-Gruppe nach dem Einbau in die wachsende -einzelstrangige
Nukleinséurekette zum Kettenabbruch. Aufgrund des Uberschusses an Desoxynukleotide
erfolgt der Einbau der Didesoxynukleotide zufallig, so dass DNA-Einzelstrange
synthetisiert werden, die sich in ihrer Lange jeweils um eine mit Fluoeszenzfarbstoffen
markierte Base unterscheiden. Der Farbstoff wird nun durch einen Laser mit der fir die
Farbstoffe entsprechenden Wellenlange angeregt und vermessen. Auf diese Weise lasst
sich die DNA-Sequenz in speziellen Apparaturen sehr schnell basengenau bestimmen.

Die Sequenzierung in dieser Arbeit wurden mit dem Applied Biosystems Big Dye Cycle
Sequencing Kit durchgefihrt. Fir jede Sequenzierung wurde folgender Reaktionsansatz

angesetzt.
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Reaktionsansatz:

0,5 ug DNA

3,3 pmol Primer

1l 5x Tris/MgCl,
1l Big Dye Mix

ad 5 pl Aquagest

Bei einer Sequenzierung von Plasmiden aus einer Minipraparation wurden 0,5 ul der in

TE/RNase resuspendierten Plasmide in den Reaktionsansatz eingesetzt.

Nach folgendem Programm wurden die DNA-Einzelstrange im Thermocycler synthetisiert:

95°C /20 sec Denaturierung
50°C / 15 sec Hybridisierung
60°C / 240 sec Elongation

25 Zyklen

Nach der Synthese der DNA-Einzelstrange erfolgte die Aufreingung und Sequenzierung in

der diagnostischen Abteilung unseres Instituts mit den ABI Primer 3100 Genetic Analyzer.

2.4 Zellbiologische Methoden

2.4.1 Kultivierung adharenter Zellinien

Die adharenten Zellen (Hela, 293, 293T und HT1080) wurden in Zellkulturflaschen im
Brutschrank bei 37 °C und 5% CO, kultiviert. Es wurden fur die jeweiligen Zellinien

folgende Medien angesetzt (siehe 2.2.2):

Hela

MEM

+5% FCS,

+0,03% Glutamat und

+100 pg/ml Penicillin und Streptomycin
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293/ 293T

MEM

+10% FCS,

+0,03% Glutamat

+100 pg/ml Penicillin und Streptomycin

HT1080

D-MEM

+10% FCS,

+100 pg/ml Penicillin und Streptomycin

Die Zellen wurden inkubiert, bis sie einen zu ca. 80% konfluenten Zellrasen bildeten. Die
Zellsuspensionen wurden zweimal woéchentlich passagiert. Zum Passagieren wurde
zunachst der Mediumiberstand abgenommen und die Zellen einmal mit ATV (siehe 2.2.2)
gespllt, anschlieBend mit ATV abgelost und mit dem jeweiligen Medium 1:10- bis

1:20-fach verdlnnt.

2.4.2 Kultivierung nicht-adharenter Zellinien

Nicht-adharente Zellinien werden in Suspension kultiviert. Hierfir werden in der Regel
besondere Zellkulturbehalter eingesetzt, die einen integrierten Magnetriihrer besitzen. Die
Zellen werden, damit sie nicht verkleben, in diesen Flaschen unter standigem Ruhren in
Suspension kultiviert.

In dieser Arbeit wurden nicht adharente Hela-Zellen in RPMI-Medium (siehe 2.2.2), dem
jeweils 100 pg/ml Penicillin und Streptomycin und 5% FCS hinzugefiigt wurden kultiviert.
Alternativ zur Nutzung von speziellen Flaschen erfolgte die Kultivierung in normalen 100,
500 und 1000 ml Laborflaschen, denen ein Magnetriihrer zugefiigt wurde. Damit die
Zellen nicht verklumpen, wurden die Flaschen im Brutschrank auf einen Magnetrihrer
gestellt und unter stdndigem Rihren bei 37°C und und 5% CO, kultiviert. Die Zellen
wurden alle 5-7 Tage nach der Bestimmung der Zellzahl (siehe 2.4.4), die mindestens

1x10° Zellen/ml betragen sollte, 1:5-fach mit dem Medium verdiinnt und weiter kultiviert.
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2.4.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren von Zelllinien wurden fiir jedes Aliquot zirka 8x10° der Zellen zunéchst mit
ATV abgel6st und bei 4°C fir 10 min bei 1000 rpm pelletiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Zellpellet in 1 ml einer Mischung mit gleichem Anteil Medium und einer
FCS-Losung, dem 20% DMSO (Sigma #D2650) beigefigt wurde, resuspendiert.
Anschlie3end folgte ein langsames Einfrieren der Zellen in besonders dafiir konstruierten
Zelleinfrierbehaltern bei -80°C. Nach 1-2 Tagen wurden die Zellen flir eine langere
Lagerung endgiltig in flissigem Stickstoff gelagert. Nach 2-3 Wochen erfolgte eine
Uberpriifung tber den Ausgang des Einfrierverfahrens durch ein erneutes Auftauen und
Kultivieren der eingefrorenen Zellen.

Nach dieser Methode eingefrorene und in flissigem Stickstoff gelagerte Zellen missen
beim Auftauen sehr schnell aus der mit DMSO versetzten Mischung entfernt werden, da
DMSO beim Auftauen fir die Zellen sehr toxisch ist. Hierfur wurden die eingefrorenen
Aliquots sehr schnell im Brutschrank bei 37°C aufgetaut und in 10 ml kaltes Medium
Uberfiihrt. Nach 10 min Zentrifugation (1000 rpm) bei 4°C wurde der Uberstand verworfen
und das Zellpellet in 5 ml frischem Medium vorsichtigt resuspendiert und zunachst in einer
kleinen Zellkulturflasche, wie in Kapitel 2.4.1 beschrieben, kultiviert. Die Zellen wurden im

Anschlufd in groRere Zellkulturflaschen Gberfuhrt.

2.4.4 Zellzahlbestimmung

Die Anzahl der Zellen wurde mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Daflr wurden
die Zellen gut resuspendiert, so dass keine Zellklumpen mehr vorhanden waren. Auf die
Zahlkammer wurde ein Deckglaschen aufgelegt und 10 pl der Zellsuspension vom Rand her
in die Zahlkammer pipettiert. Auf Trypanblaufarbung zur Unterscheidung von lebenden und
toten Zellen wurde hier verzichtet. Unter dem Lichtmikroskop wurden die Zellen in den vier
grolen Quadranten, die wiederum in 16 Felder unterteilt waren, ausgezahlt. Die Zellzahl
berechnet sich wie folgt: Der Abstand zwischen Zahlkammer und dem Deckglas betragt
0,1 mm. Die Flache der GroRquadrate betragt 1 mm x 1 mm, so dass das Volumen eines
solchen Quadrats 0,1 mm x 1 mm x 1 mm = 0,1 mm® = 0,1 pl betragt. Anhand der pro
GroRRquadrat Q bestimmten Zellzahl N Iasst sich die Zellzahl pro Milliliter verdinnter oder
nicht verdinnter Zellsuspension ermitteln. Fir N wurde der Mittelwert aus den vier

ausgezahlten Grolquadraten verwendet (N/Q). Berechnet man nun den jeweiligen
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Verdunnungsfaktor V ein, erhalt man die Zelldichte D (Zellen/ml) in dem Kulturgefal® nach

der Formel:

D=(N/Q)xVx10*

D: Zelldichte in der Kultur [Zellen / ml]

N: Zahl der gezahlten Zellen

Q: Anzahl der ausgezahlten GrolRquadrate

V: Verdinnungsfaktor bei der Trypanblaufarbung

10*: Kammerfaktor (Umrechnungsfaktor von Zellen/0,1 pl, auf Zellen/ml)

2.4.5 Transfektion

Bei der Transfektion werden fremde Nukleinsduren (z.B. Plasmid-DNS) von eukaryotischen
Zellen aufgenommen. Verschiedene Reagenzien erlauben auf unterschiedliche Weisen eine
Einschleusung der fremden Nukleinsduren. Es handelt sich hierbei immer um transiente
Transfektionsmethoden, da die in den eukaryotischen Zellen eingebrachten fremden
Nukleinsduren im Laufe der Zellteilungen verloren gehen. In dieser Arbeit wurden zwei

verschiedene Reagenzien nach den folgenden Methoden verwendet.

Calciumphophat (HBS)-Transfektion

Fir die in dieser Arbeit durchgefuhrten Experimente zur Analyse der retroviralen
Integrationsorte wurde die Calciumphosphatmethode (Soneoka et al., 1995) verwendet. Der
genaue Mechanismus der DNA-Aufnahme bei dieser Methode ist im Einzelnen noch nicht
verstanden. Vermutlich wird die DNA an Calciumphosphatkristalle gebunden und durch
Endozytose in die Zellen aufgenommen und dort zur Expression gebracht. Fir die
Transfektion wurden 293T-Zellen verwendet. Diese Zellen sind humane embryonale
Nierenzellen, die stabil das groRe Simian-Virus (SV-40) T-Antigen exprimieren
(DuBridge et al.,, 1987). Hierdurch kommt es nach der Aufnahme der Plasmide zur
Replikation der Plasmide, die auch den SV40 T-Replikationsursprung (ori) tragen. Hierbei
wird durch die Bindung des groRen T-Antigens am ori und durch seine Helicase-Aktivitat und
der Interaktion mit zellularen DNA-Polymerasen eine effizientere DNA-Replikation initiiert.
Alle in dieser Arbeit verwendeten Plasmide enthielten so ein SV-40 ori, welches zu einer

starkeren Expression der auf diesen Plasmiden kodierten Proteine fiihrt.
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1,6 x 10° 293T-Zellen wurden am Abend vor der Transfektion in 6 cm-Kulturschalen
flachendeckend in 4 ml Kulturmedium ausgesdt. Am nachsten Morgen wurde das
Kulturmedium abgesaugt und 4 ml neues Medium auf die Zellen gegeben. Dazu wurde der
Boden der Kulturschalen an einer Stelle markiert, so dass der Mediumwechsel
ausschliel3lich an diesen Stellen durchgefiihrt wurde. Somit wurde vermieden, dass durch
den Spullvorgang an verschiedenen Stellen Zellen durch das Hinzufligen von Kulturmedium

weggespult wurden. Anschlieliend wurde der folgende Transfektionsmix hergestellt:

je 10 ug Plasmid-DNA
50 ul 2,5 M CacCl,
ad 500 ul Aquagest— vortexen

+ 500 pl 2x HBS pH 7,02-7,05

Die Zugabe von 2x HBS wurde sehr langsam und vorsichtig durchgefihrt. Das Mischen der
Lésung erfolgte jetzt durch das Hinzupipettieren von Luftblaschen. Der Transfektionsmix
wurde nach 10-15 min Inkubationzeit bei Raumtemperatur tropfenweise und gleichmafig auf
die zuvor ausgesaten Zellen aufgetragen und 7-8 h im Brutschrank inkubiert. Um die
Transfektion zu stoppen und den optimalen pH-Wert der Zellen zu sichern, wurde danach
das Transfektionsmedium gegen 4 ml neuen Kulturmedium ausgetauscht. Durch die Zugabe
von 80 pl einer 500 mM Natrium-Butyrat-Lésung am nachsten Tag erfolgte eine
unspezifische Intensivierung der Transkription. Natrium-Butyrat ist ein
Histondeacethylasehemmer, der durch die Hemmung der Histondeacetylasen die
Transkription in eukaryotischen Zellen erhéht. Die Induktion wurde nach 8 h Inkubation im
Brutschrank durch einen erneuten Mediumwechsel beendet. Fir diesen letzten
Mediumwechsel wurden 3 ml Kulturmedium verwendet. Nach einer weiteren Inkubation der
transfizierten Zellen Uber Nacht konnten die Zellen entweder flir proteinbiochemische
Versuche direkt lysiert oder, im Falle einer Kotransfektion der Komponenten eines
retroviralen Vektorsystems (siehe 2.6.1), der Uberstand fiir virologische Methoden

weiterverwendet werden (siehe 2.6.2).

Polyethyleneimine (PEl)-Transfektion

Des Weiteren wurde in dieser Arbeit Polyethyleneimine (PEI) als Transfektionsreagenz
verwendet. Der Vorteil dieser Methode liegt darin, dass eine geringere Menge an Plasmid-

DNA als bei der Calciumphophat-Transfektion fir eine effiziente Transfektion ausreicht.
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PEI ist ein kationisches Polymer, welches Nukleinsdure-bindende und —kondensierende
Eigenschaften besitzt. DNA-Polykation-Komplexe werden effizient von verschiedenen
Zellarten durch Endocytose in das Cytosol aufgenommen. Der so genannte
.Protonsponge-Effekt* des Polykations wirkt gegen eine intrazellulare Degradierung, so
dass ein effizienter Gentransfer stattfinden kann (Kirschner et al.,, 2006). Die im
Folgenden beschriebene fur die Transfektion mit PEI verwendete Methode wurde von der
Arbeitsgruppe von Dirk Lindemann an der Technischen Universitat in Dresden etabliert.

Es wurden ein Tag vor der Transfektion je nach Grdfie der Zellkulturplatte 293T-Zellen in

folgenden Zellzahlen flachendeckend ausgesat

Zellzahl | GroRe der Zellkulturplatte (mm) | Endvolumen (ml)
2,0 x 10° 60 5
6,0 x 10° 100 10

Am nachsten Tag wurde folgender Transfektionsmix angesetzt, kraftig gevortext und bei

Raumtemperatur fir 20-30 min inkubiert.

60 mm Zellkulturplatte 100 mm Zellkulturplatte
DNA insgesamt 6 ug 15 ug
PEI (1 mg/ml) 18 ul 45ul
MEM-Medium ohne Zusatze 476 ul 1940 ul

Wahrend der Inkubationszeit folgte ein Mediumwechsel mit vorgewarmtem MEM-Medium
(siehe 2.2.2). Fir 6 cm Schalen wurde das alte Medium durch 2,5 ml MEM-Medium dem
12% FCS zugesetzt wurde, ausgetauscht. Bei 10 cm-Schalen wurden 4 ml MEM-Medium mit
15% FCS verwendet. Im Anschluss folgte die Zugabe des Transfektionsgemisches. Ahnlich
wie bei der Calziumphosphat-Transfektion wurde am nachsten Morgen durch Zugabe von

Natrium-Butyrat in einer Endkonzentration von 10 mM flr 6-8h induziert. Es folgte ein letzter

Mediumwechsel mit 3 ml vorgewarmten Medium flir 6 cm-Schalen und 5 ml fir

10 cm-Schalen. Die transfizierten Zellen wurden Uber Nacht inkubiert und am nachsten Tag

entweder flr proteinbiochemische Versuche direkt lysiert oder fiir virologische Methoden der

Uberstand zur Weiterverarbeitung abgenommen.
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2.4.6 Herstellung von Zellysaten

Die Herstellung von Zellysaten eignet sich zur Untersuchung, ob die gewilnschten
Proteine, die auf Expressionsplasmiden kodiert sind auch expremiert werden, aber auch
fur weitere biochemische Untersuchung sowie der Immunprazipation und der Analyse von
Protein-Protein-Interaktionen. Hierbei ist je nach Fragestellung und den physikalischen
und biologischen Eigenschaften der zu untersuchenden Proteine die Zusammensetzung
des Lysispuffers von groRer Bedeutung. Die richtige Wahl und Menge der Detergenzien,
Salzkonzentrationen sowie zusatzlicher Komponenten bestimmt Gber die Léslichkeit und
Qualitat der zu untersuchenden Proteine. Ist die Detektion eines I6slichen nuklearen oder
cytoplasmatischen Proteins mittels eines spezifischen Antikérpers Teil der Fragestellung,
so konnen hoch stringente Lysispuffer (z.B RIPA-Puffer; siehe 2.2.4) mit starken
Detergenzien und hohen Salzkonzentrationen verwendet werden, da in diesem Fall eine
Erhaltung der nativen Proteinstruktur nicht erforderlich ist. Hier sorgt Triton X-100 oder
NP-40 fur die Permeabilisierung der Zellmembran, Natriumdodecylsulfat (SDS) fur die
Zerstorung fast aller nichtkovalenter Wechselwirkungen in nativen Proteinen und
B-Mercaptoethanol zur Reduktion von Disulfidbricken.

Sind Untersuchungen zur Identifikation von Protein-Protein-Interaktionen oder Versuche,
die eine enzymatische Aktivitdt des Proteins voraussetzen, Teil der Fragestellung, muss
die Menge und Konzentration der Komponenten sehr fein angepasst werden. In der Regel
besitzen solche Lysispuffer keine oder geringe Mengen an Detergenzien und je nach der

Loslichkeit des zu untersuchenden Proteins geringe oder keine Salz-Komponenten.

2.4.6.1 Zellysate fur Western Blot

Zur Uberpriifung, ob eine Expression von transfezierten Plasmiden oder von integrierten
proviralen Sequenzen stattfindet, erfolgte die Lyse der Zellen mit RIPA-Puffer. Auf 4°C
abgekuhlter RIPA-Puffer wurde nach dem Waschen der Zellen mit PBS in folgenden

Volumen direkt auf dicht bewachsene Zellkulturplatten gegeben.
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Volumen (ml) Durchmesser der Zellkulturplatte
(mm)
1,2 100
0,6 60
0,25 35
0,25 30

Nach einer Inkubation auf Eis fir 10-20 min und dem mehrmaligen Schwenken der
Platten wurde das schleimig aussehende Zellysat in einem Qiashredder der Firma Qiagen
Uberfuhrt und fur eine Minute bei 14 000 rpm nach Angaben des Herstellers zentrifugiert.
Das auf diese Weise von der DNA getrennte Lysat wurde fir die SDS-Polyacrylamidgel-
Elektrophorese (siehe 2.5.1) in einem 1:1 Verhaltnis mit 2 x PPP (siehe 2.2.4) gemischt
und fur 5 min bei 95°C gekocht. Eine kurzfristige Lagerung erfolgte bei -20°C, eine
langfristige Lagerung bei -80°C.

2.4.6.2 Zellysate fur Pull-Down-Experimente

Zur Herstellung von Zellysaten, die flr Pull-Down-Experimente genutzt werden sollten,
erfolgte die Lyse der Zellen mit 100 CSK- und 400 CSK-Puffer (siehe 2.2.4) nach der
Methode von Cherepanov et al., 2003. Hierfir wurden im ersten Schritt zirka 8x107 mit
ATV abgeldste Zellen einmal mit PBS gewaschen und mit 8-10 ml kaltem 100CSK-Puffer,
dem zuvor 0,5% NP-40 und ein EDTA-freier Protease Inhibitor Cocktail Mix (Roche)
zugesetzt wurde, fir 10-15 min auf Eis lysiert. NP-40 permeabilisiert sowohl die Zell- als
auch die Kernmembran. Zur Trennung der unter diesen Bedingungen geldsten Proteine
wurde das nukleare Pellet bei 4°C fir 5 min mit 4000 rpm abzentrifugiert und der
Uberstand in 1 ml-Portionen aliqoutiert, in fliissigen Stickstoff eingefroren und bei -80°C
gelagert. Zur Lésung von schwerer l0slichen, gegebenenfalls mit nuklearen Strukturen
assoziierten Proteinen erfolgte erneut eine Lyse des nuklearen Pellets mit 8-10 ml
400 CSK Puffer, dem nur EDTA-freier Protease Inhibitor Cocktail Mix zugesetzt wurde, fur
10 min auf Eis. Anschlieliend wurde die genomische DNA bei 4°C und 7500 rpm fir 5 min
pelletiert und der Uberstand wie zuvor beschrieben in 1 ml Aligouts, in flissigem Stickstoff

eingefroren und bei -80°C gelagert.
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2.4.7 Herstellung von transkriptionsaktiven Kernextrakten

Zur Herstellung von eukaryotischen Kernextrakt-Gemischen die transkriptionsaktiv sind
und auch in den im Kapitel 2.5.5 beschrieben Pull-Down Experimenten benutzt werden
sollten wurden nicht adharente Hela-Zellen lysiert. Der Vorteil bei der Nutzung von nicht-
adharenten Zellen liegt darin, dass diese in so genannten ,Rollerbottles oder ahnlichen
Behaltern in sehr grolten Volumen kultiviert werden kénnen, so dass grof’e Mengen an
Kernextrakt fur Experimente produziert und gelagert werden kénnen.

Die Hela-Zellen wurden zunachst wie in Kapitel 2.4.2 beschrieben in 1 I-Flaschen so lang
kultiviert, bis die Konzentration mindestens 1x10° Zellen/ml betrug. Anschlieliend wurden
zirka 600 ml der Zellsuspension (ca. 6x10® Zellen) bei 4°C fiir 10 min bei 3500 rpm
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und einmal in PBS gewaschen. Auf ein Volumen-
Zell-Pellet folgte eine Zugabe von 4-5 Volumenanteilen hypotonischer Puffer (siehe 2.2.4).
Dem hypotonischen Puffer wurde zuvor zur Inhibierung von Proteinasen 0,5 mM PMSF
und als Detergenz 0,5 mM DTT zugegeben. Der Puffer I0st aufgrund seiner geringen
Salzkonzentration nach dem osmotischen Prinzip eine Schwellung der Zellen aus, die
unter dem Mikroskop verfolgt wurde. Die Zellmembran der angeschwollenen Zellen wurde
auf Eis in einem Homogenisator mechanisch zerstért, wahrend die Kernmembran im
Mikroskop sichtbar intakt blieb. Nach der Homogenisierung wurde das Gemisch erneut
bei 4°C fur 5 min bei 4000 rpm zentrifugiert, der Uberstand (S100 Extrakt) mit 1/10
Volumenanteil 10 x Salzpuffer (siehe 2.2.4) versetzt und bis zum néachsten
Zentrifugationschritt bei 4°C auf einem Rad gertihrt. Das Pellet, welches die Zellkerne
enthalt, wurde nun mit 2 Volumenanteilen Kernextraktpuffer (siehe 2.2.4), dem ebenfalls
jeweils 0,5 mM PMSF und DTT zugegeben wurden, fir 5 min lysiert. Nach einer erneuten
Homogenisierung zur mechanischen Zerstérung der Kernmembran wurde das Gemisch
fur 30 min zusammen mit dem S100-Extrakt bei 4°C auf einem Rad gertUhrt und im
Anschluss bei 4°C fir 1h bei 45000 rpm in der Ultrazentrifuge zentrifugiert. Beide
Uberstande wurden separat in einen Dialyseschlauch (24 mm x 15 mm; MWCO: 8,0)
Uberfiihrt und gegen AM100 Dialyse-Puffer (siehe 2.2.4) fir 5h dialysiert. Der S100 sowie
der Kernextrakt wurden in 500 ul Aliquots in flissigem Stickstoff gefroren und fir weitere

Experimente bei -80°C gelagert.
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2.4.8 Herstellung von eukaryotischen Zellen =zur stabilen
Expression von rekombinanten Proteinen mittels

retroviralem Gentransfer

Retrovirale Vektoren kénnen aufgrund ihrer Eigenschaft, ihr Genom in das des Wirtes
stabil zu integrieren, zur Herstellung von eukaryotischen Zellen, welche stabil ein
rekombinantes Protein expremieren, verwendet werden. Hierbei dient der retrovirale
Vektor, der alle essentiellen Sequenzen flir die Integration, der reversen Transkription
sowie die cis-aktiven RNA-Elemente enthalt, als Rickrat fir die Expression eines
rekombinanten Proteins. Die Expression der Proteine kann entweder durch einen internen
Promotor oder durch die virale LTR selbst kontrolliert werden. Weiterhin erlaubt die
Prasenz einer eGFP-Zeozin Kassette zum einen die Bestimmung der
Transduktionseffizenz und die Selektion von erfolgreich transduzierten Zellen.

In dieser Arbeit wurde ein in Kapitel 2.6.1 detailliert beschriebenes auf MLV-basiertes
Vektorsystem verwendet. Fur die stabile Expression der PFV-Integrase, welche
C-terminal mit einem Flag-tag fusioniert ist (IN/C-Flag), wurde der in Kapitel 2.6.2
beschrieben vektorhaltige Uberstand in zwei Ansatzen direkt (ohne -80°C Lagerung) in
verschiedenen Mengen (0,2, 0,5 und 1,0 ml) auf 2x10* zuvor in 12-well Platten
ausgesaten HT1080 Zellen gegeben. Mittels FACS (siehe 2.4.9) wurde die Anzahl an
eGFP-positiven Zellen in pro Ansatz ermittelt. Der zweite Ansatz diente der
anschlielenden Selektion der Zellen, die stabil die FV-Integrase zusammen mit dem
Selektionsmarker (Zeozin) expremierten. Fur die Selektion wurden die HT1080-Zellen
verwendet, die nach der Transduktion mit verschiedenen Mengen an Uberstand im FACS
mindestens 15-20% eGFP-positiv waren. Zur Selektion wurden zunachst die Zellen,
welche in der 12-well Platte einen 80% konfluenten Zellrasen gebildet hatten, mit ATV
gewaschen, abgeldst und in eine 6-well Platte Uberfihrt. Die Selektion folgte durch
Zugabe von 0,1 mg/ml Zeozin. Nach 48h erfolgte erneut bei einem Teil der Zellen eine
FACS-Analyse. Eine Selektion wurde als erfolgreich angesehen, wenn zirka 99% der
untersuchten Zellen eGFP-positiv waren. Die erfolgreich selektionierten Zellen wurden
dann in groRe Kulturflachen Gberfiihrt und nach jeder finften Passagierung, erneut um die
hohe Anzahl an eGFP-positiven Zellen aufrecht zu halten, mit 0,1 mg/ml Zeozin
selelektioniert. Zur Lagerung wurde ein Teil der Zellen in flissigem Stickstoff eingefroren
(siehe 2.4.3). Ein Western Blot (siehe 2.5.2) diente zum Nachweis Uber eine effiziente

Expression von FV IN/C-flag.
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2.4.9 Durchflusszytrometrie (FACS-Analyse)

Mit Hilfe der durchflusszytometrischen Analyse kdnnen Zellpopulationen hinsichtlich
bestimmter physikalischer Eigenschaften charakterisiert werden. Dazu wird eine
Einzelzellsuspension durch hydrodynamische Fokussierung an einem gebindelten
Laserstrahl geeigneter Wellenlange vorbeigeleitet und das Emissionsspektrum gemessen.
Auf diese Weise lasst sich die Expression eines Markergens oder mehrerer Markergene
in einer Zellpopulation entweder direkt mit Hilfe eines in der Zelle expremierten
Fluorochroms oder indirekt mit Hilfe eines gegen das Markergen gerichteten Antikdrpers
mit angebundenen Fluorochrom quantitativ bestimmen. Neben dem Anteil
fluoreszierender Zellen und deren Fluoreszenz-Intensitdt kann auch die Grofke und
Granularitat der Zellen bestimmt werden, was eine Aussage Uber den Zustand der
Zellpopulation erlaubt.

FACS-Analysen wurden in dieser Arbeit ausschlie3lich fir den Nachweis einer enhanced
green fluorescent protein (eGFP)-Expression verwendet. Dieses Protein, welches bei der
Anregung durch einen Laserstrahl mit einer Wellenlange von 488 nm grin fluoresziert, ist
als Markergen weit verbreitet. Unter anderem werden zur Kontrolle der Tranduktions-
Effiziens eGFP-codierende Sequenzen in retroviralen Vektoren als Marker eingefugt.

Zur Messung der eGFP-Expression wurden zuvor mit retroviralen Vektoren transduzierte
Zellen einmal mit ATV (siehe 2.2.2) gewaschen, mit ATV abgeldst und in 3 ml in
FACS-Rdhrchen vorgelegten FACS-Puffer (siehe 2.2.2) Uberflhrt. Die R6hrchen wurden
fir 5 min bei 1200 rpm pelletiert, der Uberstand abgekippt und erneut je nach GréRe des
Zell-Pellets in 200-500 pl FACS-Puffer durch vortexen griindlich resuspendiert. Die
Messung erfolgte direkt im Anschluss an einem Becton-Dickinson-FACScan und die

Auswertung mit dem Programm CellQuest (ebenfalls Becton-Dickinson).

2.5 Proteinbiochemische Methoden

2.5.1 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese

Proteine lassen sich in einem elektrischen Feld anhand ihres Molekulargewichtes

auftrennen. Unter denaturierenden Bedingungen werden Proteine hauptsachlich in
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SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Polyacrylamidgele bestehen aus einem Acryl-
Bisacrylgemisch. Ihr Trennbereich ist von der Konzentration und dem Verhaltnis dieses
Gemisches abhangig. Hierbei muss dem Proteingemisch 2x PPP (siehe 2.2.4), welches
SDS und B-Mercaptoethanol enthalt, zugesetzt geworden sein. Wie in Kapitel 2.4.6
bereits beschrieben werden auf diese Weise die Proteine denaturiert. Zusatzlich binden
sich SDS-Anionen an die Hauptketten -etwa ein SDS-Molekil auf zwei Aminosaurereste-,
so dass ein Komplex aus SDS und denaturiertem Protein entsteht, dessen stark negative
Ladung der Masse des Proteins ungefahr proportional ist und so im elektrischen Feld
aufgetrennt werden kann. In dieser Arbeit wurde die Elektrophorese in vertikalen Tricin-
SDS-Polyacrylamidgelen eingesetzt (modifiziert nach Schagger und Jagow 1987). Der
Trennbereich liegt dabei je nach Acrylamidanteil und Vernetzungsgrad zwischen
Acrylamid und Bisarylamid bei 10-220 kDa. Die Polymerisierung des Acrylamids bendtigt
freie Radikale, die von Ammoniumpersulfat (APS) freigesetzt und von TEMED
(N,N,N",N"-Tetramethylendiamin) stabilisiert werden. Unter diesen Bedingungen ist die
Beweglichkeit der meisten Polypeptidketten dem Logarithmus ihrer Masse proportional.

Es wurden in dieser Arbeit ausschliel3lich 8%ige Trenngele verwendet, die mit einem

4%igen Sammelgel Uberschichtet und wie folgt angesetzt wurden.

Trenngel 8% Sammelgel 4%
Acryl-Bisacrylamid (Stammlésung 37,5:1) 5,3 ml 2.6 ml
Gelpuffer (siehe 2.2.4) 6,6 ml 5,0 ml
Glycerin 2,2ml -
Aquageg steril 6,0 ml 12,4 ml
10% APS 150 pl 150 pl
TEMED 20 pl 20 pl

Zuerst wurde das Trenngel gegossen und mit 1 ml Isopropanol Uberschichtet. Nach der
Auspolymeriserung (ca. 30 min) wurde das Isopropanol vollstandig entfernt und
anschlielend das Sammelgel gegossen und die entsprechenden Kdmme eingesetzt. In
die obere (-)-Kammer der Elektrophoreseapparatur wurde Kathodenpuffer und in die
untere (+)-Kammer Anodenpuffer gegeben. Vor dem Auftragen der Proben mussten die
Taschen des Sammelgels mit 1x Kathodenpuffer zum Entfernen von abgesetzten Gel-
und Wasserresten, griindlich gespult werden. Im Anschluss folgte das Auftragen der in

2x PPP gekochten Proteinproben in die Taschen. Zur Bestimmung der Gréf3e wurde in
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einer Tasche ein GroRenmarker aufgetragen. Die Trennung der Proteine erfolgte Uber
Nacht bei 20-35 mA pro Gel.

2.5.2 Western Blot

Der so genannte Western Blot wird fir die Ubertragung von zuvor in Polyacrylamidgelen
elektrophoretisch aufgetrennten Proteinen auf einen geeigneten Tragerfilter verwendet.
Derart fixierte Proteine lassen sich spezifisch durch Immunfarbung nachweisen. Aufgrund
der leichten Handhabung und der schnellen Ubertragungsrate werden meist
Nitrocellulose-Filter als Tragermaterial verwendet (Burnette, 1981). Hierfir werden
spezielle Apparaturen benétigt, die eine elektrophoretische Ubertragung auf den Trager
erlauben. Diese bestehen meist aus zwei Graphitplatten, zwischen denen das
Polyacrylamidgel und die Nitrocellulosemembran, welche auf der Anodenseite liegt,
gelagert wird. In einem elektrischen Feld wandern so die Proteine zum positiven Pol der
Anode und werden dabei auf der Membran immobilisiert.

In dieser Arbeit wurde das so genannte ,Semidry“-Blottingverfahren verwendet. Vor dem
eigentlichen Blotten wird die Nitrozellulosemembran (HYBOND™ ECL™:; Amersham
Biosciences) und 5 Lagen Whatman-Filterpapier fur 10 min in Blotpuffer (siehe 2.2.4),
inkubiert. AnschlieBend wurde auf die untere Platte der Apparatur (Anode) 3 Lagen
Whatman-Filterpapier, die Nitrozellulosemembran, das Polyacrylamidgel und wieder
2 Lagen Whatman-Filterpapier luftblasenfrei gestapelt. Die zweite Platte (Kathode) wurde
nun aufgesetzt und eine Stromstirke von 150 mA pro Blott (1mA/cm?) fiir 90 min
angelegt. Im Anschluss musste die Nitrocellulosemembran kurz mit Aqua dest abgespult,
in PBS kurz geschwenkt und zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen 1-2h in
Blockierungslésung (4% Magermilchpulver in PBS) geschwenkt werden. Es folgte die
Zugabe des primaren Antikorpers, der zuvor in Abhangigkeit des Titers in
Blockierungslosung verdinnt wurde, flr mindesten 1h. Zum Entfernen von nicht
gebundenen und unspezifisch gebundenen Antikérpern musste die Membran, bevor der
ebenfalls in Blockierungslésung verdiinnte zweite Antikdrper hinzugegeben wurde, mit
PBS-Tween flr zweimal 10 min geschwenkt werden. Nach 1h Inkubation mit dem zweiten
Antikoérper wurde die Membran fiir viermal 10 min mit PBS-Tween gewaschen. In dieser
Arbeit wurden sekundare Antikérper verwendet, welche mit der Meeretichperoxidase
gekoppelt sind. Hierbei erfolgt die Nachweisreaktion Uber die Oxidation von Luminol in
einer Detektionslésung, wobei Photonen emittiert werden, die mittels Rontgenfilm oder

CCD-Kamera nachgewiesen werden konnen.
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Hierfur wurde die Nitrocellulosemembran mit Whatman-Papier leicht getrocknet, auf eine
Glasplatte gelegt und mit 4 ml ECL-L6sung (ECL Western Blot Detection Kit) fur 90 sec
beschichtet. Im Anschluss wurde die Glasplatte mit Frischhaltefolie verpackt und in eine
Fotokassette Uberfuhrt. In der Dunkelkammer wurden durch Auflegen eines Rontgenfilms
die Antikdrper spezifischen Proteinbanden nach der Entwicklung und Fixierung des Films

sichtbar gemacht.

2.5.3 Silberfarbung

Proteine, die in SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt geworden sind, kénnen auf
verschieden Weise gefarbt werden. Neben der Farbung mit Coomassie Brilliant Blue
R250 sind Farbungen mit Silbernitrat 100- bis 1000-fach sensitiver, so dass
Proteinmengen von 0,1-1,0 ng nachgewiesen werden kdonnen. Das Grundprinzip dieser
Methode beruht auf der Reduktion von Silber-lonen, die an den Seitenketten von
Aminosauren gebunden sind. In dieser Arbeit wurde ein modifiziertes Protokoll der
urspringlich von Sammons et al., 1981 entwickelten Methode durchgefuhrt. Die hierfur
verwendeten Puffer und Losungen sind in Kapitel 2.2.4 beschrieben.

Zunachst mussten hierfir die in einer SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese
aufgetrennten Proteine durch Zugabe einer Fixierlésung flir mindestens 1h im Gel fixiert
werden. AnschlieBend wurde die Fixierldsung verworfen und das Gel 3-mal mit 50%igem
Ethanol gewaschen. Vor der Zugabe einer 0,1%igen Silbernitrat (AgNO3)-Losung wurde
das Gel in einer Natriumthiosulfat (Na,S,03)-enthaltenen Lésung fir 1 min geschwenkt
und 3-mal fur 30 sek in deionisiertem Wasser gewaschen. Es folgte eine Inkubation mit
der Silbernitrat-Losung fir 20-30 min unter standigem Schwenken. Anschlieend wurde
nach der Entfernung der Losung drei Mal fir 30 sek in deionosiertem Wasser gewaschen
und durch Zugabe einer frisch angesetzten Natriumcarbonat (Na,CO3)-haltigen Losung
als Reduktionsmittel die mit Silbernitrat markierten Proteinbanden nach und nach sichtbar
gemacht. Dieser Schritt erfolgte so lang bis die erwinschte Intensitat der Proteinbanden
erreicht wurde. Das Gel wurde nun zur Beendigung der Farbung 2-mal fur 2 min mit
deionosiertem Wasser gewaschen und dann fur 30 min in Fixierldsung inkubiert. Zur
Trocknung wurde das Gel zwischen zwei speziellen Folien gelegt und fur 2 h im

Geltrockner getrocknet.
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2.5.4 Aufreinigung rekombinanter Proteine mit C-terminalem

Flag-Tag in eukaryotischen Zellen

Proteine, die N oder C-terminal mit einem so genannten Flag-tag fusioniert sind und in
prokaryotischen oder eukaryotischen Zellen expremiert werden, kénnen mit Hilfe des
kommerziell erhaltichen ANTI-FLAG® M2 Affinity Gel-Kit (Sigma) aufgereinigt werden.
Hierbei kann nach dem Prinzip der Immunprazipation durch die spezifische Bindung des
ANTI-FLAG M2 monoklonalen Antikdrpers, der kovalent an Agarose gebunden ist, ein mit
dem Flag Oktapeptid (N-Asp-Tyr-Lys-Asp—Asp-Asp-Asp-Lys-C)-fusioniertes Protein aus
dem Proteingemisch isoliert und aufgereinigt werden. Solche Agarose-Antikorper-
Verbindungen werden im Allgemeinen auch als ,Beads” bezeichnet. Wie in Kapitel 2.4.8
bereits erwahnt, wurden zur Expression von PFV IN/C-Flag in eukaryotischen Zellen
MLV-basierte Vektoren (siehe 2.6.1) verwendet, die nach Integration im Wirtsgenom
IN/C-flag stabil expremieren. Nach der Lyse der Zellen (siehe 2.4.6.2) musste zur
Aufreinigung von IN/C-flag 1 ml der bei -80°C eingefrorenen Lysate zusammen mit 1 ml
einer Negativkontrolle, die aus nicht IN/C-flag-expremierenden Zellen bestand (HT1080-
Zellen), zunachst bei 4°C fur 15 min bei 13000 rpm zentrifugiert werden. Somit wurden
alle nicht oder schwer I8slichen Proteine aus dem Gemisch entfernt. Der Uberstand wurde
in einen neuen Eppendorf-Behalter dberfihrt und zusammen mit 20-30 ul
ANTI-FLAG® M2 Affinity Gel fiir 5-15h bei 4°C auf einem Rad geriihrt. Die Aufreinigung
des rekombinanten Fusionsproteins erfolgte durch mehrfach wiederholtes Waschen und
Zentrifugieren (5000 rpm) der Beads. Die Salzkonzentration des Waschpuffers hat gro3en
Einfluss auf den Reinheitsgrad des aufzureinigenden Proteins und muss je nach
Fragestellung fein ausgesucht werden. Zur moglichst sauberen Aufreinigung von IN/C-flag
wurden in dieser Arbeit die Beads 3-4-mal mit jeweils 1 ml 400 CSK-Puffer gewaschen.
Jeweils 100 pl jedes Waschuberstandes wurden mit der gleichen Menge an 2 x PPP
vermischt, fir 5 min bei 95°C gekocht und flr nachfolgende SDS-Polyacrylamidgele
(10-50 pl pro Tasche) bei -20°C gelagert. Nach dem letzten Waschen wurden entweder
direkt 100 ul 2 x PPP auf die pelletierten Beads gegeben und diese fur das Auftragen auf
SDS-Polyacrylamidgele (30 pl pro Tasche) bei 95°C fir 5 min gekocht oder es wurden
zum Eluieren der IN/C-flag-Proteine von den Beads 5 Volumenanteile FLAG-Peptide
(Stocklésung 100 pg/ml) hinzugegeben und noch mal fir 3-5h bei 4°C auf dem Rad
geriihrt. Der Uberschuss an FLAG-Peptiden sorgt fiir die Eluation des IN/C-flag-Proteins,
da sie eine hohe Affinitat zum M2-AntikOper besitzten, so dass das zuvor gebundene
IN/C-Flag-Protein verdrangt wird. Die Proben wurden erneut bei 5000 rpm zentrifugiert

und der Uberstand, der das eluierte Protein enthilt, in einem 1:1 Verhaltnis mit 2 x PPP
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vermischt und bei 95°C fir 5 min gekocht. Hiervon wurden 50 pl pro Tasche auf
SDS-Polyacrylamidgele aufgetragen (siehe 2.5.1). Es folgte eine Silberfarbung
(siehe 2.5.3) und Immunofarbung (siehe 2.5.2) der Gele.

2.5.5 Pull-Down-assay

Der so genannte ,Pull-Down-Assay“ beschreibt eine Methode zum Nachweis von Protein-
Protein-Interaktionen. Die minimale Vorraussetzung flir solche Experimente ist die
Verflugbarkeit eines mit einem Tag fusionierten, rekombinanten und aufgereinigten
Proteins, welches als Kdder (,Bait”) fur die Suche nach interagierenden Proteinen (,Prey*)
dient.

Klassische Pull-Down-Assays ahneln sehr der Immunprazipation, auler dass hier ein
Protein und nicht ein Antikdrper zum Isolieren von Proteinen verwendet wird. Die
Fusionsproteine werden in der Regel nach dem Prinzip der ,Immobilized metal affinity
chromatography® (IMAC) zunéchst in einer Saule gebunden. Die gebundenen Proteine
kénnen nun nach Zugabe von Proteingemischen als Kdder fiir die Suche nach méglichen
Interaktionspartnern dienen. Der kritische Parameter hierbei ist die Optimierung der
Waschbedingungen zur Entfernung oder Verminderung von nicht spezifischen Protein-
Bindungen. Starke Interaktionen, welche eine geringe Dissoziationskonstante und eine
hohe Affinitat zu dem ,Bait“-Protein aufweisen, kdnnen am leichtesten nachgewiesen
werden, da diese durch das intensive Waschen mit hoch ionischen Puffern nicht entfernt
werden. Bei schwacheren Protein-Protein-Interaktionen missen die Waschpuffer durch
die Wahl der Salze, der Salzkonzentrationen und des pH-Wertes optimiert werden.
Zusatzlich missen zum Erhalt von biologisch signifikanten Ergebnissen wichtige
Kontrollen, die meist aus einem Ansatz ohne dem ,Bait“-Protein oder eines anderen
Proteins bestehen, mitgefliihrt werden.

In dieser Arbeit wurden C-terminal mit einem FLAG-Tag fusionierte PFV-Integrase
Proteine (INC-Flag), die in eukaryotischen Zellen expremiert (siehe 2.4.8) und
anschliel3end gereinigt (siehe 2.5.4) wurden, als ,Bait* fur die Suche nach interagierenden
zelluldren Proteinen verwendet. Dabei wurde die Aufreinigung und der Pull-Down-Assay
nicht mit kommerziell erhaltlichen Chromatographie-Saulen durchgefihrt, sondern erfolgte
direkt in Losung mit Hilfe von so genannten ANTI-FLAG Beads (siehe 2.5.4). Wie bereits
im vorherigen Kapitel beschrieben wurde 1 ml der 100CSK-Lysate (siehe 2.4.6.2) von
IN/C-Flag-expremierenden HT1080-Zellen und normalen HT1080-Zellen, nachdem, durch

Zentrifugation unlésliche Bestandteile im Gemisch entfernt wurden, zunachst mit 20-30ul
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ANTI-FLAG Beads bei 4°C fur 5h auf dem Rad gerthrt. Die Beads wurden im Anschluss
4-mal mit 1 ml kaltem 400 CSK-Puffer gewaschen und erneut mit 200 pyg /ml Hela-
Kernextrakt (siehe 2.4.7) und dem gleichen Volumenanteil 1 x PBS (enthielt Protease
Inhibitor Mix) bei 4°C fur 5-10h auf dem Rad gerihrt. Im Anschluss wurden die Beads
erneut mit 3-mal 100CSK-Puffer (enthielt 0,1% NP-40) gewaschen. Nach jedem
Waschschritt wurden 100 pl des Uberstandes in einem 1:1 Verhaltnis mit
2 x PPP versetzt und fiir anschlielende SDS-Polyacrylamidgele fir 5 min bei 95°C
gekocht und bei -20°C aufbewahrt. Die Beads wurden nach dem letzten Waschschritt in
100 pl 2 x PPP aufgenommen und ebenfalls fiir 5 min bei 95°C gekocht. Jeweils 30 pl der
Uberstande aus den ersten drei Waschschritten und 30 ul der gewaschenen und in
2 x PPP aufgenommenen Proben wurden auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen und
mittels Elektrophorese aufgetrennt. Es folgte eine Silberfarbung (siehe 2.5.3) der Gele zur
Identifizierung von Proteinbanden, die in dem IN/C-Flag-enthaltenen Ansatz vorhanden
waren, aber in der Negativkontrolle fehlten. Der Rest der Proben wurde bis zur
Identifizierung der Interaktionspartner mittels Malti-Tof-Massenspektrometrie bei -80°C

gelagert.

2.6 Virologische Methoden

2.6.1 Retrovirale Vektorsysteme

Fur die Klonierung der in dieser Arbeit zu analysierenden retroviralen Integrationsstellen
(RIS) und zur Herstellung von eukaryotischen Zellen, die das PFV-INC-Flag
Fusionsprotein stabil expremieren (siehe 2.4.8), mussten zur Infektion von Zielzellen
zunachst virushaltige Uberstande generiert werden. In beiden Fallen erfolgte dies mit Hilfe
von retroviralen Vektorsystemen. Retrovirale Vektorsysteme bestehen meist aus zwei
oder drei Plasmiden, welche die fur die Produktion von Viruspartikeln wichtigen
Komponenten unter der Kontrolle eines CMV-Promotors separat expremieren. Zwei-
Plasmid-Systeme bestehen aus einem gag-pol-Expressionsplasmid, welches zusatzlich
die fur die Verpackung der viralen RNA und die fur die Integration ndtigen
LTR-Sequenzen enthalt, und einem Env-Expressionsplasmid, welches die Oberflachen-
Proteine des Viruspartikels kodiert. In einem Drei-Plasmid-System enthalt der sogenannte
Vektor nur noch die fiir die Verpackung der viralen RNA essentiellen cis-aktiven Bereiche,

die fur die Integration essentiellen attachment sites (att-sites) sowie den fiir die reverse
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Transkription wichtigen zentralen Polypurintrakt (cPPT). In diesem Fall erfolgte die
Expression der Gag-Pol-Proteine sowie die der Env-Proteine von separaten
Expressionsplasmiden. Die Insertion einer Markergenkassette, der die Expression von
eGFP oder Selektionsmarkern (Zeocin, Neomycin) unter der Kontrolle eines konstitutiv
aktiven internen Promotors steht, erlaubt eine Infektionsanalyse mittels FACS
(siche 2.4.9) und eine Selektion der Zellen entweder mit dem entsprechenden
Antibiotikum oder Uber das Emissionsspektrum von eGFP in einem so genannten
Zellsorter. Eine Kotransfektion (siehe 2.4.5) aller Komponenten des Vektorsystems in
293T-Zellen erméglicht die Generierung von Viruspartikeln, die zur Infektion von Zielzellen
verwendet werden kdénnen.

Fur die Analyse der RIS wurde durch Kotransfektion von auf PFV-, MLV- und HIV-1-
basierenden Zwei-Plasmid-Vektorsystemen mittels der Calciumphophat-Methode (siehe
2.4.5) virushaltiger Uberstand produziert (siehe 2.4.5 & 2.6.2). Bei allen anderen in dieser
Studie generierten virushaltigen Uberstidnde wurde Polyethyleneimine als Transfektions-
Reagenz verwendet. Im Folgenden sind alle in dieser Studie verwendeten Vektorsysteme

zusammengefasst (fiir Referenzen siehe Kapitel 2.1.7).

PFV-Vektorsystem zur Analyse des Integrationsmusters

pMH123 + pCenv1

pMH124 + pCgp1 + pCenv1

HIV-1-Vektorsystem zur Analyse des Integrationsmusters

pGJ3/U3E + pczVSV-G

MLV-Vektorsystem zur Analyse des Integrationsmusters

pcAMS/UZE + pczVSV-G

MLV-Vektorsystem zur Herstellung von stabil INC-Flag expremierenden humanen

Zellen

pczCFG/IEZ-INC-flag + pHIT 60 + pczVSV-G
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siRNA-Vektorsystem

pF6UGW + pMDL g/p RRE + pRSV-Rev+ pczVSV-G

2.6.2 Produktion zellfreier, virushaltiger Uberstande

Nach einer Kotransfektion von 293T-Zellen mit den geeigneten viralen
Expressionsplasmiden (siehe 2.6.1) koénnen zellfreie Virusuberstdnde 48h nach
Transfektion (siehe 2.4.5) aller fur die Generierung von viralen Partikeln noétigen
Komponenten (siehe 2.6.1) geerntet werden. Hierfir wurde zunachst der Uberstand der
transfezierten Zellen mit einer Spritze abgenommen, zur Entfernung von abgeldsten
Zellen sterilfiltriert (0,45 pm) und entweder direkt auf Zielzellen gegeben oder in 0,5-1 ml

Aligouts bei -80°C gelagert.

2.6.3 Bestimmung der MOI (multiplicity of infection)

Die MOl ist der Wert, der die Anzahl von infektidsen Einheiten in einer virushaltigen oder
vektorhaltigen Losung beschreibt. Sie errechnet sich aus dem Quotienten von infektiésen
Vektor-Einheiten und der Anzahl ausgesater Zellen. Im Idealfall wirde, wenn jede Zelle
nur einmal infiziert werden kdnnte, eine MOI von eins bedeuten, dass auf eine bestimmte
Zahl von Zellen die gleiche Menge an infektiosen Einheiten zur Infektion oder
Transduktion eingesetzt wurde, so dass jede Zelle eine Kopie des Proviruses enthalten
sollte. In diesem mathematischen Modell wird allerdings das Auftreten von mehrfach
transduzierten Zellen nicht beriicksichtigt, die eine Bestimmung der MOI Uber die Anzahl
an infizierten oder transduzierten Zellen erschweren. Nach der Poisson-Verteilung ergibt
sich eine andere Beziehung zwischen der Anzahl an infizierten Zellen und der MOI
(siehe Tab. 3), welche flir eine Abschatzung der infektidsen Einheiten von retroviralen
Vektoren und der Kopienzahl an proviralen Sequenzen in erfolgreich transduzierten Zellen
besser geeignet ist. In diesem mathematischen Modell wird postuliert, dass jede Zelle,
unabhangig davon ob sie bereits transduziert wurde, die gleiche Wahrscheinlichkeit
besitzt transduziert zu werden, so dass durch das Auftreten von mehrfach transduzierten
Zellen bei einer MOI von eins neben einfach transduzierten auch mehrfach und gar nicht

transduzierte Zellen vohanden sein mussen (Fehse et al., 2004). Unter Berticksichtigung
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dieser Bedingungen kann Uber die Anzahl an erfolgreich transduzierten Zellen, nach der
folgenden Tabelle (verandert nach Fehse et al., 2004), die MOI bestimmt werden, welche
zusatzlich eine Abschatzung Uber die Anzahl der in den Transduzierten Zellen

enthaltenen proviralen Sequenzen erlaubt (Fehse et al., 2004).

Tab. 3 Prozentualer Anteil Marker-positiver Zellen pro MOI

MOl 0,05 | 0,1 0,2 0,3 0,5 0,7 1 2 3

Zellteilungs . . o . . . . . .
abhangig 25% [4,5% | 95% | 13,9% | 22,1% | 29,5% | 39,3% | 63,2% | 77.7%

Zellteilungs . o . . . . . . .
unabhangig 4,5% | 9,5% | 13,9% | 22,1% | 29,5% | 39,3% | 63,2% | 77.7% | 91,8%

In diesem Modell wird zusatzlich die Fahigkeit zur Transduktion von sich nicht teilenden
Zellen, so wie es bei Lentiviren der Fall ist, mitberticksichtigt. Da alle hier verwendeten
Vektoren eGFP als Markergen enthielten, erfolgte die Bestimmung der MOI Uber die
Anzahl von nach Transduktion eGFP-positiven Zellen mit FACS (siehe 2.4.9).

2.6.4 Inverse PCR  zur Klonierung von retroviralen

Integrationsstellen (RIS)

Die Klonierung von RIS aus zuvor mit retroviralen Vektoren (siehe 2.6.1) transduzierten
humanen Zellen (siehe 2.6.3) erfolgte mittels inverser PCR (Li et al., 1999). Hierbei wurde
die genomische DNA zunachst mit einem so genannten ,4-cutter‘-Restriktionsenzym, das
auch in der proviralen Sequenz schneidet, in kleine Fragmente zerteilt. Die Vorteile bei
der Nutzung eines 4-cutter-Enzyms liegen in der statistischen Haufigkeit, in der die Vier-
Basen-Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms im humanen Genom zu finden sind.
Die Erkennungssequenz eines 4-cutter-Enzyms sollte statistisch gesehen alle 256 bp
auftreten, so dass die DNA in sehr kleine Stucke geschnitten werden kann. Neben rein
zelluldren Fragmenten entstehen durch den Verdau auch Fragmente, welche die
5'LTR-Region bis einschlief3lich der ersten folgenden Schnittstelle im Vektor sowie den
Ubergang in die 5 flankierende humane zelluldre Sequenz besitzen. Solche Sequenzen

werden im Folgenden als proviral-zellulare Sequenzen bezeichnet (siehe Abb. 10). Des
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Weiteren werden auch Fragmente produziert, welche die 3'LTR-Region und den
Ubergang in die 3'flankierende zelluldre Sequenz enthalten (siehe Abb. 10). Nach der
Behandlung mit der T4-DNA-Ligase ligieren diese Fragmente mit sich selbst, so dass
zirkulare DNAs entstehen, welche zur Klonierung der zur 5°'LTR flankierenden zellularen
Sequenzen mittels virusspezifischen Primern, die in der LTR- (siehe Abb. 10; LTR-Primer;

P1) und in der gag-Sequenz (siehe Abb. 10; gag-Primer; P2) binden, verwendet werden

konnen.
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Abb. 10: Die inverse PCR zur Klonierung von RIS

Die Abbildung stellt das Prinzip der inverse PCR dar. Integrierte provirale Sequenzen werden, nachdem die
genomische DNA mit Restriktionsenzymen (schwarzr Pfeikdpfe), welche auch in der proviralen Sequenz
schneiden (rot), zusammen mit den flankierenden zellularen Sequenzen (grau) mittels virusspezifischen
Primern (P1; P2) in einer inversen PCR amplifiziert. Hierfir missen die nach dem Verdau entstehenden
linearen Fragmente, welche die proviralen-zellularen Uberginge enthalten (siehe Text), ligiert werden, so
dass zirkuldre DNAs entstehen die als Matrize fir die Amplifikation der RIS dienen. Aufgrund der
Bindungsstellen der Primer werden nur die proviralen-zellularen Sequenzen am 5°-Ende (5°'LTR) der RIS
amplifiziert. Eine vor der PCR durchgefiihrte Linearisierung der zirkularen DNAs durch geeignete
Restriktionsenzyme (blauer Pfeil), dient zur Beseitigung von unerwiinschten Sekundarstrukturen, welche die
Resultate der PCR behindern kdnnten.
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Die zirkularen DNAs, welche die 3'LTR-und die flankierende zellulare Sequenz besitzen,
werden in der PCR nicht amplifiziert, da hier nur eine Bindung des LTR-Primers erfolgt.
PCR beruht

entgegengesetzter Richtung liegen und erst nach der Ligation zueinander zeigen. Um

Der Name der inversen darauf, dass die Primer zunachst in
mdgliche Stérungen bei der PCR, die durch Sekundarstrukturen der zirkuldren DNA
ausgeldst werden kdnnen, zu vermeiden, wurde die DNA nochmals vor der PCR mit
einem Restriktionsenzym, welches nur einmal in der zirkuldren DNA schneidet, linearisiert
(siehe Abb. 10).

Fur die Klonierung der RIS wurden zunachst 2,5 ug genomische DNA (siehe 2.3.1) aus
retroviral transduzierten 293-Zellen Gber Nacht bei 37°C mit 5U Haelll (PFV und HIV-1)
oder Nlalll (MLV) Restriktionsenzymen verdaut. Das Enzym wurde anschlieRend 20 min
bei 65°C inaktiviert, die DNA mit Ethanol prazipiert (2.3.8) und in 20 yl 20 mM Tris-HCL
pH 7,5 resuspendiert. 5ul (0,6 ug) der resuspendierten DNA-L6sung wurden mit 0,5 Units
T4-DNA-Ligase bei 14°C Uber Nacht ligiert (2.3.9). Die Ligase wurde 20 min bei 65°C
inaktiviert und 5 pyl (0,12 ug) des Ligationsansatzes erneut mit 5 Units Aflll oder Avrll fir
5 h bei 37°C zur Linearisierung verdaut. Das Enzym wurde flr 20 min bei 65°C inaktiviert.
2,5 yl (12,5 ng) des Ansatzes wurden in die nested PCR eingesetzt. Die nested PCR
wurde unter Standardbedingungen mit den in Tab. 4 dargestellten Oligonukleotiden und
den entsprechenden Hybridisierungs-Temperaturen durchgefiihrt. 10 yl der 1. und 2. PCR
wurden auf ein 0,8 % Agarosegel (siehe 2.3.4) Uberprift und 3 pl der 1.PCR zur

Sequenzierung (siehe 2.3.15) in den pCRII-TOPO-Vektor ligiert (siehe 2.3.3).

Tab. 4: Fiir die Klonierung der RIS verwendete Primer Paare und Hybridisierungstemperatur

(fiir Sequenzen der Oligos siehe 2.1.8)

PFV (pMH123) | PFV (pMH124) MLV HIV-1
1.PCR #1830 + #320 #1976 + #1975 | #1907 + #1908 | #1900 + #1901
Primer Nr. 58°C 58°C 58°C 58°C
2.PCR #571 + #572 #571 + #572 #1909 + #1910 | #1903 + #1904
Primer Nr. 55°C 55°C 55°C 55°C
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Ein typischer Reaktionsansatz wurde wie folgt angesetzt:

2,5 ul DNA aus letztem Verdau / aus 1.PCR

25 pmol sense Primer (10 pmol/pl Stammldsung)

25 pmol antisense Primer (10 pmol/ul Stammldsung)
2,5 ul NH;SO, Taq Puffer

2,0 ul MgCl; (25 mM)

1,25 pl dNTPs (10 mM )

1,0 ul Taqg-Polymerase (1U/pl)

ad 50pl Aquagest

Fir die 2.PCR wurden 2,5 ul aus der 1. PCR eingesetzt.

Die Zielsequenz wurde im Thermocycler nach folgendem Protokoll amplifiziert:

95°C /60 sec Denaturierung der Matrizen DNA
95°C /30 sec Denaturierung
55-58°C / 60 seq Hybridisierung
72°C /120 sec Elongation
30 Zyklen

72°C / 600sec finale Elongation

2.6.5 Sequenzierung der retroviralen Integrationsstellen

Zur Sequenzierung wurden 3ul der in der 1.PCR amplifizierten RIS nach den Angaben
des Herstellers in den pCRII-TOPO-Vektor ligiert (siehe 2.3.3), in Ecoli transformiert und
mittels Restriktionsverdau das Vorhandensein der mit inverse PCR klonierten RIS in den
aus Ecoli isolierten Plasmiden nachgewiesen. Anschlief3end erfolgte je nach Orientierung
des ligierten Fragments eine Sequenzierung mit den im TOPO-TA-Cloning-Kit
mitgelieferten M13-Reverse oder M13-Forward-Primern. Bei der Wahl der Primer musste,
da lediglich eine Lange von 600 bp der Sequenz lesbar ist, fir eine vollstandige
Identifizierung des zellularen Anteils darauf geachtet werden, dass die Sequenzierung je

nach Orientierung des Inserts von der LTR Seite aus initiiert wurde (siehe Abb. 11).
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Abb. 11: Klonierung in den pCRII-TOPO-Vektor

Dargestellt ist die Klonierunsstelle im pCRII-TOPO-Vektor sowie die mdglichen Orientierungen der ligierten
RIS. Der pCRII-TOPO-Vektor ist so konstruiert, dass die mittels PCR amplifizierten RIS (rote Box) uber
komplementare TA-Basenpaarung mit Hilfe der Topoisomerase | in den Vektor kloniert werden kdnnen
(siehe 2.3.3). Die um die Klonierungsstelle lokalisierten EcoRI-Schnittstellen kénnen zur Identifikation von
Klonen verwendet werden, welche eine amplifizierte RIS enthalten. Bei den PFV-IS konnte zusatzlich durch
ein EcoRV-Verdau, welcher einmal im pCRII-TOPO Vektor und einmal in der gag-Sequenz der klonierten
PFV-IS schneidet, die Orientierung des Inserts bestimmt werden. Bei der Orientierung (I) wurde der M13
Forward Primer und bei der Orientierung (Il) der M13-Reverse-Primer zur Sequenzierung gewahlt,
P1: LTR-Primer; P2: Gag Primer; schwarzer Pfeilkopf: Haelll-Restriktionsstelle.

2.7 siRNA-Methoden

RNA silencing oder RNA inteference (RNAi) wurde zuerst als eine Art von Immunabwehr
gegen Transposons und RNA-Viren in Pflanzen, spater aber in der Nematode
Caenorhabditis elegens (Fire et al., 1998) und in Drosophila (Hammond et al., 2000)
beschrieben. Der Mechanismus beruht auf der Prozessierung von Doppelstrang-RNA-
Molekilen (dsRNAs) in kurze 21-25 nukleotidgrol’e dsRNA-Fragmente durch das dsRNA
erkennende RNase-Enzym DICER. Diese als short interfering RNAs (siRNAs)
bezeichneten prozessierten RNA-Molekiile werden wiederum in den als RISC (dsRNA-

inducing silencing complex) bekannten Endoribonuklease-Komplex eingebaut und l6sen
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ein Degradation von mRNA-Molekilen aus, die eine komplementare Sequenz zu dem mit
RISC assoziierten siRNA-Strang (antisense) aufweisen. Folglich wird eine
post-transkriptionale Inhibierung des Gens ausgelost (siehe Abb. 12). Seit der
Entdeckung dieses Systems und der Entwicklung von molekularbiologischen Methoden
zur Auslésung dieser Prozesse wird RNAi zur post-transkriptionalen Inhibierung von
zelluldaren Genen verwendet und hat sich als eine eindrucksvolle Methode zur Analyse der
Funktion von Proteinen und Genen bewahrt. Mit der Erkenntnis, dass so genannte
shRNAs (short hairpin  RNAs) ebenfalls von DICER erkannt werden und eine
RNAi-Reaktion auslésen, wurden neben transienten Methoden, die eine direkte
Transfektion von siRNAs beinhalten, auch Methoden auf der Basis von retroviralen
Vektoren entwickelt, welche ein shRNA-Molekll nach der Integration ins Genom stabil
von einem speziellen Promotor (H1 oder U6) aus expremieren kdnnen
(Barton and Medzhitov, 2002; Brummelkamp et al., 2002). Der Vorteil der H1-oder U6-
Promotoren liegt darin, dass die Transkription von der RNA-Polymerase Il (Pol IlI)
kontrolliert wird. Diese besitzt eine gut definierte Transkriptionsstart- und Termination-
Sequenz mit funf aufeinander folgenden Thymidinen (T5) und sorgt fur die Transkription
von kleinen RNAs, welche nicht polyadenyliert sind (siehe Abb. 12). In dieser Arbeit wurde
zur Inhibierung von NF90 (Nuclear Factor 90) mittels der RNAi-Methode ein lentivirales
Vektorsystem (siehe 2.6.1; F6BUGW) auf der Basis von HIV-1 (Lois et al., 2002; Lu et al.,
2004) verwendet, welches durch eine mit dem UG6-Promotor getriebene
siRNA-Expressionskassette eine stabile Expression von shRNAs gewahrleistet
(freundlicher Weise zur Verfligung gestellt von der AG Reichart aus der Abteilung fir
Immunologie unseres Hauses ). Fir die Transkription einer funktionsfahigen shRNA
mussten zunachst spezielle Oligonukleotide konstruiert werden (siehe Abb. 12). Beide
Oligonukleotide (sense und antisense) mussten zu einem Doppelstrang zusammen gefiigt
(siehe 2.3.10) und in den mit Hpal und Xhol verdauten F6UGW-Vektor ligiert und
sequenziert werden. Nach einer PEI-Transfektion (siehe 2.4.5) von 293T-Zellen mit dem
in Kapitel 2.6.1 beschriebenen Vektorsystem wurden die Viruspartikel geerntet
(siehe 2.6.2) und mit einer MOI von 1-2 in zwei unabhangigen Anséatzen auf 2x10* zuvor
in 12- well Platten ausgesate HT1080-Zielzellen gegeben (siehe 2.6.3). 48h nach der
Transduktion folgte die Ermittlung der Tranduktionseffiziens mit einem der Ansatze mittels
FACS (siehe 2.4.9), wahrend der zweite Ansatz von der 12-well-Platte in 10 cm

Zellkulturschalen tGberfihrt wurde.
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Abb. 12: Aufbau und Mechanismus der siRNA-Expressionskassette

Die Expression von genspezifischen shRNAs wird von dem RNA-Polymerase Ill (Pol Ill) U6-Promotor
reguliert. Die 23 bp groRRe (grau Pfeil) NF90 spezifische Anfangssequenz (sense) der Oligos ist durch einen
kurzen Spacer mit der umgedrehten komplementaren Sequenz (weilRer Pfeil) getrennt und hort mit finf
aufeinander folgenden Thymidinen und der Xhol-Schnittstelle auf. Nach der Transkription werden kurze
shRNA-&hnliche Strukturen mit dem typischen 2 Nukleotid groRen 3°- Uberhdngen und der Haarnadel
(orange) synthetisiert. Der DICER erkennt diese Strukturen und spaltet die shRNA in der Haarnadel, wodurch
die typischen siRNAs mit den jeweils 2 nt groRen 3°-Uberhéngen entstehen. Der RISC-Komplex bindet diese
siRNAs und 16st nach der Degradierung des sense-siRNA-Stranges den als RNAi bekannten Abbau von
komplemantaren NFOO-mRNAs aus.

Nach dem die Zellen in den 10 cm-Schallen einen 80% konfluenten Zellrasen gebildet
hatten, wurden sie mit ATV gewaschen, abgeldst und die eGFP-positiven Zellen von den
nicht eGFP-positiven am Zellsorter getrennt (mit freundlicher Unterstiitzung von Christian
Linden im eigenen Hause durchgefiihrt). Es folgte zur weiteren Kultivierung eine
Uberfiihrung der nun durchgehend eGFP-positiven Zellen in kleine (20 cm?), spater aber
in mittlere (70 cm?) Zellkulturflaschen (siehe 2.4.1). Zur Kontrolle einer erfolgreichen
Runterregulierung der NF90 Expression wurde ein Teil der Zellen lysiert (siehe 2.4.6 ) und
die Menge an NF90 im Western Blot (siehe 2.5.2) mit NF90-pezifischen Antikérpern

(siehe 2.1.6; a-DRBP76) im Vergleich zu normalen Zellen quantifiziert.
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2.8 Analyse der Integrationssequenzen

2.8.1 Uberpriifung der Integrationssequenzen

Nach der Sequenzierung der mittels inverser PCR generierten und in den pCRII-TOPO
Vektor klonierten RIS, wurden die Sequenzen nach folgenden Auswabhlkriterien Gberprift.
Zunachst wurde kontrolliert, ob die fir die jeweiligen untersuchten Retroviren typischen
Enden der 5LTR vorhanden waren. Danach wurde untersucht, ob die erste zur
Zerkleinerung der genomischen DNA verwendete Restriktionsschnittstelle, die nach der
5'LTR-Sequenz folgte, mindestens 25 bp entfernt lag. Im Falle der PFV-und
HIV-1-Integrationssequenzen wurde die erste Haelll-(GGCC) oder im Falle der
MLV-Integrationssequenzen die Nlalll-Schnittstelle gesucht. Nun wurden die ersten
10 Basen nach dem Ende der 5LTR in einer Tabelle erfasst und multiple
Integrationssequenzen, die exakt die gleiche Sequenz enthielten, markiert. Bei solchen
Sequenzen ist es sehr unwahrscheinlich, dass sie genau die identische Integrationsstelle
reprasentieren. Vielmehr handelt es sich hier um bestimmte Fragmente, die als Folge der
PCR in dem Gemisch an amplifizierten Fragmenten Gberreprasentiert sind und so auch in
mehreren untersuchten Klonen nach der TOPO-Ligation zu finden sind. Diese multiple
Sequenzen wurden in der Auswertung als eine Integrationssequenz angesehen. Fir die
Lokalisation der RIS im humanen Genom und der bioinformatischen Auswertung wurde
nur der zellulare Anteil der Sequenzen, beginnend mit der ersten nach dem Ende der
5°LTR befindlichen Base und endend nach der ersten Haelll-oder Nlalll-Schnittstelle,

verwendet.

2.8.2 Bioinformatische Methoden

Zur Lokalisation der Integrationsstellen im humanen Genom wurden die zuvor nach
bestimmten Auswahlkriterien ausgewerteten zellularen Sequenzen (siehe 2.8.1) durch
weitere bioinformatische und statistische Analysen mit freundlicher Unterstitzung von
Marcus Dittrich und Prof. Dr. Thomas Dandekar am Lehrstuhl fir Bioinformatik der
Universitat Wirzburg ausgewertet. Die chromosomale Lokalisation der Integrationsstellen
wurde mit dem ,May 2004 freeze® der humanen Sequenz (NCBI35) des
sinternational Human genome sequencing Consortium® mit Hilfe des BLAT-Algorithmus

(Kent et al., 2002) erstellt. Hierbei wurden nur chromosomale Treffer als gultig angesehen
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und zu weiteren Analysen verwendet, welche mit der ersten nach der 5’LTR folgenden
zelluldren Base begannen und deren Hommologien >95% betrugen. Der
RefSeq-Gen-Katalog sowie die CpG-Island-Annotationen wurden von dem UCSC ftp
server (ftp://hgdownload.cse.ucsc.edu) bezogen. Als Kontrolle fir die Signifikanz von
Praferenzen oder fehlende Praferenzen fur bestimmte Regionen der chromosomalen
DNA wurden alle ermittelten Retrovirus-spezifischen Integrationsmuster mit einem
Integrationsmuster verglichen, welches nach einem Zufallsprinzip generiert wurden.
Hierfir wurden 10 000 Integrationssequenzen nach dem Zufallsprinzip mittels einer
Computer-Simulation erstellt, die auf die gleiche Weise wie die RIS ausgewertet wurden.
Zusatzlich unterliefen alle Analysen einem x*Test um die statistische Signifikanz der
Ergebnisse zu untersuchen.

Zur Untersuchungen der spezifischen Nukleotid-Praferenzen an retroviralen
Integrationsstellen wurden 1000 der den RIS flankierenden Nukleotidsauren untersucht.
Nach der Methode von Wu et al., 2005 und Holman & Coffin 2005 wurde fiir jede Position
die Haufigkeit fur das vorkommen bestimmter Nuekleotidsduren statistisch ermittelt und
mit der allgemeinen Verteilung aller vier Nukleotidbasen im humanen Genom verglichen.
Signifikante Abweichungen von der allgemeinen Verteilung der Basen wurden durch
einem x?-Test bestatigt.

Fur die Analyse der PFV-Integrationsereignisse in Proto-Onkogene oder zur
Untersuchung der Distanz der Integrationsstellen zu bekannten Proto-Onkogenen wurde
die ,Cancer Gene Census“-Datenbank des Sanger Instituts verwendet. Diese Datenbank
enthalt insgesamt die spezifischen Daten von 346 potentiellen Oncogenen. Uber die
LocusLink-oder Entrez Gene-Erkennungsnummer musste die chromosomale Lokalisation
der Oncogene ermittelt werden, so dass flr jede PFV-Integrationssequenz die Distanz
und die relative Orientierung zum am nachsten liegenden Onkogen festgehalten werden

konnte.
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3 Ergebnisse

3.1 Klonierung der retroviralen Integrationsstellen
(RIS)

Zur Analyse des Integrationsmusters von auf Foamyvirus basierten Vektoren musste, um
eine statistisch relevante Aussage treffen zu konnen, eine ausreichende Anzahl an
integrierten proviralen Sequenzen kloniert werden. Diese missen den zur LTR
flankierenden zelluldren Sequenzanteil besitzen, welcher nach der Sequenzierung eine
Lokalisation der RIS im humanen Genom erlaubt. Zusatzlich sollten die Integrationsstellen
(IS) zweier weiterer Retroviren (HIV-1 und MLV), von denen das Integrationsmuster
bereits zu Beginn dieser Studie bekannt war (Mitchell et al., 2004; Schrdder et al., 2002;
Wu et al., 2003), als Kontrolle fir das Testsystem mitanalysiert werden.

Hierfir wurde eine Methode basierend auf der in Kapitel 2.6.4 beschriebenen inverse
PCR (siehe Abb. 10) zur effizienten Klonierung der retroviralen Integrationsstellen
etabliert. Im Fogenden wird das experimentelle Modell kurz zusammengefasst. Zunachst
wurden, wie in Abb. 13 schematisch zusammengefasst ist, die retroviralen Vektorpartikel
mittels Transfekion von 293T-Zellen generiert und in vier unabhangigen Ansatzen mit
einer MOl von eins oder weniger auf 2x10° in 6-well-Zellkulturplatten ausgeséten
293-Zellen gegeben. 48h nach der Transduktion folgte zur Bestimmung der
Transduktionseffiziens mit etwa ein Viertel der Zellen aus allen vier Ansatzen eine
FACS-Analyse, wahrend der andere Teil in mittlere Zellkulturplatten Uberfliihrt noch
weitere vier bis flinf Tage bis zur Isolation der genomischen DNA expandiert wurde. Nach
der Isolation der genomischen DNA folgte die inverse PCR zur Amplifikation von
integrierten proviralen Sequenzen mit zellularem Ubergang. Um méglichst viele IS in dem
polyklonalen PCR-Gemisch unterscheiden zu kdnnen folgte eine Ligation der Amplifikate
aus der ersten PCR-Reaktion (30 Zyklen) aller Ansatze in den pCRII-TOPO Vektor,
gefolgt von einer Transformation in E.coli TOP10- oder DH5a-kompetente Bakterien. Aus
den funf unabhangigen PCR-Ansatzen wurden nach der TA-Klonierung die Klone mit
proviralen zelluldren Ubergdngen im Anschluss mittels Restriktionsverdau der
Minipraparationen identifiziert und je nach Orientierung im Vektor von der LTR-Seite aus

sequenziert. Der humane zellulare Anteil der klonierten RIS wurde anschliel3end fir die
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Analyse des Integrationsmusters im humanen Genom lokalisiert und statistisch

ausgerwertet.

Transfektion von 293T-Zellen

4

Transduktion von 293 -Zellen

o
a a a a
b = iR i R e

—
FACS- Analyse <J | :> Kultivieruny fiir 4 5 Tage

Genomische DNA isolation

e

Inverse PCR

=

Klonierung in den pCRIl TOPO Vektor

=

ldentifizierung von positiven Klonen

=

Sequenzierun Analyse der Bioinformatische
1 Y Sequenzen Auswertung

Abb. 13: Experimentelles Modell zur Klonierung und Analyse von retroviralen
Integrationsstellen

Dargestellt ist schematisch das experimentelle Modell zur Generierung von retroviralen Integrationsstellen
(RIS). Die Produktion von retroviralen Vektoren erfolgte durch die Transfektion von 293T-Zellen. Fir jedes
Virus wurden 293-Zellen in jeweils 4 verschiedenen Ansatzen mit den Viruspartikeln transduziert. Die MOI
betrug 1 oder weniger und wurde mit ein Viertel der Zellen aus jedem Ansatz mittels FACS-Analyse bestatigt.
Der andere Teil der Zellen wurde fir vier bis finf Tage in mittleren Zellkulturflaschen weiter kultiviert, bis die
genomische DNA aller vier Ansatze isoliert wurde. Es folgte eine inverse PCR zur Klonierung der RIS, die
wiederum in den pCRII-TOPO-Vektor ligiert wurden. Nach der Transformation in kompetente Ecoli-Bakterien
wurden fir jeden der vier Ansatze 10 bis 15 Klone mittels Mini-Praparation durch Restriktionsverdau mit
EcoRV (PFV) oder EcoRl (MLV und HIV-1) untersucht und die positiven Klone, welche retrovirale
Integrationssequenzen enthielten, je nach Orientierung des Inserts mit pCRIl spezifischen Primern
sequenziert. Nach der Analyse der Sequenzen folgte die Lokalisation der Integrationstellen im humanen
Genom und die bioinformatische Auswertung der Daten.
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3.1.1 Retrovirale Vektoren und Transduktion von Zielzellen

Fur die Klonierung und Analyse von integrierten proviralen Sequenzen, wurde die humane
293-Zellinie mit PFV-, HIV-1 und MLV-basierenden Vektoren (siche Abb. 14) nach der in
Kapitel 2.6 beschriebenen Methoden transduziert. Die Produktion der hierflir bendtigten
retroviralen Viruspartikel erfolgte durch eine Calciumphophat-Transfektion von 293T-Zellen.
Nach Kotransfektion der Zellen mit den Komponenten der Vektorsysteme wurde nach 24h
mit Natriumbutyrat induziert und nach 48h die Viruspartikel aus dem zellfreien Uberstand
geerntet. Der Uberstand wurde nicht eingefroren, sondern in unterschiedlichen Mengen
direkt auf 2x10° zuvor (ca. 2h) ausgesate 293-Zellen gegeben. Um fiir die Analyse des
PFV-Integrationsmusters eine ausreichende Anzahl an polyklonalen Integrationsstellen zu
erlangen, wurden vier unabhangige Ansatze transduziert (siehe Abb. 13 & Tab. 5;
Anatz 2-5). Zusatzlich musste sichergestellt werden, dass bei der Klonierung der RIS mittels
inverse PCR keine endogenen humanen Sequenzen durch die spezifischen Primer
amplifiziert werden und dass keine Plasmid-Kontaminationen vorhanden waren. Deshalb
wurde eine Negativkontrolle mitgefihrt in der der Vektor durch das nicht integrationsfahige
pcDNAneo-Plasmid ersetzt wurde (siehe siehe Tab. 5; Anatz 1). Nach 48h Stunden folgte
zur Ermittlung der Transduktionseffiziens eine FACS-Analyse (siehe Tab. 5) mit ca. ein
viertel der Zellen, wahrend der Rest in mittlere (70 cm?) Zellkulturflaschen berfiihrt und noch
weiter vier bis funf Tage, bis zur Isolation der genomischen DNA, kultiviert wurde
(vgl. Abb. 13). Die grof3e Deletion in pMH124 (siehe Abb. 14) inhibiert die bei Foamyviren
vorkommende intrazelluldre Retrotransposition (IRT), da von diesem Vektor kein
funktionelles FV-Gag- und Pol- Protein expremiert wird und folglich auch keine IRT
stattfinden kann (Heinkelein et al., 2000a).

Der Grund fur die zusatzliche Analyse des PFV-Integrationsmusters mit einem solchen nicht
zur IRT fahigen PFV-Vektors lag in der Uberlegung, dass, obwohl durch die Abwesenheit des
PFV-Transaktivators Tas bei FV keine Transkription von den LTRs aus stattfinden kann, es
nicht ausgeschlossen werden konnte, dass nach der Integration des Vektors in der Nahe von
humanen Transkriptionseinheiten eine IRT von PFV-basierten Vektoren, welche eine
vollstandiges gag- und pol-Gen kodieren, stattfinden kénnte. Die Einfliisse einer, wenn auch
nur hypothetisch méglichen, durch humane Transkriptionseinheiten ausgeléste IRT auf das

Integrationsmuster von FV war nicht bekannt und sollte deshalb bericksichtigt werden

90



Ergebnisse

U3EGFPNeo LTR

RUS
pMH123 cml| z ll pol l ﬂ

RUS U3EGFFPNeo LTR
Apol
MH124 CMYV |—ll I:|
P Agag

U3EGFF ALTR

ID '&D..: m

RUS
CMVI
pGJSfU 3E ,T”

pol

RUS TAEGFPNeo ALTR

pcAMS/U3EN [CMV l m
I | gag | pol |

Abb. 14: Darstellung der retroviralen Vektoren

Alle retrovirale Vektoren, die in dieser Arbeit verwendet wurden, sind replikationsinkompetent. Bis auf pMH124
besitzen alle Vektoren die zur Integration notwendigen LTRs sowie die gag- und pol-Gene in voller Lange.
pMH124 wurde in gag und pol (Agag und Apol) deletiert und ist aufgrund dessen nicht zur intrazellularen
Retrotransposition fahig (siehe Text). Alle Vektoren enthalten eine interne Markergen-Kasette, die die
Expression eines eGFP-Neo-Fusionsproteins oder nur eGFP (siehe pGJ3/U3E) durch den konstitutiv aktiven
U3-Promotor (SFFV U3) erlaubt. Alle LTRs sind entweder wie bei pGJ3/U3E und pcAMS/U3EN durch eine
Deletion in der U3-Region (ALTR) oder wie Im Falle von pMH123 und pMH124 durch die Abwesenheit des FV
Transaktivator Gens (tas) nicht aktiv. Die initiale Transkription der Vektoren wird nach der Transfektion von
293T-Zellen duch den CMV (humane cytomegalovirus enhancer / promotor) getrieben. pGJ3/U3E und
pcAMS/U3EN wurden durch die Kotransfektion mit pczZVSV-G mit dem VSV-Glycoprotein pseudotypisiert,
wahrend die Typisierung bei pMH123 und pMH124 durch pCenv1 mit den PFV-Glycoproteinen erfolgte.
pCgp1 wurde als zusatzliches Verpackungsplasmid mit pMH124 Kkotransfeziert (siehe 2.6.1);
RU5: RU5-Region der 5°LTR; RRE: rev responsive element; rev: HIV rev Gen.

Bei der Analyse der Integrationsmuster konnten jedoch keine statistisch relevanten

Unterschiede zwischen beiden Vektoren festgestellt werden, so dass im Weiteren die

Datensatze zusammen ausgewertet wurden. Im Folgenden werden die Datensatze, welche
mit dem zur IRT nicht fahigen pMH124-Vektor generiert wurden als PFV/pMH124 und die mit

dem zur IRT fahigen pMH123-Vektor als PFV/pMH123 bezeichnet.

Wie in Tab. 5 zu sehen ist, waren die Virustiter der verschiedenen Vektorsyteme nicht gleich.

pMH124 erreichte bei der Zugabe der gleichen Mengen an Virusuberstand nur ca. 1/3 der

Transduktionseffiziens von pMH123, wahrend pcAMS/U3EN noch geringere Titer aufwies
und im FACS eine durchnittliche Transduktionsrate von 9 % erzielte. pMH123 und pGJ3/U3E
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zeigten die hochsten Transduktionsraten und erreichten nahezu eine MOI 1. Die Berechnung
der MOI erfolgte nach dem in Kapitel 2.6.3 beschriebenen mathematischen Modell.

Bevor die inverse PCR und die daflr nétigen Vorschritte durchgefihrt werden konnten,
musste die genomische DNA isoliert und vermessen werden. Deren Konzentration ist

ebenfalls in Tab. 5 zusammengefasst.

Tab. 5: Transduktionseffiziens der retroviralen Vektoren

PFV/pMH123
Ansatz Neg. 2 3 4 5
Kontrolle
Uberstand 2,0 2,0 2,0 2.0 2,0
Volumen (ml)
Transduktion 0 31 40 29 33
(%)
MOI 0 0,8 1,0 0,7 0,8
Konz isolierte 0,8 1,1 1,4 0,6 0,9
genomische DNA
(ng/pl)
PFV/pMH124
Ansatz Neg. 2 3 4 5
Kontrolle
Uberstand 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Volumen (ml)
Transduktion 0 20,3 17,3 14,3 16,7
(%)
MOI 0 0,4 0,4 0,3 0,4
Konz isolierte 1,1 0,8 0,9 0,9 1,1
genomische DNA
(ng/ul)
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HIV-1
Ansatz Neg. 2 3 4 5
Kontrolle

Uberstand 2,0 3,0 3,0 3,0 2,0
Volumen (ml)

Transduktion 0 37,7 43,0 50,6 64

(%)

MOI 0 0,7 0,8 0,9 1,0
Konz isolierte 0,9 0,8 0,4 0,6 0,6
genomische DNA

(ng/pl)

MLV
Ansatz Neg. 2 3 4 5
Kontrolle

Uberstand 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Volumen (ml)

Transduktion 0 11,0 8,0 7,0 10,0

(%)

MOl 0 0,2 0,2 0,2 0,2
Konz isolierte 1,4 1,1 2,0 3,6 2,6
genomische DNA

(ng/ul)
3.1.2Inverse PCR zur Klonierung von foamyviralen

Integrationsstellen

Nach der Isolierung und Vermessung der genomischen DNA wurden nach der in Kapitel

2.6.4 beschriebenen Methode die RIS mittels inverse PCR kloniert. Wie schon in Kapitel

3.1 erwahnt sollte die PCR flr eine mdoglichst polyklonale Zusammensetzung der

amplifizierten RIS sorgen. Es galt eine minimale, aber fur die Klonierung ausreichende

Zyklenzahl festzulegen und die Generierung von so genannten ,multiplen Sequenzen® so

gering wie moglich zu halten. Deshalb wurden hierfir zunachst die optimalen PCR

Bedingungen festgelegt. Wie in Tab. 6 zusammengefasst wurden PFV-Integrationsstellen
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(PFV-IS) mit einer nested-PCR in jeweils 25 Zyklen und eine in jeweils 30 Zyklen
amplifiziert. Die Produkte jedes PCR-Schritts wurden nach dem in Abb. 13 dargestellten
Verfahren kloniert und aus jeder PCR-Reaktion nach der Sequenzierung der RIS die
Ausbeute an erhaltenen polyklonalen retroviralen Integrationsstellen miteinander
verglichen (siehe Tab. 6) Entscheidendes Kriterieum fur die Wahl der Amplifikate aus der
1.PCR (30 Zyklen) zur weiteren Klonierung war die Beobachtung, dass diese
PCR-Bedingungen die best mdgliche Ausbeute an polyklonalen Sequenzen mit proviralen
zellularen Ubergang lieferten (siehe Tab. 6). Eine nested PCR erhéhte zwar die Ausbeute
der positiven E-coli-Klone (vgl. Tab. 6: 2. PCR 25 & 30 Zyklen) minderte jedoch die
polyklonale Zusammensetzung. In den untersuchten Klonen wurden unter diesen
Bedingungen haufig auftretende identische Sequenzen (multiple Sequenzen) gefunden,
da bestimmte Amplifikate aufgrund einer effizienteren Amplifizierung wahrend der PCR im
Gemisch im Uberschuss vorhanden sind, so dass sie bevorzugt in den Vektor ligieren und
deshalb auch bevorzugt in den untersuchten Klonen zu finden sind.

Die Resultate der inverse PCR sind nachdem die Produkte der 1. und 2. PCR auf ein
1%iges Agarosegel aufgetragen wurden, in Abb. 15 fur jeden Vektor, welcher in dieser
Studie verwendet wurde, wiedergegeben. Obwohl die 2. PCR nicht zur Klonierung der
RIS diente, wurde sie trotzdem zur Detektion von méglichen Plasmid-Kontaminationen,

welche nur nach einer 2. PCR im Agarosegel erkennbar waren, durchgefuhrt.

Tab. 6: Ausbeute an klonierten retroviralen Intgrationsstellen (RIS) unter

verschiedenen PCR-Bedingungen

PCR Positive E-coli Klone | Klone mit RIS
25 Zyklen 1.PCR 61% (27/44) 29% (13/44)
25 Zyklen 2.PCR 78% (11/14) 64% (9/14)
30 Zyklen 1.PCR 70% (115/162) 56% (91/162)
30 Zyklen 2.PCR 85% (36/42) 54% (23/42)
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Abb. 15: Nested PCR zur Klonierung der RIS

Dargestellt sind, exemplarisch fir jeden Vektor, die auf ein Agarosegel aufgetragenen Amplifikate der zur
Klonierung von RIS durchgefiihrten nested PCR, wobei nur die Produkte der 1.PCR verwendet wurden (siehe
Text fur Details). Fur jeden Vektor (A: pMH123; B: pMH124; C: pcAMS/U3EN; D: pGJ3/U3E) sind jeweils
10 pl der 1. und 2. PCR aus den vier (Spur 1-4) unahhangig durchgefiihrten Ansatzen (siehe Abb. 13)

zusammen mit zwei Negativkontrollen () auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen. Als GréRenmarker sind
AHindlll und APstl aufgetragen.
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Wie in Abb. 15 zu erkennen reicht die Sensivitdt der 1. PCR, obwohl zur weiteren
Klonierung verwendet, nicht flr eine Visualisierung der amplifizierten RIS auf
Agarosegelen aus, so dass nur zur Kontrolle flr eine erfolgreiche Amplifikation der RIS
die 2. PCR durchgeflhrt wurde. Charakteristisch fir das Bandenmuster nach der 2. PCR
sind die in der GréRenordnung von 200-1000 bp entstehenden schmierig aussehenden
DNA-Banden (siehe Abb. 15, 2. PCR: Spur 1-4), die sehr wahrscheinlich durch die
unterschiedlichen Groflen der in den klonierten RIS enthaltenen zellularen Sequenzen
hervorgerufen werden (siehe Abb. 16). Auffallend ist, dass die ampifizierten PFV-IS im
Durchschnitt gréRer waren als die HIV-1- und MLV-IS (vgl Abb. 15: A/B mit C/D).

CTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCOGCCAGTGTGCTGGAAT TCGCCCT T
pCRII-Vektor -

. GAGCAGGAGTATTTGGGTAATGAGGT TCTTCACCTCCTTCCCTGTAATACTCTCCTCCT
5LTR Primer >

TGTTTTCCCTGGTTTCTAGT[GGCAT TCCACCACACTGCAACCTOCACCTCCTGGGETCA
Ende PFVLTR zelluldre Sequenz

190 200 210 220 230

310 320 330 340 350
CTTGAACTCCTGGACTCAAGTGATTTCCCCCCTCGGCCATTGTTACTGGTCTGTAAGAA
Haelll PFV gag

360 370 380 390 400

TCATAAACATTGTATGAGGGT TTACAACTCGTTGTATTACCTCATATCTAGGTCTCTGT

Abb. 16: Sequenzierung im pCRII-TOPO-Vektor

Sequenzierung der pCRII-TOPO-Plasmide mit ligierten PFV-IS, schwarze Basen: pCRII-TOPO-Sequenz;
grUne Basen: PFV-Sequenz; rote Basen: Ende der 5'LTR und Haelll-Schnittstelle; rote Box: proviral-zellularer
Ubergang.
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Dieser Unterschied ist dadurch zu erklaren, dass unter Bertcksichtigung der Distanz der
Primer-Bindungsstellen zu den Schnittstellen der zur Fragmentierung verwendeten
Enzyme im Vektor (siehe 2.6.4), welche im PFV-Vektor entfernter lagen als bei den
HIV-1- und MLV-Vektoren, unterschiedliche mittlere Grélken der Amplifikate zu erwarten
waren. Rechnerisch ware bei der Klonierung der PFV-IS, nach Addierung der zu
erwarteten GroRe der zelluldren Sequenz (ca 250 bp) eine mittlere Bandengréf3e von
600 bp zu erwarten, wahrend bei den MLV- und HIV-1-IS eine mittlere BandengréfRe von
ca. 300 bp zu erwarten war (vgl Abb. 15; A und B mit C und D).

Die auf diese Weise klonierten RIS wurden zur Sequenzierung in den pCRII-TOPO Vektor
ligiert und je nach Orientierung des Inserts mit den im TOPO-TA-Cloning-Kit enthaltenen
Primern sequenziert. Die Resultate solch einer Sequenzierung sind in Abb. 16
exemplarisch fur die PFV-IS wiedergegeben. Fir die Auswertung wurden nur Sequenzen
verwendet, die die 5'LTR-Sequenz mit den charakteristischen Enden und den Ubergang
in die zellulare Sequenz,, welche mit der ersten Haelll (bei PFV und HIV-1) oder Nlialll
(bei MLV) -Schnittstelle endete, besitzen. Idealerweise sollte die terminierende
Restriktionsschnittstelle als Folge der inversen PCR in die viralen gag Sequenz
Ubergehen (siehe Abb. 16). In wenigen Fallen folgten nach der ersten Haelll- oder
Nlalll-Schnittstelle der zellularen Sequenz nicht wie erwartet die viralen gag Segenzen,
sondern weitere Basenfolgen humanen Ursprungs. Hierbei handelt es sich entweder um
sehr grole Fragmente, die das Resultat eines unvollstandigen Verdaus sein kdnnten oder
um nach dem Verdau entstehende rein zellulare Fragmente (siehe Abb. 10), welche sich
im Zuge der Ligation zwischen die zellulare und die virale gag Sequenz eingeschoben

haben.

Tab. 7: Anzahl der in dieser Arbeit generierten Klone mit proviralen-zellularen Ubergéngen

Virus Mini- Positive Multiple Einzigartige
Praparation Minis Sequenzen RIS
PFV (pMH123) 720 597 200 397
PFV (pMH124) 650 575 202 373
MLV 300 244 69 175
HIV-1 140 111 8 103
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Zur Auswertung wurde in solchen Fallen nur die zelluldre Sequenz, welche den wahren
proviralen zelluldren Ubergang enthielt, bis zur ersten Haelll- oder Nlalll-Schnittstelle
verwendet. Zur Beseitigung der im Zuge der PCR entstandenen multiplen Sequenzen
wurden die zelluldaren Komponenten der RIS tabellarisch erfasst und die mehrmals
vorkommenden exakt identischen Sequenzen aussortiert. Die Anzahl der in dieser Studie
generierten einzigartigen RIS sind in Tab. 7 zusammen mit der Ausbeute an positiven
Minipraparationen und der nach der Sequenzierung aussortierten multiplen Sequenzen

dargestellt.

3.2 Das Integrationsmuster von Foamyviren

3.2.1 Chromosomale Lokalisation der PFV Integrationsstellen

(PFV IS) im humanen Genom

Nach der Klonierung und Sequenzierung der PFV-, MLV- und HIV-1-Integrationsstellen
wurden die multiplen Sequenzen aussortiert und die restlichen zur 5°’LTR flankierenden
zellularen Sequenzen mit dem ,May 2004 freeze" der humanen Sequenz (NCBI35) des
»International Human genome sequencing Consortium“ mit Hilfe des BLAT Algorithmus
(Kent et al., 2002) chromosomal lokalisiert. Es wurden nur chromosomale Treffer als
gultig angesehen und zu weiteren Analysen verwendet, welche mit der ersten nach der
5°LTR folgenden zellularen Base begannen und deren Hommologien >95% betrugen. Wie
in Tab. 8 zusammengefasst ist, konnten ca. 80% der klonierten RIS im humanen Genom
lokalisiert werden. Die restlichen Sequenzen waren entweder zu kurz oder erfiillten nicht
die angeforderten Auswahlkriterien. Die Sequenzen aller im humanen Genom lokalisierten
RIS sind in der NCBI-Datenbank gespeichert (siehe 6.3; Tab. 13)

Um Aussagen uber die Signifikanz bestimmter Integrationsmuster treffen zu koénnen,
wurden zusatzlich 10 000 Integrationsstellen, welche mit Hilfe einer dem Zufallsprinzip
folgenden Computer-Simulation erstellt wurden, auf die gleiche Weise wie die RIS
untersucht. Einfachheitshalber wird dieser Datensatz in den folgenden Kapiteln als

LS-random® bezeichnet.
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Tab. 8: Anzahl an in dieser Arbeit untersuchten retroviralen Integrationsstellen

Auf Virus Anzahl an Im humanen Genom Nicht lokalisierte Ausbeute
basierter klonierten lokalisierte Integrationsstellen %
Vektor Integrationsstellen Integ rationsstellen
PFV 397 329 68 82.9
(MH123)
PFV 373 299 74 80.2
(MH124)
MLV 175 141 34 80.6
(pcAMS/U3E)
HIV-1 103 87 16 84.5
(pGJ3/U3E)

Wie in Abb. 17 B dargestellt ist, konnten bei PFV keine Vorlieben flir die Integration in
bestimmte Chromosomen festgestellt werden. Diese Aussage konnte nach einer
Normalisierung der Integrationsfrequenzen der klonierten RIS, in einzelnen humane
Chromosomen, auf die mittels den IS-random Datensatz erwartete zufallige
Integrationsfrequenz in einzelne Chromosomen getroffen werden. Die Ermittlung der
IS-random-Daten erfolgte unter Berlicksichtigung der Chromosomengréf3e und der
Annahme, dass jede Position entlang der Chromosomen mit der gleichen
Wahrscheinlichkeit Ort der Integration sein kann (siehe Abb. 17 B). HIV-1-basierte
Vektoren zeigen dagegen im Einklang mit Resultaten aus anderen Studien
(Mitchell et al., 2004) eine statistisch signifikant hohe Integrationsfrequenz in die
Chromosomen 16, 17, 19 und 22, und MLV-basierte Vektoren in Chromosom 17
(vgl Abb. 17 B). Weiterhin fallt auf, dass die Verteilung der PFV-IS entlang der
Chromosomen nicht gleichmaRig verlauft. Vielmehr ist, wie auch schon in anderen
Studien berichtet wurde (Schroder et al., 2002; Trobridge et al., 2006), eine Anhaufung
von PFV-IS in bestimmten chromosomalen Bereichen sowie eine Vermeidung bestimmter
Regionen zu beobachten (siehe Abb. 17 A). Mdgliche Grinde fur diese Unterschiede

werden in der Diskussion geliefert.
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Abb. 17:Chromosomale Verteilung der retroviralen Integrationsstellen

(A) In dieser Abbildung wird die chromosomale Verteilung der PFV-Integrationsstellen (rote Linien) entlang der
individuellen Chromosomen dargestellt. Die Abwesenheit an Integrationen in dem Y-Chromosom liegt im
weiblichen Ursprung der in dieser Arbeit verwendeten 293-Zellinie (Graham et al., 1977). (B) Dargestellt ist die
Integrationsfrequenz der PFV-, HIV-1- und MLV-Vektoren in einzelne humane Chromosomen. Die Y-Achse
stellt den Quotienten aus tatsachlich ermittelten Treffern und den IS-random-Wert (siehe Text) dar. Die rote
Linie bei 1 markiert den Wert, bei dem die tatsachlich beobachtete Integrationsfrequenz der Vektoren dem
mittels Computer-Simulation ermittelten Zufallswert gleicht. Das heil’t, dass ein Wert >1 fiir eine Bevorzugung
der Integration steht, wahrend ein Wert< 1 fiir eine Vermeidung der Integration steht.
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3.2.2 Die Integrationsfrequenz in transkribierte Regionen

Transkribierte Regionen reprasentieren etwa 1/3 (33%) des humanen Genoms
(Lander et al., 2001; Venter et al., 2001). Entgegen der Annahme, dass die retrovirale
Integration nach dem Zufallsprinzip erfolgt, so dass eine Integration in transkribierende
Regionen mit einer Wahrscheinlichkeit von ca 30% stattfinden sollte, konnte in mehreren
unabhangigen Studien gezeigt werden, dass solche Regionen von Lentiviren so wie HIV-1
oder SIV bevorzugt werden. In der ersten Studie von Schrdder et al., 2002, in der dieser
Aspekt der Integration fur Wildtyp HIV-1 und HIV-1-basierten Vektoren untersucht wurde,
befanden sich 69 % der 524 untersuchten HIV-1 Integrationsstellen in transkribierenden
Bereichen. Diese Tendenz zur bevorzugten Integration in transkribierte Regionen wurde
in der Arbeit von Wu et al., 2003, in der 379 HIV-1- und 903 MLV-Integrationsstellen
miteinander verglichen wurden, bestatigt. In dieser Studie analysierten die Autoren die
Integrationshaufigkeit von HIV-1 und MLV in so genannte RefSeg-Gene mit dem
Ergebnis, dass 58% aller untersuchten HIV-1- und 34% der MLV-Integrationen in diese

Bereiche fielen.

Tab. 9: Integration in RefSeq Gene

Virus Vektor Integration in RefSeq X’-Test
Gene (%)

PFV pMH123 27,36 0.117378
PFV pMH124 27,42 0.142372
HIV-1 pGJ3/U3E 55,17 0.000002
MLV pcAMS/U3E 41,13 0.012369
PFV (gesamt) pMH123 + pMH124 27,39 0.031902
IS random Computer-Simulation 30,99 0.446775
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Als RefSeq Gene bezeichnet man alle in der Reference Sequenz (RefSeq)-Datenbank
gesammelten Gene, welche auf der Basis von bekannten mRNAs charakterisiert sind
(Pruitt et al., 2000; Pruitt et al., 2005).

Die Praferenzen von PFV-basierten Vektoren, in transkribierte Regionen zu integrieren
wurden anhand der klonierten PFV-IS untersucht. Hierfir wurde der RefSeqg-Genkatalog
von dem UCSC ftp server (ftp://hgdownload.cse.ucsc.edu) bezogen. Die Position der dort
enthaltenen Gene wurde zunachst im humanen Genom lokalisiert und alle
Integrationsereignisse, welche zwischen dem Transkriptionsstart und Transkriptionsende
der RefSeq-Gene lagen, gezahlt. Zusatzlich wurden um einen Vergleichswert zu erhalten,
der bei einer zufalligen Integration in die RefSeq Gene zu erwarten ware, die mittels
Computer-Simulation generierten 10 000 Zufalligen Integrationsstellen (IS-random) auf

gleiche Weise analysiert.

251

2_
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Abb. 18: Die Integrationfrequenz in RefSeq-Gene

Dargestellt ist die Integrationsfrequenz aller in dieser Arbeit untersuchten RIS in RefSeg-Gene. Die Werte sind
auf die zu erwartenden IS random-Werte (siehe Text) normalisiert. Die rote Linie bei 1 markiert den Wert, bei
dem die tatsdchlich beobachtete Integrationsfrequenz der Vektoren in RefSeq-Gene dem mittels
Computer-Simulation ermittelten Zufallswert gleicht. Das heil}t, dass ein Wert >1 fiir eine Bevorzugung der
Integration und ein Wert< 1 fiir eine Vermeidung der Integration in RefSeq-Gene steht. Die PFV-Resultate
sind aus dem mit pMH123 und pMH124 ermittelten Datensatzen zusammen errechnet worden (siehe Text).

Wie in Tab. 9 zu erkennen ist, wirde man bei einer nach dem Zufallsprinzip erfolgten
Integration von Retroviren ins humane Genom genau 31% in RefSeg-Gene annehmen.
Wie zu erwarten war und wie bereits publiziert wurde (Mitchell et al., 2004; Schroder et
al., 2002), konnte die starkste Favorisierung fur die Integration in RefSeq-Gene fur HIV-1

beobachtet werden. Hier lagen 55% der 87 untersuchten HIV-1-IS in RefSeq Gene, was
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fur eine verglichen mit der zufélligen Integration nahezu 2-fach hohere
Integrationshaufigkeit steht (siehe Abb. 18). MLV zeigte in dieser Analyse ebenfalls im
Einklang vorheriger Studien (Mitchell et al., 2004; Wu et al., 2003) eine leichte bevorzugte
Integration in diese Bereiche (41%). Interessanterweise fiel auf, dass bei beiden in dieser
Arbeit klonierten PFV-Datensatzen mit den Vektoren pMH123 und pMH124 (siehe 3.1.1)
die Integrationfrequenz in RefSeq-Gene mit 27% geringer oder nahezu gleich dem
IS-random-Wert war (siehe Tab. 9 & Abb. 18), so dass bei PFV von keiner Bevorzugung
einer Integration in transkribierte Regionen gesprochen werden kann. Die Resultate
beweisen zum einen die Reproduzierbarkeit des in dieser Studie etablierten Testsystems
zur Klonierung und Auswertung der RIS, da die fur HIV-1 und MLV ermittelten Werte den
aus anderen oben zusammengefassten Studien sehr gut gleichen. Zum anderen geht aus
Tab. 9 hervor, dass, wie zu erwarten war, keine statistisch signifikanten Unterschiede
zwischen den mit pMH123 und pMH124 generierten PFV IS zu beobachten sind, so dass

fur alle folgenden Analysen beide Datensatze zusammen ausgewertet wurden.

3.2.3 Loakalisation der RIS in RefSeq Gene

Des Weiteren wurde untersucht, ob bestimmte Bereiche innerhalb der RefSeq-Gene eine
Anhaufung von proviralen Integrationsstellen aufweisen. Hierfur wurden die
RefSeq-Gene, welche nach der in Abb. 18 analysierten Fragestellung RIS enthielten, in
zehn gleich groRe Segmente aufgeteilt und die Integrationsfrequenz in jedem einzelnen
Segment gezahlt. Zur Detektierung von bevorzugten Gensegmenten folgte ebenfalls ein
Vergleich mit den IS-random-Daten, die eine zuféallige Verteilung der Integrationsstellen
innerhalb der RefSeq Gene simulieren (siehe Abb. 19). In dieser Analyse fiel auf, dass,
obwohl mit PFV-basierten Vektoren keine bevorzugte Integration in Gene zu beobachten
war (sieche Abb. 18), ca 34% (58/172) der in RefSeg-Genen identifizierten
Integrationsstellen in den ersten beiden Segmenten nahe zum Transkriptionsstart und
folglich auch in der Nahe von Promotoren zu finden waren. Das ist ein 2-fach hdherer
Wert, als der im Falle einer zufalligen Verteilung zu erwarten ware, so dass man von einer
statistisch signifikanten Bevorzugung der ersten Gensegmente sprechen kann, jedoch
reprasentieren diese nur ca. 9% (58/628) aller in dieser Studie untersuchter PFV
Integrationsstellen, wahrend es bei MLV um ca 20% (28/141) der untersuchten Klone
handelt.

Die Beobachtung, dass die ersten Segmente U(berdurchschnittlich viele integrierte

provirale Sequenzen aufwiesen, wurde zuvor auch in einer anderen Studien zur Analyse
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des MLV Integrationsmusters beobachtet (Mitchell et al., 2004) und konnte in dieser
Studie auch mit den 141 klonierten und untersuchten MLV-IS bestatigt werden. Fur MLV
ist, wie in Abb. 19 zu erkennen ist, diese Praferenz sogar noch starker, jedoch lasst sich
durch die geringe Anzahl an MLV-IS, welche in dieser Arbeit kloniert und untersucht
wurden, kein direkter Vergleich anstellen. Im Einklang mit den publizierten Daten konnte
diese Tendenz fir die Integration in die ersten Segmente von RefSeq-Genen nicht bei
HIV-1-basierten Vektoren gemacht werden. Obwohl HIV-1 die starkste Praferenz fur die
Integration in Gene aufweist, scheinen nicht die ersten Segmente, sondern die Segmente
3 und 4, die mehr in der Mitte der Gene liegen, bevorzugt zu werden (siehe Abb. 19).
Trotz der hierfir noch nicht geklarten Mechanismen scheint dieser Aspekt von
PFV-Vektoren, bevorzugt in die ersten Gensegmente zu integrieren, auf ein mit MLV

naher verwandtes Integrationsmuster hinzudeuten.

»
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RIS / IS random
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Abb. 19: Verteilung der Integrationsstellen in RefSeq Genen

Alle RefSeq-Gene, welche PFV-, HIV-1- und MLV- Integrationsstellen enthielten, wurden in zehn gleich grofie
Segmente geteilt. Die Nummerierung der Segmente erfolgte nach der Orientierung des Gens (schwarzer
Pfeil) vom Transkriptionstart (Segment 1) aufwarts bis zum Transkriptionsende (Segment 10). Die Anzahl der
Integrationen in jedem Segment wurde gezahlt und auf die mittels Computer-Simulation generierten zufalligen
IS random Werte (rote Linie) normalisiert. Ein Wert >1 steht fir eine Bevorzugung und ein Wert< 1 fiir eine
Vermeidung der jeweiligen Segmente.
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3.2.4 Entfernung der retroviralen Intetgrationsstellen zum

Transkriptionsstart bekannter Gene

Das Potential von Retroviren die Regulation von zellularen Genen, die in unmittelbarer
Nahe liegen, zu aktivieren wurde bereits in der Einleitung angesprochen. Dieser Aspekt
wird am deutlichsten, wenn unter den aktivierten Genen Proto-Onkogene oder Gene
betroffen sind, welche in der Kontrolle der Zellteilung eine aktive Rolle spielen. Eine
Aktivierung solcher Gene durch die integrierten proviralen LTR-Regionen kann die
Entstehung von Tumoren auslésen (Cuypers et al., 1984; DesGroseillers et al., 1983;
Selten et al., 1985; Tsichlis and Lazo, 1991). Obwohl solch eine Aktivierung der Gene von
integrierten Retroviren in beiden Orientierungen (Selten et al., 1984) und auch Uber eine
grofiere Distanz von bis zu 100kb ausgelést werden kann (Bartholomew and lhle, 1991;
Lazo et al., 1990), scheint es plausibel, dass eine Nahe zu zellularen Promotoren oder
anderen regulatorischen Bereichen (siehe 3.2.6) das Risiko einer Aktivierung erhdhen
kénnte (Nienhuis et al., 2006). Eine Analyse Uber die Entfernung der RIS zu
Transkriptionstartstellen (TSS) bekannter Gene kann in diesem Zusammenhang fir die
Abschatzung der Sicherheit retroviraler Vektoren von Bedeutung sein (siehe auch 1.3.3).
Die Praferenz fir MLV-basierte Vektoren bevorzugt um den TS zu integrieren, konnte in
dieser Studie mit den 141 untersuchten MLV-IS ebenfalls nachgewiesen werden. Nahezu
30% der Integrationstellen befanden sich in einer 2,5kb groRen Distanz in beiden
Orientierungen zum TS der Gene (siehe Abb. 20 B). Dabei konnten im Vergleich zur
zufalligen Integration (IS-random) ein 14-fach héherer Wert in einer Distanz von 2,5 kb
stromaufwarts der TSS und ein 10-fach héherer Wert stromabwarts der TSS beobachtet
werden, was flr eine deutliche Praferenz dieser Regionen spricht.

Die Analyse von PFV diesbezlglich zeigte ebenfalls eine leichte Praferenz zur Integration
in einer Distanz von 2,5kb von den TSS, welche jedoch mit nur ca. 8 % aller hier
untersuchten PFV-IS deutlich geringer liegen als die fur MLV (32%).

Zusammengefasst lagen im Vergleich zur Zufalligen Integration 4-mal mehr Integrationen
in einer Distanz von 2,5 kb stromaufwarts der TSS und 2,5-mal mehr in einer Distanz von
2,5 kb stromabwarts der TSS (vgl Abb. 20 A). Interessanterweise konnten bei der
Untersuchung der HIV-1-Integrationsstellen, wie bereits publiziert wurde (Mitchell et al.,
2004; Wu et al., 2003), keine solche Praferenzen beobachtet werden. Vielmehr scheint
HIV-1 aus bis jetzt ungeklarten Grinden diese Regionen zu vermeiden und bevorzugt

dagegen eine Integration in weiter vom TS entfernt positionierte Regionen.
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Abb. 20: Distanz der Integrationsstellen zum Transkriptionsstart von Genen

Dargestellt ist die Distanz der RIS vom Transkriptionsstart der Gene (roter vertikaler Pfeil). Vom TS aus
wurden die stromaufwarts und stromabwarts gelegen Sequenzen in 2,5 kb grofRe Bereiche (graue Saulen)
eingeteilt und die Anzahl an Integrationen von PFV (A), MLV (B) und HIV-1 (C) in jedem Fenster gezahlt.
Dargestellt sind Integrationen in einer Distanz von maximal 25 kb. Die Anzahl der Integrationen in jedem
Fenster wurde gezahlt und auf die mittels Computer-Simulation generierten zufélligen IS random-Werte
(schwarze Linie) normalisiert. Ein Wert >1 steht fur eine Bevorzugung und ein Wert< 1 fiir eine Vermeidung

der jeweiligen Fenster.
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3.2.5 Die Distanz von PFV Integrationsstellen zu bekannten

Oncogenen

Wie bereits in Kapitel 1.3.3 und im vorherigen Kapitel angesprochen wurde kann die
Integration von manchen Retroviren ins Wirtsgenom die Entstehung von Tumoren
verursachen. Bei einer Integration des Proviruses in der Nahe von zellularen
Proto-Onkogenen kann eine Aktivierung dieser Gene durch die Promotor/Enhancer-
Elemente, welche in den viralen LTRs vorhanden sind, zur Bildung von Tumoren fihren
(Uren et al.,, 2005). Die Integration in Tumorsupressor-Gene kann dagegen zu einer
Inaktivierung dieser Gene flhren, die ebenfalls die Bildung von Tumoren beglnstigen
kénnen (Uren et al., 2005). Tatsachlich sind viele heute bekannte Tumor induzierende
Gene durch haufig und wiederholt auftretende RIS in der Nahe von Proto-Onkogenen
identifiziert worden (Suzuki et al., 2002). Obwohl fur die Bildung von Tumoren meist
mehrere kooperierende Ereignisse erforderlich sind (Bishop, 1983; Varmus, 1984), stellt
die insertionelle Mutagenese ein fur die therapeutische Anwendung von retroviralen
Vektoren nicht zu vernachlassigendes Risiko dar.

Aufgrund der moderat vorhandenen Praferenz von FV in der Nahe der TSS von Genen zu
integrieren wurde analysiert, wie viele potentielle Proto-Onkogene sich in der Nahe der
628 untersuchten FV Integrationsstellen befanden. Hierflir wurde wie in Kapitel 2.8.2
beschrieben von der ,Gene Census“ Datenbank des Sanger Instituts die spezifischen
Daten von 346 potentiellen Proto-Onkogenen bezogen und anhand ihrer LocusLink-oder
Entrez Gene-Erkennungsnummer die Position im humanen Genom festgelegt. Alle
FV-Integrationen, die sich in Proto-Onkogenen oder in einer Distanz von 500kb zu dieser
befanden, wurden identifiziert. Zusatzlich wurde die Orientierung des integrierten
PFV-Vektors zum Leseraster der betroffenen Onkogene bestimmt. In Tab. 10 sind die
PFV-IS, die im Leseraster von Proto-Onkogenen stattfanden, aufgelistet. Insgesamt
befanden sich 1% der PFV-Integrationen (7/628) in bekannten Proto-Onkogenen. Die
Distanz zu den TSS betrug bei allen in Onkogenen befindlichen integrierten Proviren mehr
als 10 kb, wobei 4 von den 7 Integrationen in Orientierung des Leserasters sich befanden.
Das Mucin 1 (MUC1) Gen wurde hierbei 2-mal getroffen.

In Tab. 14 (siehe 6.3) sind alle in einer Distanz von bis zu 500 kb von den PFV-IS entfernt
gelegenen Proto-Onkogene zusammengefasst. 3,3 % (21 / 628) der PFV-Integrationen
befanden sich in einer Reichweite von 100 kb zu bekannten zellularen Proto-Onkogenen,
was dem nach dem Zufallprinzip erwarteten Wert von 3,2 % entspricht
(Trobridge et al., 2006).
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Tab. 10: PFV Integrationen in bekannte zelluldre Proto-Onkogene

Locus Name Gene ID Chromosom Entfernung Orientierung
zum TS (kb)
LCX leukemia-associated 80312 10g21 12065 R
protein with a CXXC
domain
GNAS guanin nucleotide 2778 20g13.2 17583 R

binding protein (G
protein), alpha
stimulating activity
polypeptide 1

PDE4DIP phosphodiesterase 4D 9659 1912 34612 R
interacting protein
(myomegalin)

BRCA2 familial breast/ovarien 675 13912 80329 F
cancer gene 2

MUC1 mucin 1, 4582 1921 174985 F
transmembrane

EGFR epidermal growth 1958 7p12.3-p12.1 232914 F
factor receptor
(erythroblastic
leukemia viral (v-erb-
b) oncogene homolog,
avian)

MUC1 mucin 1, 4582 1921 324339 F
transmembrane

(R, reverse; F, forward)

Im Bezug auf wiederholte Insertionen oder so genannte ,hotspots von FV in der Nahe
eines bestimmten Proto-Onkogens fiel die wiederholte Integration (3 mal) in einer
Reichweite von 250 kb stromaufwarts zum Transkriptionstart des EGFR-Gens (epidermal
growth factor receptor) sowie die zwei Integrationen in einer Distanz von ungefahr 150 kb
stromaufwarts vom TS des FLI1-Gens (friend leukemia virus integration 1) auf
(siehe Tab. 14).

Ob diese Integrationsereignisse das Potential besitzen, auch tatsachlich die Bildung von
Tumoren induzieren zu kdnnen, wurde in dieser Studie nicht untersucht und erfordert zur
Analyse andere Testsysteme, welche in Kapitel 4.1.5 der Diskussion angesprochen

werden.
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3.2.6 Die Integrationspraferenz in der Nahe zu CpG-reichen Inseln

So genannte CpG-reiche Inseln sind Sequenzabschnitte im Vertebratengenom, die sich
im Vergleich zu anderen Bereichen des Genoms durch einen hohen Gehalt an Guanin (G)
und Cytosin (C) und eine Anhaufungen von CpG-Dinukleotiden auszeichnen (Bird, 1986).
Das humane Genom enthalt etwa 45 000 solcher Bereiche (Antequera and Bird, 1993b),
die Uberwiegend mit dem 5°-Ende aller Haushaltsgene assoziiert sind (Gardiner-Garden
and Frommer, 1987). Neuste Studien haben gezeigt, dass ein grof3er Teil der CpG-Inseln
in der Nahe des Transkriptionsstarts (TS) der Gene zu finden ist (Yamashita et al., 2005),
wobei auch ein weiterer Teil, dessen Rolle noch nicht ausreichend geklart ist, nicht in der
Nahe des TS liegt (Larsen et al., 1992; Takai and Jones, 2002). Aufgrund der Anhaufung
von Bindestellen fur Trankriptionsfaktoren, sowie die ber DNA-Methylierung regulierte
Kontrolle der Genexpression werden CpG-reiche Inseln oft mit regulatorischen Funktionen
wahrend der Genexpression assoziiert (Antequera and Bird, 1993a), so dass
moglicherweise das Risiko zu der in Kapitel 3.2.4 beschriebenen insertionellen
Mutagenese bei einer Integration in oder in die Nahe solcher Regionen, erhdht sein
konnte. Zur Analyse Uber die Praferenzen von PFV in der Nahe zu CpG-reichen Inseln zu
integrieren wurde die CpG-Island-Annotationen von dem UCSC ftp server
(ftp://hgdownload.cse.ucsc.edu) bezogen. Alle in einer Reichweite von +/- 1kb, +/- 5kb
und +/- 10kb befindlichen PFV-, MLV- und HIV-1-IS wurden lokalisiert und mit der
erwarteten rein zufalligen Intergationsfrequenz (IS-random) in der Nahe zu CpG-reichen
Inseln verglichen.

Eine deutlich signifikante Anhaufung von MLV-Integrationen in einer Nahe von +/- 1kb zu
CpG-reichen Inseln konnte auch mit den in dieser Studie klonierten MLV-IS beobachtet
werden. MLV-Vektoren integrierten in die Nahe von CpG-reichen Inseln nahezu 12-fach
hoher (siehe Abb. 21 ) als die mittels Computer-Simulation ermittelten Zufalls-
integrationen (IS-random). Das sind ca. 30% aller hier untersuchten MLV-IS, die in einer
Distanz von +/- 1kb zu CpG-reichen Inseln liegen. Solche Praferenzen konnten mit den
HIV-1- und PFV-basierten Vektoren nicht beobachtet werden. Obwohl eine im Vergleich
zur zufalligen Integration nahezu 2-fach héhere Integrationsfrequenz in einer Distanz von
+/- 1kb ermittelt wurde, entspricht das 6,3 % aller hier untersuchten PFV-IS und 4,6 %
aller HIV-1 Integrationsstellen. Mit zunehmender Distanz nimmt im Vergleich zu den
zufalligen Integrationen die Haufigkeit an proviralen Sequenzen nicht deutlich ab, sondern
bleibt dagegen immer in der GroRenordnung von 2 Uber den zufalligen Wert.
Zusammenfassend scheinen PFV-basierte Vektoren im Vergleich zu MLV-Vektoren keine

starke Praferenz fur die Integration in der Nahe von CpG-reichen Inseln aufzuweisen und
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ahneln in dieser Hinsicht eher dem Integrationsmuster von HIV-1-basierten Vektoren.
Jedoch ist nicht auszuschlieRen, dass die Wahl des Haelll-Enzyms, welches bei der
Klonierung der PFV- und HIV-1-IS zur Fragmentierung der genomischen DNA verwendet
wurde, die Selektion von zu CpG-reichen Inseln ndher gelegenen RIS beginstigte und die
PFV-und HIV-1-Werte deswegen auch eigentlich niedriger als die hier ermittelte Werte

liegen konnten. Dieser Aspekt wird ausfuhrlich in Kapitel 4.1.3 diskutiert.
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Abb. 21: Die Entfernung der retroviralen Integrationsstellen von CpG-inseln

Dargestellt ist die Integrationsfrequenz der PFV-, HIV-1- und MLV-Vektoren in einer Distanz von +/- 1, 5 und
10kb der CpG-reichen Inseln. Die gezahlten Integrationsereignisse wurden gegen die mittels Computer-
Simulation ermittelten zufalligen Integrationsstellen (IS random; rote Linie) normalisiert. Ein Wert >1 steht fir
eine Bevorzugung und ein Wert< 1 fiir eine Vermeidung der Integration in diese Regionen.

3.2.7 Die zellulare Basenzusammensetzung an

PFV-Integrationsstellen

Schon seit der Entdeckung, dass die Integration des viralen Genoms in der der Wirtszelle
ein essentieller Schritt im Replikationszyklus von RSV ist (Varmus et al., 1973) und auch
auf andere Retroviren zutrifft (Goff, 1990; Hughes et al., 1978; Steffen and Weinberg,
1978), wurden Versuche eingeleitet, die primaren daflir erforderlichen
Nukleotid-Sequenzen zu identifizieren. Wahrend die fur die Integration erforderlichen

viralen Sequenzen, die sogenannten att-sites (eng: attachment sites), flir die meisten
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Retroviren gut untersucht und charakterisiert sind (siehe 1.3.1), konnten biochemische
in vitro-Studien zur Integration von HIV-1 kein Beweis flr ein spezifisches zellulares
Sequenzmotiv liefern (Bor et al., 1996; Pruss et al., 1994a; Pryciak et al., 1992). Vor
kurzem wurde in zwei unabhangigen Studien nach einer Analyse der zellularen Nukleotid-
Zusammensetzungen an aus mehreren Studien generierten RIS eine statistisch
signifikante Praferenz fur das Vorkommen bestimmter Nukleotide an bestimmten
Positionen festgestellt, welche eine schwache palindromische Sequenz bilden
(Holman and Coffin, 2005; Wu et al., 2005).

Zur Feststellung, ob solche Nukleotid-Praferenzen auch fur foamyvirale Integrationsstellen
charakteristisch sind, wurden die Basenzusammensetzungen in einer Distanz von 1000
Basen in beiden Orientierungen um die PFV-IS auf statistisch signifikante Abweichungen
zur allgemeinen Basenverteilung im humanen Genom untersucht. Aufgrund des hohen
Anteils der Basen Adenin (A) und Thymidin (T) gegentiber von Guanin (G) und Cytosin
(C) im humanen Genom (60% AT und 40% GC) kann rechnerisch die Wahrscheinlichkeit
fur das Auftreten der einzelnen Basen an jeder zufalligen Position auf 30 % fir A oder T
und 20% fur G oder C geschatzt werden (Wu et al., 2005). Die in dieser Studie mittels der
IS-random-Daten errechnete allgemeine Verteilung der vier Basen im humanen Genom
stimmte mit 28% fir A und T und 21% fir C und G mit der in Wu et al., 2005 geschatzten

Verteilung gut uberein.
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Abb. 22: Basenzusammmensetzung an den PFV-Integrationssstellen

Dargestellt ist die observierte Verteilung der Basen bis 10 Basen stromabwarts (-10) und 5 Basen
stromaufwarts (5) der PFV-Integrationsstellen, welche zwischen die Position -1 und 1 fallen. Ein Wert von 1
steht fir 100%. Signifikante Abweichungen von > 10% zur allgemeinen Verteilung der Basen, welche 28% /
21% |/ 21% | 28% fir A/ C / G /| T betragen, sind fur eine bevorzugte Praferenz (griin) und fir eine
Vermeidung (rot) durch farbliche Kéastchen hervorgehoben. Das graue Kastchen markiert die nach der
Integration duplizierte zelluldre Sequenz (siehe Text). Die Positionen des Strang-Transfers sind mit schwarzen
Pfeilen symbolisiert. Die rote Linie markiert die symmetrische Achse der resultierenden palindromischen
Sequenz (siehe Text).
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Wie in Abb. 22 zu erkennen ist, konnten bei der Analyse der Basenverteilungen um die
PFV-IS an Position -1 und -4 signifikanten Praferenzen fur die Nukleotide G und C und
eine Vermeidung der A- und T-Nukleotide festgestellt werden (vgl. auch Abb. 23).
Weiterhin wurden auch Praferenzen fir G an Position 1 und C an Position -5 gefunden.
Statistisch signifikante Abweichungen von der erwarteten Verteilung der Nukleotide
konnten auch von der Integrationsstelle in weiter entfernt gelegenen Positionen
nachgewiesen werden (siehe Abb. 22 und Abb. 23: Position -8 und 4). Bei naherer
Betrachtung ist ein Palindrom mit einer Sequenz von CC(A)CCN:NGG(T)NG oder
CC(A)CGN:NCG(T)NG zu erkennen, dessen Symmetrieachse (angedeuetet durch den
Doppelpunkt) in der Mitte der bei FV typischen 4 Basenpaar-Erkennungssequenz liegt,
welche wie in Kapitel 1.3.1 beschrieben nach der Integration dupliziert wird
(Enssle et al., 1999). Die eingeklammerten Basen sollen die Vermeidung von A und T an

Position -1 und -4 symbolisieren.

Neg. log,, p-value

-10 -8 -5 -7 kel & -4 -3 -2 -1 7 2 3 4 & & 7

Position der Basen

Abb. 23: Neg. logo-Werte des x2-Testes fiir die Basenzusammensetzung der
PFV-Integrationstellen

Dargestellt sind die Ergebnisse des x2-Testes zur Analyse der Signifikanz der von der erwarteten zufélligen
Basenverteilung des humanen Genoms abweichenden observierten Basenzusammensetzung an den PFV-
Integrationsstellen (vgl Abb. 22). Die y-Achse gibt die negativen logio-Werte des x2-Testes in einer Distanz
von -10 und 7 Basen zu den FV Integrationsstellen (x-Achse) wieder. Die Integration von FV féllt wie in Abb.
22 zwischen -1 und 1, wahrend die Strangtransfer-Reaktion zwischen -5 und -4 sowie -1 und 1 stattfindet.

Zusammengefasst sind, wie bereits flir andere Retroviren berichtet wurde, bestimmte
Nukleotide an den FV-Integrationsstellen zu finden, welche nahezu 2-fach haufiger, aber
auch nahezu 2-fach weniger, als nach der allgemein zufalligen Verteilung der Basen zu
erwarten ware, vorgekommen. Diese signifikanten Abweichungen normalisieren sich

jedoch in Distanzen von mehr als 10 Basen (siehe Abb. 24), so dass angenommen
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werden kann, dass bestimmte Basenzusammensetzungen zum Teil die foamyvirale

Integration begunstigen. Interessanterweise sind die starksten Abweichungen von der

erwarteten allgemeinen Basenverteilung an den Positionen zu finden, an denen die

Strangtransfer-Reaktion stattfindet (siehe Abb. 22).
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Abb. 24: Basenzusammensetzung der PFV-Integrationsstellen

Dargestellt ist der Quotient der beobachteten Basenzusammensetzung an den PFV-IS und der mittels
Computer-Simulation erhaltenen zufélligen Verteilungen der Basen im humanen Genom (y-Achse). Ein Wert
>1 steht fiir eine Bevorzugung und ein Wert< 1 fiir eine Vermeidung bestimmter Basen an dieser Position. Die
x-Achse gibt die Position in Distanz zum Ort der PFV Integration, welche zwischen -1 und 0 fallt, wieder.
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3.3 Identifikation PFV-Integrase-interagierender

zellularer Proteine

In Kapitel 1.3.2 wurde die Rolle von zellularen Proteinen, welche durch eine Interaktion
mit der retroviralen Integrase (IN) als Kofaktoren der Integrationsreaktion agieren kénnen,
ausfihrlich zusammengefasst.

Der erste kritische Schritt in der Analyse der Funktion solcher Kofaktoren ist die Suche
nach zellularen Proteinen, welche mit den IN-Proteinen interagieren. Vieler solcher
zellularen Proteine wurden bis jetzt mit Yeast-two-hybrid oder Ko-Immunprazipation
Methoden identifiziert (Engelman, 2003; Turlure et al., 2004).

In dieser Studie wurden neben den Analysen zum Integrationsmuster von PFV-basierten
Vektoren im humanen Genom (siehe 3.2) zellulare Proteine identifiziert, welche mit der
PFV-IN interagieren.

Die Methode, die hierfliir angewandt wurde, basierte auf der von Cherepanov et al., 2003
beschriebene Vorgehensweise. Zunachst wurden mittels retroviralem Gentransfer
humane Zellen generiert, die stabil die PFV-IN expremieren, welche C-terminal mit einem
FLAG-tag fusioniert ist (INC-Flag). Diese Zellen dienten in darauf folgenden
Pull-Down-Experimenten durch die Immunprazipation von INC-Flag mit dem
ANTI-FLAG® M2 Affinity Gel-Kit, die im Folgenden als FLAG-Beads bezeichnet werden,

zur Suche nach mit der PFV-IN interagierenden humanen zelluldren Proteinen.

3.3.1 Expression von PFV Integrase in humanen Zellen

Die stabile Expression von PFV-INC-Flag in humanen Zellen wurde durch die Nutzung
eines retroviralen Vektors bewerkstelligt. Hierflir wurde zunachst der auf MLV-basierte
Vektor pczCFG/IEGZ modifiziert. In die EcoRI-und BamHI-Schnittstellen erfolgte die
Klonierung einer Oligonukleotide-Kassette, welche eine FLAG-Peptid kodierende

Sequenz sowie zusatzlich eine MCS (Multi Cloning site) enthielt.
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Mil Rl Ecod7ll
aattc‘écgcg‘tcgchc_ftccgacqagc‘qct
k\ Sacl /
G IRES EGFP Zeo LTR

RUS MCS  FLAG 1an
recroreczenes jonfl_____ s~y [l [T

RUS IRES EGFP Zeo LTR
ATG PFVIN FLAG
pczCFGIEGZINflag (CMV Il | | R

Abb. 25: Retroviraler Vektor zur stabilen PFV-IN-Expression in humanen Zellen

Der LTR getriebene auf MLV-basierte Vektor pzcCFG/IEGZ/C-flag enthielt neben der Flag kodierenden
Sequenz, welche mit einer Terminationssequenz (TAA) endete, eine zusatzlich ,multi cloning site“ (MCS). In
dem pzcCFG/IEGZ/INflag-Vektor wurde die PFV-IN mit Rsrll und Eco47lll in frame mit der C-terminal
positionierten FLAG-Sequenz kloniert (siehe Text). Der Vektor enthélt eine interne eGFP/Zeozin-Markergen-
Kassette, welche nach der IRES (internal ribosomal entry site) positioniert ist. Die Transkription der Vektoren
wird bei der Transfektion durch den humanen Cytomegalovirus Promotor (CMV) getrieben; RU5: RU5-Region
der 5’LTR; ATG: Startcodon; LTR: long terminal repeat.

Die Oligonukleotid-Kassette wurde zur C-terminalen Fusion der FLAG-Peptide-Sequenz
mit der IN konstruiert, so dass zur Termination des resultierenden Fusionsproteins ein
terminales Stopcodon (TAA) am 3'-Ende eingefugt wurde (siehe Abb. 25,
pczCFG/IEGZ/C-flag). Zur Klonierung der IN mittels PCR wurde das PFV-Provirus
pcHSRV2 (Moebes et al., 1997) als Matrize verwendet. Die PCR erfolgte unter
Standardbedingungen mit den Primern #4013 und #4014. Der Primer #4013 flgte mittels
Primermutagenese eine Rsrll-Schnittstelle, eine flr die richtige Nutzung des
ATG-Startcodons notwendige Kosak Sequenz (Kozak, 1986) sowie das Startcodon (ATG)
am 5°-Ende der ersten Aminosaure (AS) von PFV-IN ein. Der Primer #4014 wurde so
konstruiert, das das am 3’-Ende im pcHSRV2-Provirus enthaltene Stopcodon gegen eine
Eco47lll-Schnittstelle ausgetauscht wurde. Nach Aufreinigung der amplizierten
IN-Sequenz mit Hilfe des PCR-Purification-Kits (Quiagen) erfolgte ein Verdau mit Rsrll
und Eco47Ill mit anschlieBender Aufreinigung Uber ein Agarosegel. Die PFV IN wurde
nun in den ebenfalls mit Rsrll und Eco47Ill verdauten, dephosphorylierten
pczCFG/IEGZ/C-flag-Vektor ,in frame* mit dem C-terminalen FLAG-tag gesetzt
(siehe Abb. 25, pczCFG/IEGZ/INC-flag). Zur Produktion von viralen Partikeln wurden
zunachst 293T-Zellen mit dem Vektor zusammen mit pHIT60 und pczVSV-G mittels
Polyethylenimin kotransfiziert. Nach 24h folgte eine Induktion mit Natriumbutyrat und nach

48h konnten die Viruspartikel aus dem zellfreien Uberstand geerntet werden. Zur
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Transduktion wurden 2x10* HT1080-Zellen in einer 12-well Zellkulturplatte in zwei
Anséatzen ausgesat und jeweils 1 ml des zellfreien Uberstands aus der Transfektion
hinzugegeben. Nach 48h wurden im FACS 20% der transduzierten Zellen als
eGFP-positiv identifiziert (Daten nicht gezeigt). Die transduzierten Zellen sollten jedoch
mdglichst alle mindestens eine Vektorkopie enthalten, so dass die erfolgreich
transduzierten Zellen hierflir mit Zeozin selektioniert wurden. Nach 72h wurde mit FACS

die Effizienz der Selektion Uberpriift.

NK IN

anti-PFV IN (3E11) L. al

anti-Flag (M2) -

Abb. 26: Western Blot von PFV IN expremierenden Zellen zum Nachweis der IN Expression

Der Western Blot zum Nachweis der IN-Expression mit normalen HT1080 Zellen (NK) und IN-expremierenden
HT1080 Zellen (IN) mit PFV IN spezifischen (E311) und Flag (M2) spezifischen Antikdrpern.

Nach der Selektion waren 99% der Zellen eGFP positiv, so dass alle Zellen mindestens
eine Kopie des IN expremierenden Vektors enthielten.

Eine stabile Expression des IN-Proteins konnte im Western Blot mit monoklonalen
IN (E311)- und FLAG (M2)-Antkérpern nachgewiesen werden. Wie in Abb. 26 zu
erkennen ist, ist ein Nachweis des C-terminal mit dem FLAG-Peptide fusionierten
PFV IN-Proteins mit beiden Anikdrpern maoglich. Die Expression ist stabil und konnte auch

noch nach einem Jahr nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).
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3.3.2 Aufreinigung der PFV-Integrase

Die durch retroviralem Gentransfer generierten humanen HT1080-Zellen, welche stabil
C-terminal mit FLAG fusionierte PFV IN Proteine expremieren und einfachheitshalber im
folgenden als HT1080/INC-Flag-Zellen bezeichnet werden, wurden in Pull-Down-
Experimenten zur Suche von interagierenden zelluldren Proteinen verwendet. Hierfur
musste zunachst Uberprift werden ob die IN dber die C-terminal fusionierte
FLAG-Sequenz sich mit Hilfe von so genannten FLAG-Beads aufreinigen lasst. Zudem
mussten die Bedingungen der Aufreinigung, bevor die Pull-down-Experimente gestartet
werden konnten, optimiert werden.

Die PFV-IN besitzt wie alle anderen retrovirale Integrase Proteine ein Kern-Lokalisations

Signal, so dass die IN Uiberwiegend im Zellkern vorhanden ist (Imrich et al., 2000).

100CSK 400CSK

NK IN NK IN

WB anti-PFV IN (E311)

Abb. 27: Western Blot von 100 und 400CSK Lysaten mit IN spezifischen Antikérpern

Western Blot mit PFV I- spezifischen monoklonalen Antikérper (E311). Aufgetragen sind 50ul der 100CSK-
und 400CSK-Lysate (siehe Text) aus normalen HT1080-Zellen (NK) und HT1080/INC-Flag-Zellen (IN).

Um die native Struktur der PFV-IN beizubehalten und gleichzeitig die im Kern lokalisierte
IN-Fraktion isolieren zu kénnen, wurden die HT1080/INC-Flag-Zellen zusammen mit
normalen HT1080-Zellen, welche als Negativkontrolle dienten, nach Cherepanov et al.,
2003 mit einem modifizierten CSK-Puffer, der einmal 100mM (100CSK) und einmal
400mM (400CSK) NaCl enthielt, lysiert. Hierfir wurden die Zellen zunachst mit
100CSK-Puffer, dem 0,5% NP-40 zugesetzt wurde, lysiert. Unter diesen Bedingungen
wird durch NP-40 die Zell- und Kernmembran permeablisiert, so dass neben der
cytoplasmatischen auch die Kernfraktion im Lysat vorhanden ist. Wie in Abb. 27 zu

erkennen ist, konnte bei der Lyse mit dem 100CSK-Puffer und einer anschlieRenden
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Zentrifugation zum abtrennen der restlichen Zellkerne ein groBer Teil der
INC-Flag-Proteine im Uberstand gelést und im Western Blot mit PFV-IN-spezifischen
Antikorpern (E311) nachgewiesen werden. Eine erneute Lyse der pelletierten Zellkerne
mit dem 400CSK-Puffer zeigte jedoch, dass &hnlich wie bei dem HIV-1-IN-Protein
(Cherepanov et al., 2003) eine nahezu gleiche Menge an INC-Flag-Proteinen nach der
Lyse mit 100CSK-Puffer noch mit unléslichen nuklearen Strukturen assoziiert war, welche
durch eine erneute Lyse mit den héheren Salzkonzentrationen des 400CSK-Puffers gelost
werden konnte. Beide Zellysate, die aufgrund der verschiedenen Salzkonzentration im
Folgenden als 100CSK-Lysate und 400CSK-Lysate bezeichnet werden, wurden zur
Aufreinigung der rekombinanten PFV-IN lber Nacht mit 20ul Flag-beads bei 4°C auf dem
Rad inkubiert. AnschlieBend wurden die an den Flag-beads gebundenen
INC-Flag-Proteine zur Beseitigung von unspezifischen Protein-Protein-Interaktionen 3-mal
mit jeweils 1ml 400CSK Puffer, gewaschen. Der Uberstand aus jedem Waschvorgang
wurde aufgehoben und zum Auftragen auf SDS-Gele in einem 1:1 Verhaltnis mit
2xPPP-Puffer gemischt. In Abb. 28 ist das Ergebnis einer Aufreinigung (Spur 3 und 4) und
der Eluation der an den Flag-Beads-gebundenen INC-Flag-Proteins (Spur 5 und 6) aus
den 100CSK Lysaten exemplarisch wiedergegeben. Wie nach der Silberfarbung der
SDS-Gele zu erkennen ist, konnten unter den in mehreren Versuchen optimierten
Bedingungen die rekombinanten PFV INC-Flag-Proteine mit Flag-Beads effizient
aufgereinigt werden (siehe Spur 4). Vor der Elution der INC-Flag-Proteine durch die
Zugabe von Flag-Peptide waren im Gel zwei dicke und zwei diinnere Proteinbanden zu

erkennen, welche in der NK auch vorhanden waren (vgl Spur 3 und 4).

Abb. 28: Aufreinigung von INC-Flag

kD
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Die dickeren Banden sind Komponenten der Flag-Beads, welche mit dem im Western Blot
eingesetzten sekundaren Antikdrper nachweisbar sind, und zeigen das quantitativ die
gleichen Mengen an Beads eingesetzt wurden, wahrend die zwei dinneren Banden
wahrscheinlich unspezifisch gebundene Proteine reprasentieren, welche durch die
Waschbedingungen nicht beseitigt worden sind. Nach der Eluation dagegen war im Silber
gefarbten SDS-Gel neben einer sehr schwachen Bande bei ungefahr 70 kD nur das
gereinigte INC-flag Fusionsprotein zu erkennen (vgl Spur 6), welches fiir biochemische
Analysen zur Funktion des auf dieser Weise eukaryotisch expremierten rekombinanten

PFV IN-Proteins verwendet werden kann.

3.3.3 Identifikation von zellularen Proteinen, die mit der PFV-

Integrase interagieren

Zur Suche nach mit der PFV IN wechselwirkenden zellularen Proteinen wurden zwei
Strategien verfolgt. Zum einen wurde das in HT1080-Zellen stabil expremierte INC-Flag
Protein zunachst wie in Kapitel 3.3.2 beschrieben mit Flag-Beads aufgereinigt und erneut,
noch immer an den Beads gebunden, mit Kernextrakten aus Hela-Zellen, zur Identifikation
von spezifischen Protein-Interaktionen inkubiert (vgl. Abb. 29A) und zum anderen wurden
Protein-Interaktionen durch Ko-Immunprazipation direkt aus den CSK-Lysaten ohne
Zugabe des Kernextraktes nachgewiesen (vgl. Abb. 29B). Die erste Methode ahnelt sehr
den klassichen Pull-down-Experimenten, auller dass hier die Isolierung der Koder-
Proteine -in diesem Fall PFV-INC-Flag- nicht tGber Chromatographie-Saulen, sondern
direkt in Lésung durch die Verwendung des ANTI-FLAG® M2 Affinity Gel-Kit iber ANTI-
FLAG M2 monoklonale Antikorper, welche kovalent an Agarose gebunden sind, erfolgt.

In Abb. 30 ist exemplarisch das Ergebnis eines Pull-Down Experiments gezeigt, welches
nach der in Kapitel 2.5.5 beschriebenen Methoden durchgeflihrt wurde (siehe auch
Abb. 29A). Im silbergefarbten SDS-Gel konnten nach einer initalen Aufreinigung des
INC-Flag-Proteins (siehe Abb. 30, Spur 5 und 6) und Zugabe von 200ug Kernextrakt aus
Hela-Zellen nach dem Waschen der Beads (3x mit 0,1% NP-40 100CSK-Puffer) zur
Entfernung von unspezifischen Protein-Protein-Interaktionen vier Proteinbanden in der
INC-Flag-haltigen Probe erkannt werden (siehe Abb. 30, rote Pfeile A-D), welche in der
Negativkontrolle nicht vorhanden waren (vgl. Abb. 30, Spur 7 und 8). Bei diesen Proteinen

handelt es sich um potentielle mit der PFV IN interagierende zellulare Proteine.
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Abb. 29: Eperimentelles Modell zur Identifikation von mit der PFV IN interagierenden
zelluldren Proteinen

(A) Pull-Down von zelluldren Interaktionspartner der PFV IN. (B) Ko-Immunpréazipation von zelluldren mit der
PFV IN interagierenden Proteinen; roter Kreis: Flag-Beads; griiner Kreis: INC-Flag; weilRe Rechtecke: nicht
mit INC-Flag interagierende zellulare Proteine; graue Rechtecke: mit INC-Flag interagierende zellulare
Proteine

Zur ldentifizierung der interagierenden Proteine wurde der Rest der Proben aus Spur 7
und 8 in der Arbeitsgruppe von Prof. Albert Sickmann am Rudolph-Virchow Zentrum
Wirzburg erneut auf ein SDS-Gel aufgetragen, die zu analysierenden Proben aus dem
Gel ausgeschnitten und mittels Maldi-Tof-Massenspektrometrie untersucht. Eine fir die
Identifizierung ausreichende Menge an Protein war nur fir die Proteinbanden B und C
(siehe Abb. 30) gegeben. Die mittels Maldi-Tof-Massenspektrometrie identifizierten
Proteine sind in Tab. 11 wiedergegeben. Deren Funktion und Spekulationen Uber ihre
Rolle als Kofaktoren der PFV Integration werden in Kapitel 4.2 der Diskussion behandelt.

Nachdem in den oben beschriebenen Pull-Down-Experimenten wiederholt die mittels
Massenspektrometrie identifizierten potentiellen mit der PFV-IN-interagierenden zellularen
Proteine ADAR1 und NF90 detektiert werden konnten, sollten die Interaktionen, im Falle
einer spezifischen Interaktionen, mittels direkter Ko-Immunprazipation durch den ANTI-
FLAG-M2-monoklonalen Antikérper ohne Zugabe von Kernextrakten ebenfalls

nachweisbar sein (siehe Abb. 29B).
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Abb. 30: Pull-Down zur Identifikation von mit PFV-IN interagierenden zelluldren Proteinen

Silbergefarbtes SDS-Gel des Pull-Down-Experiments. Die Spuren 2-6 stellen die initialen Aufreinigung von
INC-Flag (Spur 6) zusammen mit der Negativkontrolle (Spur 5) und den Uberstdnden der Waschschritte 1-3
dar (Spur 2: 1. Waschschritt; Spur 3: 2. Waschschritt; Spur 4: 3. Waschschritt) dar. Die Spuren 7 und 8 geben
die Ergebnisse der zweiten Aufreinigung des INC-Flag-Proteins (Spur 7) zusammen mit der Negativkontrolle
(Spur 8) nach Zugabe von 200ug Kernxtrakt wieder. Spur 9: Der Uberstand aus dem ersten Waschschritt
nach Zugabe von Kernextrakt; Spur 1: Proteinmarker in kD. Rote Pfeile markieren die Proteinbanden aus
Spur 7, die mit dem INC-Flag-Protein koimmunpréazipiert wurden.

Tab. 11: Maldi-Tof-Massenspektrometrie der mit der PFV IN interagierenden Proteine

cells 90kD (NF90)

Proteinbande Name Nummer | Molekulare Masse
(Abb 21; Spur 7) (kD)
B double-stranded RNA-specific | P55265 137
adenosin deaminase (DSRAD)
ADAR1
C nuclear factor of activated T- | Q12906 95
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HierfGr wurden die gleichen oben beschriebenen 100CSK-Zellysate verwendet. 1ml der
HT1080- und HT1080/INC-Flag-Lysate wurde mit 20yl FLAG-beads auf dem Rad bei 4°C
Uber Nacht inkubiert, 3-mal mit 1ml 0,1% NP-40 100CSK-Puffer gewaschen, in 100pl
2xPPP aufgenommen, fir 5 min bei 95°C gekocht und jeweils 30ul auf ein SDS-Gel
aufgetragen. Es folgte eine Silberfarbung der SDS-Gele sowie ein Western Blot mit
NF90-spezifischen Antikérpern (a-DRBP76). Die Ergebnisse einer solchen
Ko-Immunprazipation sind in Abb. 31 zu sehen. Nach der Silberfarbung der SDS-Gele
fielen, obwohl unter diesen Bedingungen deutlich mehr unspezifisch gebundene Proteine
zu sehen waren zwei Proteinbanden auf, welche in der Negativkontrolle nicht zu finden
waren. Laut ihrer molekularen GroRe standen die Proteinbanden in guter
Ubereinstimmung mit den in Pull-Down-Experimenten identifizierten Proteine (siehe Abb.
31B). Ein zusatzlicher Western Blot mit NF90-spezifischen Antikdrpern brachte den
Beweis, dass tatsachlich das NF90-Protein mit PFV-IN immunprazipiert wurde (siehe Abb.
31A, Spur 5). Ein Western Blot mit DSRAD spezifischen Antikorpern wurde nicht
durchgeflhrt.

< DSRAD

< NF90

< N

Abb. 31: Ko-Immunprazipation von NF90 und DSRAD mit Flag spezifischen Antikorpern

(A) Immunpréazipation von PFV IN mit ANTI-Flag M2 Antikérper und Western Blot mit NF90-spezifischem
Antikdrper (DRBP76). Spur 1: Lysate von HT1080-Zellen; Spur 2: Lysate von HT1080/INC-Flag-Zellen; Spur
3: Uberstand aus dem 1. Waschschritt; Spur 4: Immunprézipation der HT1080-Lysate; Spur 5:
Immunprazipation der HT1080/INC-Flag-Lysate. (B) Silberfarbung der Immunprazipation, Spur 1:
Immunprazipation der HT1080-Lysate; Spur 2: Immunprazipation der HT1080/INC-Flag-Lysate. (B)
Silbergefarbtes SDS-Gel des gleichen Experiments. Spur 1: Immunprazipation der HT1080-Lysate; Spur 2:
Immunprazipation der HT1080/INC-Flag-Lysate
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3.3.4 Untersuchungen uber die Funktion der mit PFV-Integrase

interagierenden zellularen Proteinen

Um eine mdgliche Funktion der in Pull-Down-Experimenten identifizierten mit dem PFV
IN-Protein interagierenden Proteine NF90 und ADAR1 (siehe Tab. 11) im
Replikationszyklus von FV oder wahrend der Integrationsreaktion genauer zu
untersuchen, wurde versucht, tber die siRNA-Technologie eine Senkung in der zellularen
Expression beider Proteine zu bewirken, um so einen mdglichen Einfluss auf die
FV-Replikation oder Integration zu analysieren. Wie in Kapitel 2.7 ausfihrlich beschrieben
wurde die Expression von NF90-und ADAR1-spezifischen siRNAs mittels speziell hierfur
entwickelten lentiviral basierten Vektoren bewerkstelligt in die siRNA Sequenzen fiir beide
Proteine in unabhangigen Konstrukten eingefiihrt wurden. Nach der Trennung der
erfolgreich transduzierten Zellen im Zellsorter (mit freundlicher Unterstiizung von Christian
Linden im eigenen Haus durchgefihrt), folgte nach der Lyse der siRNA expremierenden
Zellen sowie der nicht siRNA-expremierenden Zellen, ein Western Blot zur Quantifizierung
der Proteine. Hierfir wurden gleiche Zellzahlen Ilysiert und die gleiche
Proteinkonzentration aufgetragen. Ein Western Blot wurde im Rahmen dieser Arbeit nur
fur NFO0 durchgefiihrt und nicht fir ADAR1. Wie in Abb. 32 zu erkennen ist, konnte mit
einen der 3 untersuchten Klone (siehe Abb. 32; Spur 2) eine im Vergleich zu den nicht
transduzierten Zellen (siehe Abb. 32; Spur 1) geringere NF90-Konzentration festgestellt
werden, welche vermutlich durch die siRNA-Sequenzen ausgeldst wurde. Eine im
Western Blot zusatzliche detektierbare unspezifische Bande, welche mit dem
NF90-spezifischen polyklonalen Antikérper nachweisbar war, kann in diesem Fall zur
Kontolle Uber den Einsatz von vergleichbaren Mengen an Zell-Lysaten dienen (siehe Abb.
32; Kontrolle). Trotzt der Herunterregulierung von NF90 erwies sich jedoch eine weitere
Arbeit zur Untersuchung mdglicher Funktionen wahrend der Integrationsreaktion von FV,
mit diesen Zellen als schwierig, da als Folge der Senkung von NF90 oder anderen uns
unbekannten Grunden, die Wachstumsrate der siRNA-behandelten Zellen im Vergleich zu
normalen Zellen drastisch gesenkt wurde. Unter diesen Bedingungen konnte kein
Vergleich Uber die Integrationseffiziens oder Replikationsfahigkeit von FV zwischen
normalen Zellen und Zellen, welche NF9O0 in geringeren Mengen expremieren, angestellt

werden (siehe 4.2)
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Abb. 32: Western Blot zur Quantifizierung von NF90 nach der Anwendung von
NF90-spezifischen siRNAs

Western Blot mit NF90-spezifischen Antikorper (a-DRBP76; siehe 2.1.6) von Lysaten aus normalen HT1080-
Zellen (Spur 1) und Zellen, welche mit lentiviralen Vektoren die gegen NF90-gerichtete siRNAs expremieren
(Spur 2-4). Bei den Lysaten aus Spur 2-4 handelt es sich um Zellen die mit unterschiedlichen lentiviralen
Vektoren transduziert wurden, welche die identische siRNA Sequenz enthalten sollten, aber aufgrund von
Sekundarstrukturen, die von den speziell fiir die siRNA-Expression konstruierten Oligosnukleotiden verursacht
werden, nicht vollstandig sequenziert werden konnten.

Gleiche Beobachtungen wurden mit den fir ADAR1 spezifischen siRNAs gemacht.
Obwohl in diesem Fall kein Western Blot zum Nachweis einer erfolgreichen
herunterregulierung von ADAR1 gemacht wurde, konnte eine drastische Verringerung in
der Wachstumsrate der Zellen beobachtet werden, welche ahnlich wie bei NF90 keine
Analyse Uber die Funktion des Proteins erlaubten. Der EinfluR von ADAR1 an der
Regulierung des Zellzyklus wurde vor kurzem von einer anderen Arbeitgruppe ebenfalls
beschrieben (Wang et al., 2006b).

Die Funktion dieser identifizierten Proteine im Bezug auf die foamyvirale Integration und
Replikation bleibt im Unklaren und kann aufgrund der offensichtlichen Involvierung beider
Proteine an der Regulation der Zellteilung, nicht Uber die siRNA-Technik analysiert
werden. Weitere anders konstruierte Experimente sind erforderlich um eine magliche
Rolle von NF90 und ADAR1 im Replikationszyklus von Spumaviren genauer zu

charakterisieren (siehe 4.2).
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4 Diskussion

4.1 Vergleich der Retroviralen Integrationsmuster

Zur Analyse des Integrationsmusters foamyviral-basierter Vektoren wurden in dieser
Arbeit mittels inverser PCR 628 PFV-, 141 MLV- und 87 HIV-1-Integrationsstellen (IS) im
humanen Genom lokalisiert. Anhand der geringeren Anzahl an mit analysierten MLV- und
HIV-1-IS und der guten Ubereinstimmung der fir diese Viren erhaltenenen
Integrationsmuster mit zuvor von anderen Gruppen publizierten Daten (Mitchell et al.,
2004; Schroder et al., 2002; Wu et al., 2003), wird ersichtlich, dass die experimentelle
Durchfuhrung und die Methode der inversen PCR eine statistisch erwartungstreue
Evaluierung des PFV-Integrationsmusters ermoglicht haben.

Die Resultate dieser Studie zeigen, dass Foamyviren im Vergleich zu MLV und HIV-1
unterschiedliche Praferenzen fir die Integration in bestimmte chromosomale Regionen
aufweisen, die auf ein naher dem Zufall folgendem Integrationsmuster hindeuten.
Statistisch signifikante Unterschiede wurden am deutlichsten bei der Betrachtung der
Integrationsfrequenz in sogenannte RefSeg-Gene (siehe 3.2.2), der Nahe der
Integrationsstellen zu den TSS von Genen (siehe 3.2.4) und CpG-reichen Inseln (siehe
3.2.6). FV zeigen im Vergleich zu einer rein mittels Computersimulation erhaltenen
zufalligen Verteilung der IS und im Gegensatz zu HIV-1, welches signifikante Praferenzen
fur die Integration in Gene aufweist und MLV, das die Integration in der Nahe von
TSS- und CpG-reichen Inseln bevorzugt, keine Praferenz zur Integration in RefSeq-Gene
sowie keine starken Praferenzen zur Integration in der Nahe von TSS- und CpG-reichen
Inseln. Jedoch zeigt sich im Falle einer Integration in RefSeq-Gene, ahnlich wie bei MLV,
eine deutliche Praferenz fur die ersten Gensgmente, welche nédher zum TSS liegen (siehe
3.2.2). Zudem konnten bei genauerer Betrachtung der Basenzusammensetzungen an der
Zielsequenz der klonierten PFV-IS im humanen Genom, im Einklang mit bereits
bekannten Praferenzen bestimmter Basen um den IS von HIV-1 und MLV (Holman and
Coffin, 2005; Wu et al., 2005), statistisch signifikante Abweichungen von der allgemeinen
zufalligen Basenverteilung im humanen Genom festgestellt werden, die ebenfalls auf eine
Bevorzugung und Vermeidungen bestimmter Basen an der nach der Integration

duplizierten Zielsequenz des humanen Genoms hindeuten (siehe 3.2.7).
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In Tabelle 12 sind die Praferenzen zur Integration in Gene, in der Nahe zu TSS und in der
Nahe zu CpG-reichen Inseln von allen bis heute untersuchten Retroviren

zusammengefasst.

Tab. 12: Die Integrations-Prafenzen verschieder Retroviren

Virus Gene TSS CpG-reiche Referenz
Inseln
HIV + - - (Schroder et al., 2002)
(Wu et al., 2003)
SIV + - - (Hematti et al., 2004)
MLV + + + (Wu et al., 2003)

(Mitchell et al., 2004)
(Hematti et al., 2004)

ALV + - - (Narezkina et al., 2004)
ASLV + - - (Mitchell et al., 2004)
PFV - + + (Trobridge et al., 2006)
(Nowrouzi et al., 2006)
EIAV + - + (Hacker et al., 2006)
HTLV-1 + - - (Derse et al., 2007)

Im Folgenden werden die Ergebnisse, welche die oben zusammengefasste
Schlussfolgerung des PFV-Integrationsmusters im humanen Genom unterstitzen, und die
experimentelle Durchfihrung genauer diskutiert und Hypothesen geliefert, welche die

nicht zufallige und virusspezifische Verteilung der RIS (siehe Tab. 12) adressieren.

4.1.1 Die chromosomale Verteilung der Integrationsstellen

Bei der Betrachtung der Integrationsfrequenzen von PFV, MLV und HIV-1 in die einzelnen
humanen Chromosomen wird ersichtlich, dass zwischen den hier untersuchten Retroviren
unterschiedliche Praferenzen fir die Integration existieren (siehe 3.2.1; Abb. 17 B). Weder
eine karyotypische Analyse der hier verwendeteten 293-Zellinie (mit freundlicher
Unterstutzung von A. Hornig und Prof. H. H6hn), die keine auffallenden Abnormalitaten in

der Anzahl einzelner Chromosomen zeigte (Daten nicht gezeigt), noch eine Untersuchung
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Uber die Korrelation zwischen Integrationshaufigkeit und ChromosomengrofRe lieferten
Grunde, welche die beobachteten Praferenzen von HIV-1 in Chromosom 16, 17, 19 und
22 und von MLV in Chromosom 17 zu integrieren, erklaren konnten. Diese Praferenzen
von HIV-1 und MLV fir individuelle Chromosomen sind von anderen Gruppen ebenfalls
detektiert worden, wobei die Griinde hierfiir auch noch unklar sind (Mitchell et al., 2004;
Schroder et al., 2002). Wahrscheinlich spiegelt die beobachtete Verteilung der HIV-1-IS
die Praferenz von HIV-1, in Gene zu integrieren wieder, denn die signifikante
Bevorzugung individueller Chromosomen ist unabhangig von der GroRe auf die
besonders genreichen Chromosomen 16, 17, 19 und 22 beschrankt, so dass hier auch
mehr integrierte provirale Sequenzen lokalisiert sind (Mitchell et al., 2004; Schréder et al.,
2002). Fur HIV-1 ist diese Verteilung deutlich ausgepragter als fir MLV, was auch in guter
Korrelation zu den hier beobachteten Integrationsfrequenzen in RefSeq-Genen steht
(siehe 3.2.2; Tab. 9). Vermutlich ist auch aus diesem Grund nach der Analyse der PFV-IS
keine Bevorzugung von individuellen Chromosomen, welche genreich sind, detektierbar,
da PFV keine Praferenzen zur Integration in Gene aufweist (siehe 3.2.2; Abb. 18).

Eine mdgliche Rolle der intrazellularen Position der einzelnen Chromosomen im Zellkern,
welche in Abhangigkeit ihrer Gendichte, Genexpression und Grélke der Chromosomen in
einem hoch dynamischen Modell in verschiedenen Kompartimenten des Zellkerns zu
variieren scheinen (Foster and Bridger, 2005), wurde in diesem Zusammenhang ebenfalls
diskutiert (Bushman, 2003; Mitchell et al., 2004; Schroder et al., 2002). Hypothesen
diesbezlglich basieren auf der Annahme, dass die unterschiedlichen Positionen von
genreichen Chromosomen, die mehr im Zellkerninneren liegen, und genarmen
Chromosomen, welche eher in der Zellkernperipherie positioniert sind, moglicherweise
einen Einfluss auf die retrovirale Integration nehmen kdnnten. Dies wirde zumindestens
fur HIV-1 und MLV, welche im Gegensatz zu PFV Préaferenzen fur individuelle
Chromosomen besitzen, voraussetzen, dass der Kontakt der viralen DNA mit der
chromosomalen DNA auf bestimmte Kompartimente innerhalb des Zellkerns beschrankt
ist, wahrend dies fir PFV, aufgrund seiner zufalligen Verteilung innerhalb der
Chromosomen, eher unwahrscheinlich zu sein scheint. Diesbezliglich existieren bis jetzt
lediglich Spekulationen, die in komplizierten Experimenten mithilfe der FISH-Methode
(engl: ,fluoreszens in situ hybridization®), welche zur Visualisierung von integrierten
proviralen Sequenzen auf Chromosomen verwendet werden kann (Laufs et al., 2003),
eventuell adressiert werden kdnnen. Eine genauere Untersuchung zur Korrelation
zwischen dem dynamischen Modell der Chromosomen-Positionierung wahrend der
Zellteilung und den Regionen der retroviralen Integration durfte von groRem
wissenschaftlichen Wert sein und kdnnte erganzende Erklarungen zu den bei HIV-1 und

MLV beobachteten Praferenzen fir individuelle Chromosomen liefern.

127



Diskussion

Weiterhin fiel auf, dass die Verteilung der Integrationsstellen innerhalb der Chromosomen
nicht gleichmafig stattfindet. Vielmehr enthalt jedes Chromosom grofe Regionen, in den
keine provirale PFV-Sequenzen gefunden wurden, und Regionen, in den eine Anhaufung
von IS zu finden waren. Es ist nicht vollkommen auszuschliefen, dass die Wahl des
Restriktionsenzyms, welches zur inversen PCR verwendet wurde, die Klonierung der
naher zu den Restriktionsschnittstellen des Enzyms liegenden integrierten proviralen
Sequenzen begunstigt hat. In diesem Zusammenhang wirde eine eher ungleichmafige
Verteilung des Restriktionsschnittstellen eine Verzerrung der Daten verursachen, die
allerdings aufgrund der Tatsache, dass diese Beobachtungen auch fir HIV-1 gemacht
wurden (Schroéder et al., 2002) und die Wahl und der Vergleich von unterschiedlichen
verwendeten Enzymen in diesem Fall keine Ausswirkung auf die resultierenden
Integrationsmuster hatte (Mitchell et al., 2004), eher unwahrscheinlich ist. Es kann also
ausgeschlossen werden, dass solche Uber sehr grofle Distanzen (Megabasen)
vorkommenden ungleichmaBigen Verteilungen der IS durch den Verdau der genomischen
DNA verursacht werden, sondern es deutet vielmehr darauf hin, dass mdglicherweise
andere noch ungeklarte Mechanismen in der regionalen Verteilung der
Integrationsereignisse entlang der Chromosomen beteiligt sind und dass chromosomale
Regionen existieren, welche zum einen bevorzugt werden, aber auch Regionen, welche
die retrovirale Integration nicht unterstitzen. Solche Beobachtungen wurden ebenfalls in
einer anderen Studie zur Analyse des foamyviralen Integrationsmusters in HSZ gemacht
(Trobridge et al., 2006).

4.1.2 Die Integration in transkribierende Bereiche

Die Integration des Virus in die chromosomale DNA des Wirts ist wie in Kapitel 1.3 bereits
erlautert ein essentieller Schritt im Lebenzyklus der Retroviren und gewahrleistet die
produktive Expression der fir die Replikation nétigen viralen Gene. Es erscheint plausibel,
dass der Ort der Integration im Genom der Wirtszelle, besonders nach der Aufteilung des
humanen Genoms in transkriptionsférdernde und transkriptionshemmende Einheiten, die
Effektivitat der viralen Transkription beeinflusst (Lewinski et al., 2005). Nach der
eindrucksvollen Entschlisselung des menschlichen Genoms wird der prozentuale Anteil
von transkribierenden oder codierenden Regionen auf zirka 33 % und die Anzahl an
Genen auf 30 000 geschatzt (Venter et al., 2001), die in dem sogenannten RefSeq-Gen
Katalog, welcher auf der Grundlage von bekannten mRNA-Molekilen basiert, annotiert
sind (Pruitt et al., 2005). In diesem Zusammenhang ist es erstaunlich, dass, obwonhl

transkribierende Bereiche nur 1/3 des gesamten humanen Genoms umfassen, mehr als
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die Halfte der in dieser und anderen Studien klonierten HIV-1-IS in sogenannten RefSeq-
Genen zu finden waren, wahrend die Integrationsfrequenz von PFV in RefSeq-Gene
keinerlei Praferenzen aufwies und sogar, wenn auch nur schwach, unter dem nach dem
Zufallsprinzip zu erwartendem Wert lag (Abb. 18 & Tab. 9). Erganzend zum
Integrationsmuster von PFV zeigt der Avian Sarcoma Leukosis Virus (ASLV) in humanen
Zellen ebenfalls eine  &hnliche  Vermeidungen  transkribierter = Einheiten
(Mitchell et al., 2004). MLV weist auch schwache Praferenzen fur transkribierende
Regionen auf, die aber deutlich unter den Werten der Lentiviren liegen. Diese
virusspezifischen Unterschiede in der Praferenz zur Integration in transkribierende
Regionen deuten darauf hin, dass bestimmte noch nicht eindeutig geklarte Mechanismen
bei der Wahl der Selektion von retroviralen Integrationsstellen beteiligt sind, die sich von
Virus zu Virus offensichtlich unterscheiden missen und méglicherweise die evolutionare
Persistenz der verschiedenen Genera der Retroviren je nach ihren Anspriichen fordern
(Bushman, 2003). Versuche mit HIV-1-basierten Vektoren legen nahe, dass eine
schwache virale Expression mit der Integration in Regionen, die entweder genarm,
heterochromatisch oder sehr stark expremiert werden, korreliert (Lewinski et al., 2005;
Maxfield et al., 2005), so dass mdglicherweise HIV-1 und seine Praferenz in Gene zu
integrieren dem Virus eine Loésung bieten, seine Expression innerhalb der kurzen
Lebensdauer der infizierten Zellen auf Hochstleistung zu bringen (Bushman, 2003). Im
Fokus steht hier eine schnelle Replikation auf Kosten der Wirtszelle. Auf der anderen
Seite wirde eine Integration in Regionen, welche die virale Transskription hemmen und
nichtkodierend sind, vielleicht der zellularen Maschinerie am wenigsten schaden und die
Persistenz des Viruses erméglichen (Bushman, 2003; Lewinski et al., 2005). Eine
Strategie, die es den Hefe-LTR-Retrotransposons, die die Integration in genarme
Regionen favorisieren (Xie et al., 2001; Zou and Voytas, 1997), mdglicherweise
ermdglicht, in ihren sehr dicht mit kodierenden Bereichen versehenen Wirt, ohne grof3en
genetischen Schaden zu verursachen, erhalten zu bleiben (Bushman, 2003). Es ist hoch
spekulativ, und erfordert erganzende Versuche, das apathogene Verhalten der
Spumaviren und die geringe Virusreplikation in infizierten Organismen auf die hier
beobachtete geringe Praferenz, in transkribierte Regionen zu integrieren, zuriickzufihren.
Jedoch ware es interessant das Integrationsmuster von hoch transkribierten, integrierten
PFV-Sequenzen mit denen von nicht expremierenden proviralen Sequenzen nach
Lewinski et al., 2005 zu vergleichen, um die chromosomalen Regionen zu identifizieren,
welche die Replikation von FV entweder férdern oder hindern. Letzterer Punkt ist
insbesondere interessant, weil in vitro-Versuche, welche den Einfluss der Chromatin-
Struktur auf die Integration von ASV und HIV-1 untersuchten, darauf hindeuten, dass

unterschiedliche Praferenzen fir kompakte Chromatin-Strukturen vorhanden sind, die die
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Integration von HIV-1 in lockere Chromatin-Konformationen, wie sie in expremierenden
Genen zu finden sind, steuern, wahrend ASV eine kompaktere Struktur, dhnlich wie in
weniger aktiven chromosomalen Regionen, bevorzugt (Taganov et al., 2004). Es ist
allgemein akzeptiert, dass hetrochromatische Regionen eine Transkription des
integrierten Vektors beeintrachtigen, so dass Untersuchungen Uber den Aspekt der
Integration in transkriptionsfordernde und transkriptionshemmende chromosomale
Regionen und die dort vorhandenen Chromatin-Eigenschaften auch im Zusammenhang
mit der bei retroviralen Vektoren beobachteten zellularen Inaktivierung (,silencing) stehen
koénnten (Ellis, 2005). Im Verlaufe der Expandierung von transduzierten embryonalen oder
hamapoitischen Stammzellen ist eine zunehmende Inaktivierung der Vektoren beobachtet
worden, deren Ursachen dem Einfluss benachbarter chromosomaler Regionen
zugeschrieben werden, die eine Inaktivierung entweder durch DNA-Methylierung oder
durch die Hyperacetylierung der an den RIS vorhandenen, Chromatin-gebundenen
Histon-Proteine beglinstigen (Yao et al., 2004).

Unklar ist, warum sich bei genauerer Betrachtung der RIS die Verteilung der integrierten
proviralen Sequenzen unterscheidet. Bei der Einteilung der Gene in 10 gleich groRle
Segmente (siehe Abb. 19) wurden bei MLV im Gegensatz zu HIV-1 im Einklang mit
anderen Studien mehr provirale Sequenzen in den ersten beiden Gensegmenten
lokalisiert. HIV-1 favorisierte die Integration in mehr zur Mitte des Gens gelegene
Positionen, wahrend PFV ebenfalls, wenn auch deutlich niedriger als die hier klonierten
MLV-IS, eine Praferenz in die ersten Gensegmente, welche ndher zum TS der Gene
lagen zeigte. Vereinfacht lassen sich diese Beobachtungen wie folgt darstellen: Obwohl
PFV keine Praferenz fir die Integration in transkribierte Regionen aufweist, scheint es bei
einer Integration in Gene zu einer bevorzugten Insertion in Gensegmente, welche naher
zum TSS gelegen sind, zu kommen, die aber nur etwa 5 % der gesamten hier
untersuchten PFV-IS ausmachen.

Bei der Interpretation der oben zusammengefassten Daten muss klargestellt werden,
dass die hier angewandte Definition der transkribierenden Regionen sich auf die in der
RefSeq-Gen-Annotation-befindlichen potentiell transkribierenden Einheiten beschrankt
und nicht auf die zur Zeit der Integration tatsachlich aktiv transkibierten Gene. In anderen
Worten erlauben die hier zusammengefassten Ergebnisse nicht, eine Aussage Uber die
Korrelation von aktiv transkribierten Genen und foamyviralen Integrationsstellen zu
treffen. Diese Frage wurde in einer anderen im Labor von Prof. David. W. Russell an der
Universitat Washington durchgefiihrten Studie zur Analyse des PFV-Integrationsmusters
in HSZ adressiert. Hier zeigte sich im Gegensatz zu HIV-1 (Mitchell et al., 2004; Schréder
et al.,, 2002) keine Praferenz von PFV in aktiv transkribierte Gene zu integrieren

(Trobridge et al., 2006). Zu bemerken ist, dass auch in anderer Hinsicht die Ergebnisse
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bezuglich des Integrationsmusters von Spumaviren in Trobridge et al., 2006, trotz anderer
experimenteller Durchfuhrungen, mit den hier gelieferten Resultaten gut Gbereinstimmen.

Es bleibt abzuwarten, ob die bei Retroviren beobachteten unterschiedlichen Praferenzen
zur Integration in Gene und vor allem zu Integration in unterschiedliche Segmente der
Gene auf virusspezifische Interaktionen der PICs mit diversen zellularen Chromatin-
bindenden Proteinen zurlickzuflhren sind (Bushman et al., 2005; Engelman, 2005). Solch
ein Modell, in dem mittels den Spezifitdten zellularer Chromatin-bindender Proteine,
welche durch die Interaktion mit Komponenten der PICs die Selektion der RIS regulieren,
ist bei LTR-Retrotransposons der Hefe beobachtet worden (Zhu et al., 2003) und kodnnte
auch auf Retroviren zutreffen (Bushman et al., 2005; Cereseto and Giacca, 2004;
Ciuffi and Bushman, 2006). Versuche zur Suche zellularer Interaktionspartner, welche vor
allem mit der viralen Integrase interagieren, und die Evaluierung ihrer Funktionen sollte

Klarheit in dieser Frage bringen (siehe 4.2).

4.1.3 Die Integration in regulatorische Bereiche

Ein anderer Gesichtspunkt der retroviralen Integration, welcher ebenfalls zur Diversitat der
virusspezifischen retroviralen Integrationsmuster beitragt, aber vor allem fur die
Anwendung von retroviral basierten Vektoren in der somatischen Gentherapie von
Bedeutung sein durfte, betrifft die Praferenzen zur Integration in potentielle regulatorische
Bereiche des Genoms. Dieser Aspekt der Integration und das wahrscheinlich damit
verbundene erhdhte Risko zu insertionellen Mutagenese (siehe 1.3.3) ist insbesondere
nach den Nebenwirkungen bei drei von neun im Verlaufe der X-SCID-Gentheraphie-
Studie behandelten Patienten ins Rampenlicht gertckt worden (siehe 1.3.3). Im Verlaufe
dieser ansonsten erfolgreich ablaufenden klinischen Studie zur Heilung einer genetisch
vererbaren Krankheit des hamatopoitischen Systems wurde erkannt, dass in T-Zellen der
drei an Leukamie erkrankten X-SCID-Patienten provirale Integrationen des
therapeutischen, auf MLV-basierten Vektors in der Nahe des bekannten LMOZ2-Proto-
Onkogens vorhanden waren (Hacein-Bey-Abina et al., 2003). Diese Insertionen in den
retransplantierten HSZ werden zum Teil als Ursache fir die in diesen Patienten
beobachtete neoplastische Transformation angesehen (Nienhuis et al., 2006).

Kurze Zeit nach diesem flr die gentherapeutische Anwendung retroviraler Vektoren
tragischen Rickschlag konnten Prof. Shawn M. Burgess und seine Mitarbeiter am
National Institutes of Health, Bethesda, USA, zumindest fir MLV im Gegensatz zu HIV-1

Praferenzen zur Integration in der Nahe von TSS bekannter Gene und CpG-reicher Inseln
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zeigen (Wu et al., 2003), was moglicherweise fur das hohe tumorinduzierende Potential
der auf MLV-basierten Vektoren, welches auch in Maus-Modellen beobachtet wurde
(Li et al., 2002), verantwortlich ist (Nienhuis et al., 2006).

Die Ergebnisse, die hier mit den MLV- und HIV-1-IS produziert und analysiert wurden,
entsprechen trotzt der im Vergleich anderer Studien geringen Menge an analysierten
MLV- und HIV-1-IS erstaunlich genau den zuvor von anderen Gruppen publizierten
Tendenzen zur Integration von MLV in regulatorische Bereiche und die Vermeidung
dieser Bereiche fur HIV-1 (siehe Abb. 20 & Abb. 21). Dies unterstreicht zum einen die
Reproduzierbarkeit des hier, basierend auf der Klonierung der RIS mittels inverse PCR,
etablierten Testsystems und zum anderen den Ausschluss von systematischen Fehlern,
der eine Verzerrung des analysierten PFV- Integrationsmusters verursachen konnte.
Geringe Unterschiede sind nur in den absoluten Zahlen zu finden, deren mogliche
Ursachen hier angesprochen werden.

Hinsichtlich der Praferenzen von PFV, in regulatorische Bereiche zu integrieren, ist
folgende Schlussfolgerung zu ziehen: Im Vergleich zu HIV-1, welches diese Regionen
vermeidet, zeigt sich bei der Analyse des PFV-Integrationsmusters eine leichte Praferenz
zur Integration in der Nahe der TSS bekannter Gene, die aber deutlich niedriger ausfallt
als die hier fur MLV ermittelten Werte. Was die Praferenz, in der Nahe von CpG-reichen
Inseln zu integrieren, betrifft, zeigt sich ein &hnliches Bild. Hier ist zu erwahnen, dass die
Werte, die hier ermittelt wurden, im Allgemeinen fur MLV und HIV-1 nahezu zweifach
héher liegen als die zuvor in Wu., et al 2003 publizierten Daten. Zum einen kann dies an
den unterschiedlich verwendeten Annotationen des veréffentlichten humanen Genoms
(November 2002 gegen Marz 2004 Annotation), an den unterschiedlichen verwendeten
Zellinien, aber auch an der Wahl des zur Klonierung der PFV- und HIV-1 verwendeten
Restiktionsenzyms Haelll liegen, welches aufgrund seiner GGCC-Erkennungssequenz
haufiger in GC-reichen Regionen der CpG-reichen Inseln schneiden kdnnte und so
moglicherweise unerwartet eine Verzerrung der ermittelten Daten verursacht hat. Flr die
Klonierung der MLV-IS wurde jedoch ein anderes Enzym verwendet (Nlalll), das keine
GC-reichen Erkennungssequenzen besitzt, so dass hier andere unebekannte Griinde
eine Verzerrung der Daten in Richtung der Integration in der Nahe von CpG-reichen
Inseln hervorgerufen haben konnten, welche jedoch keinerlei Konsequenzen fir die
folgende Schlussfolgerung mit sich tragen: Aus den Daten wird ersichtlich, dass MLV die
Integration in der Nahe von CpG-reichen Inseln bevorzugt, wahrend PFV &hnlich wie
HIV-1, unter der Berucksichtung der hier im Vergleich anderer Studien allgemeinen
hdéheren absoluten Werte (siehe oben), keine starke Praferenzen fir diese Regionen
besitzt (siehe Abb. 21).
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Die starken Praferenzen von MLV, die im Vergleich eher schwachen Praferenzen von
PFV und die fir HIV-1 Uberhaupt nicht vohandenene Bevorzugung, in der Nahe der TSS
von Genen zu integrieren, kann ruckblickend bereits bei der Betrachtung der
Gensegment-Verteilung (siehe Abb. 19) der RIS erkannt werden. Hier zeigte sich schon
eine Praferenz von PFV und MLV, stromabwarts in der Nahe der TSS von RefSeq-Genen
zu integrieren, die allerdings flir PFV bei der Betrachtung der absoluten Zahlen der hier
lokalisierten PFV-IS gegentber MLV zu relativieren ist.

Uber die Mechanismen, die eine mégliche Erklarung fir die Praferenzen von Retroviren,
zum einen bevorzugt in regulatorische Bereiche zu integrieren und zum anderen wie im
Falle der Lentiviren diese zu vermeiden, kurieren bis jetzt nur Theorien, die erneut wie
oben bereits angesprochen auf die Rolle von zellularen Kofaktoren hindeuten, die im
Zusammenspiel mit Komponenten der retroviralen PICs die Integration in regulatorische
Regionen beglnstigen koénnen oder auch vermeiden. Mogliche Interaktionen der
MLV- Integrase mit Transkriptionsfaktoren wurden in diesem Zusammenhang diskutiert,
sind aber durch bis zum heutigen Tage fehlende experimentelle Daten schwer zu
beweisen. Interessant ist in diesem Zusammenhang das von Prof. Frederik D. Bushman
und seinen Mitarbeitern sudierte Verhalten von HIV-1-Chimeren, in denen das Integrase-
sowie das gag-Gen von MLV ersetzt wurden. Das Integrationsmuster von HIV-1 konnte in
dieser Studie statistisch signifikant und eindrucksvoll in die Richtung von MLV gelenkt
werden. Diese Beobachtung zeigt, dass allein durch die Substitution der Integrase eine
erhohte Praferenz zur Integration in regulatorische Regionen erzielt werden konnte
(Lewinski et al., 2006). Diese Resultate unterstitzen die Theorie, dass die virale
Integrase, aber auch Uberraschenderweise und unerwartet Derivate der Gag-Proteine
hdchstwahrscheinlich im Zusammenspiel spezifischer Interaktionen mit zellularen
Proteinen die Selektion der RIS mit den resultierenden virusspezifischen
Integrationsmustern bestimmen (Lewinski et al., 2006).

Was sind die Griinde und vor allem welche Konsequenzen kdnnten die in diesem und
vorherigen Kapitel beschriebenen unterschiedlichen Integrationsmuster im Bezug auf die
Replikation der Retroviren haben?

Zum einen wird ersichtlich, dass die verschiedenen Genera der Orthoretroviren und
ebenso die Familie der Spumaviren im Verlaufe ihrer Evolution unterschiedliche
Mechanismen entwickelt haben, die es ihnen ermdglichen, ihr Erbgut in verschiedene
chromosomale Regionen des Wirtes zu integrieren. Diese sind erstaunlicherweise
entgegen klassichen Annahmen nicht in allen Fallen dem Zufallsprinzip folgend und von
Virus zu Virus identisch, so dass zu Recht Fragen Uber die Rolle der Integrationsmuster
fir das Uberleben der Viren gestellt werden, die nicht leicht experimentell zu beantworten

sind und deshalb nur aus Hypothesen bestehen.
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Ein vielleicht nicht zu vernachldssigender Punkt betrifft den genauen Zeitpunkt des
nuklearen Imports und der chromosomalen Integration. Die unterschiedlichen
Zellzyklus- Abhéangigkeiten gammaretroviraler, foamyviraler und lentiviraler Vektoren
wurden bereits in der Einleitung erlautert, so dass mdglicherweise auch die Integration zu
unterschiedlichen Zeitpunkten des Zellzykluses stattfinden kdnnte. Die Fahigkeit der
Lentiviren und lentiviralen Vektoren, nicht-teilende Zellen effizient zu transduzieren
(Naldini et al., 1996b), und gleichzeitig ihre Favorisierung fir transkribierende Regionen
kédnnten mdglicherweise von unterschiedlichen chromosomalen Struktureigenschaften
wahrend unterschiedlichen Zeitpunkten der Integration herriihren, welche die bevorzugte
Integration in Gene beglnstigen (Bushman et al.,, 2005). Ein Vergleich der
Integartionsstellen HIV-1-basierter Vektoren in ruhenden Zellen und sich teilenden Zellen
erhohte in diesem Zusammenhang sogar die Favorisierung zur Integration in
transkribierte Gene, was beweist, dass in der Tat der Zellzyklus moglicherweise einen
geringen Einfluss auf die Wahl der RIS einehmen kann (Ciuffi et al., 2006). Dieser kann
aber nicht allein fir die unterschiedlich beobachteten Praferenzen zur Integration in
regulatorische Regionen verantwortlich sein.

Eine Theorie zur Erklarung fir die von MLV entwickelte Integrationsstrategie, welche
maogliche Vorteile flr die Replikation des Viruses bietet, wurde vor kurzem in sogenannten
.Promotor trapping“-Versuchen geliefert. Hier zeigte sich die Praferenz von MLV, in
Promotorndhe zu integrieren, als eine effiziente Strategie des Viruses die zellulare
Transkritionsmaschinerie zur Expression des im Vektor enthaltenenen Markergens zu
verwenden, so dass mdoglicherweise die Integration von MLV in Promotorndhe eine
Strategie darstellt, die virale Expression durch die Interaktion mit benachbarten zellularen
Einflissen zu optimieren (De Palma et al., 2005a). Dies deutet aber auch auf ein
wahrscheinlich erhdhteres Risiko zur insertionellen Mutagenese hin (siehe 4.1.5), die von
RIS, welche sich in der Nahe von zellularen Promotoren befinden, ausgeht (De Palma et
al., 2005b). Eine andere interessante Beobachtung, die vielleicht eine Erklarung fir die
bevorzugte Integration von MLV in der Nahe von CpG-reichen Inseln liefert, deutet erneut
auf eine im Laufe der Evolution entwickelte Strategie hin, welche gegen die Inaktivierung
des Vektors durch DNA-Methylierung gerichtet ist. Es ist nicht verwunderlich, dass bei
einer Praferenz zur Integration in der Nahe von TSS der Gene auch Praferenzen zur
Integration in der Nahe von CpG-reichen Inseln zu observieren sind, zumal diese
Regionen Uberwiegend am 5°-Ende von TSS zu finden sind, jedoch konnte eine
Integration in diese Regionen unerwartete Bedeutungen fiir die Expression des
integrierten Vektors haben. CpG-reiche Inseln sind normalerweise gegen die zellulare
Methylierungsmaschinerie geschiitzt und werden nur in Ausnahmefallen methyliert, was

eine Inaktivierung von benachbarten Gene zur Folge hat, die seit jlingster Zeit auf eine
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zuvor  unterschatzte  epigenetische  Regulation der  Genexpression  durch
DNA-Methylierung hindeut, was auch eine Bedeutung fir die moderne Tumorbiologie mit
sich zu tragen scheinen (Ducasse and Brown, 2006). Die Einfligung von Fragmenten aus
CpG-reichen Inseln neben den Promotoren retroviral-basierter Vektoren bewahrte,
vermutlich aufgrund der gegen DNA-Methylierung schitzenden Funktion der CpG-reichen
Inseln, den Vektor vor Inaktivierung (Hejnar et al., 2001; Williams et al., 2005). In diesem
Zusammenhang konnte eine Integration in der Nahe von CpG-reichen Inseln ebenfalls die
virale Expression von viralen Promotoren optimieren, die aufgrund haufig enthaltener
DNA-Methylierungsstellen, welche besonders bei den LTRs der Gammaretroviren zu
finden sind (Ellis, 2005), effizienter inaktiviert werden (Hejnar et al., 2001). Unterstitzend
zu dieser Hypothese ware es interessant, den Methylierungsgrad der in der Nahe der RIS
enthaltenen CpG-reichen Inseln, mittels moderner molekularbiologischer Methoden
(Dupont et al., 2004), genauer zu untersuchen.

Eine Interpretation der foamyviralen Integrationsmuster ist in diesem Zusammenhang
schwerer zu deuten, da es weder Praferenzen zur Integration in transkribierende
Bereiche, noch starke Praferenzen fiir regulatorische Regionen aufweist. Ahnlich wie
ASLV (Mitchell et al., 2004) erfolgt das foamyvirale Integrationsmuster eher nach dem
Zufallsprinzip, mit im Vergleich zu MLV Abweichungen in der Integrationsfrequenz in der
Nahe der TSS. Eine Spekulation, die auch fir ASLV getroffen wurde
(Bushman et al., 2005; Mitchell et al., 2004), deutet darauf hin, dass Retroviren, welche
ein eher zufélliges Integrationsmuster besitzen, moglicherweise eine Strategie entwickelt
haben, den Schaden im Genom der Wirtszelle so gering wie moglich zu halten. Im
Zusammenhang mit dem apathogenen Verhalten der Spumaviren und der bis jetzt weder
beim Wildtyp FV, noch bei der Anwendung PFV-basierten Vektoren in praklinischen
Modellen aufgetretene insertionelle Mutagenese klingt diese Vermutung plausibel. Zu
bemerken ist, dass das Risiko zur insertionellen Mutagenese nicht allein durch die
Integration des Vektors beginstigt wird, sondern vielmehr durch die Enhancer- und
Promotor-Elemente der viralen LTRs (Laimins et al., 1984a; Skalka et al., 1983), die sich
in Hinblick auf die insertionelle Aktivierung zellularer Gene nicht von Virus zu Virus gleich
verhalten. Zudem kann durch die Entwicklung von sogenannten SIN-Vektoren (Zufferey et
al., 1998) mit deletierten Enhancer/Promotor-Elementen der LTRs und nicht zuletzt durch
die Einfligung von sogenannten Insulator-Sequenzen (Valenzuela and Kamakaka, 2006)
in den LTRs, welche die Interaktionen des integrierten Vektors mit den benachbarten
zelluldren Transkriptionseinheiten verringern (Neff et al., 1997; Ramezani et al., 2003),
das Risiko deutlich gesenkt werden (Baum et al., 2006b).

Die hier und in anderen Studien analysierten Integrationsmuster verschiedener retroviral

basierter Vektoren zeigt zum einen in Hinsicht auf die angewandte Seite retroviraler
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Vektoren in der Gentherapie, dass das Risiko zur insertionellen Mutagenese ausgeldst
durch die Integration der Vektoren in unerwinschte chromosomale Regionen nicht fur
jedes Vektorsystem gleich sein muss, und zum anderen in rein wissenschaftlicher
Hinsicht, dass die verschiedenen Genera der Retroviren unterschiedliche Strategien
entwickelt haben ihre Integration ins Wirtsgenom zu steuern, die mdglicherweise den
genetischen Schaden fur den Wirt unterschiedlich beeinflussen. Die Evaluierung der
einzelnen Integrationsmuster im Hinblick auf die genotoxische Nebenwirkung retroviraler
Vektoren kann mit dieser Studie nicht getroffen werden und bedarf der Untersuchung von
klinisch relevanten Tiermodellen (Will et al., 2007), welche die vor kurzem enthiillten
Auswirkungen von Selektion und klonaler Dominanz vereinzelt transduzierter und
retransplantierter HSZ mit spezifischen proviralen Integrationsstellen beriicksichtigen
(Kustikova et al., 2005; Ott et al., 2006).

4.1.4 Die  Nukleotid Zusammensetzung an retroviralen

Integrationsstellen

Neben den oben zusammengefassten Ergebnissen bezlglich der Verteilung der PFV-IS
auf chromsomoler Ebene wurden zusatzlich die Basenzusammensetzungen der humanen
chromosomalen DNA, welche an den hier klonierten PFV-IS vorhanden waren, statistisch
untersucht. Im Einklang mit zuvor von anderen Gruppen durchgefiihrten Studien wurden
statistisch signifikante Abweichungen von der rein rechnerisch ermittelten, allgemeinen
zufalligen Verteilung der Nukleotide im humanen Genom an PFV-IS gefunden. Diese
Abweichungen deuten auf eine Bevorzugung, aber auch auf eine Vermeidung bestimmter
Nukleotide an bestimmten Positionen hin, die interessanterweise ahnlich wie HIV-1, MLV
und ASLV (Holman and Coffin, 2005; Wu et al.,, 2005), schwache palindromische
Sequenzmotive an den Zielstellen der PFV-Integration erkennen lassen, deren Symmetrie
in der Mitte der nach Integration dublizierten Zielsequenz zu finden ist (siehe Abb. 22).
Wie konnen diese Abweichungen hinsichtlich der in der chromosomalen DNA
stattfindenden retroviralen Integration interpretiert werden?

Zur Beantwortung dieser Frage erweist sich ein Einblick in die Struktureigenschaften der
in Nukleosomen verpackten genomischen DNA als nutzlich. Die Grundeinheit des
Chromatins setzt sich bei allen Eukaryoten aus Nucleosomen zusammen, die aus
Histon-Oktameren bestehen, welche mit ca. 147 bp der genomischen DNA umwickelt sind
und von ca. 10-50 bp Nucleosom-freien DNA-Abschnitten voneinander getrennt werden

(Richmond and Davey, 2003). Neuste Studien haben bestatigt, dass die translationale
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sowie die rotationale Positionierung der genomischen DNA in diesen Einheiten stark von
den Beugungseigenschaften der DNA-Sequenz gepragt ist (Segal et al., 2006). Die
Positionierung der DNA in den Nucleosomen bestimmt auch malgeblich, welche
Sequenzabschnitte an der kleinen und grol’en Furche der DNA-Doppelhelix an der
Oberflache der Nucleosomen vorhanden sind (Richmond and Davey, 2003). Die kleine
und die groRen Furche sind bevorzugte Orte von Protein-DNA-Interaktionen. Im Bezug
auf die Basenzusammensetzungen an den PFV-IS kdnnte mdglicherweise die
Bevorzugung und Vermeidung bestimmter Basen auf favorisierte Struktureigenschaften
der viralen Integrationsmaschinerie fir Nucleosom-gebundene genomische DNA
hindeuten, welche den komplexen Anforderungen der aufeinander abgestimmten
Integration (eng: concerted Integration) zu Recht werden (Holman and Coffin, 2005;
Wu et al., 2005).

Die in dieser und in anderen Studien anhand der enorm grof’en Anzahl an in vivo
klonierter RIS gemachten Beobachtungen erlauben, eine statistisch signifikante
Bevorzugung oder Abweichung zu detektieren, und bestatigen zugleich altere Ende der
achtziger und Anfang der neunziger Jahre publizierten Daten. Diese zum Teil mit
rekombinanten IN-Proteinen oder isolierten retroviralen PIC-Komplexen und
synthetischen Oligonukleotiden durchgeflihrte in vitro-Experimente deuteten ebenfalls auf
bestimmte integrationsfordernde Struktureigenschaften von Nucleosom-gebundener DNA
hin (Brown, 1997). Aus diesen klassischen in vito-Studien ging hervor, dass DNA, welche
in Nucleosomen verpackt ist, gegenuber sogenannter nackter, nicht mit Histonen
verpackter DNA als Integartionsziel bevorzugt wird (Pryciak et al., 1992; Pryciak and
Varmus, 1992). Zudem war eine Bevorzugung von stark verdrehter DNA, wie sie auch an
der Oberflache der Nucleosomen zu finden ist, und eine Korrelation zwischen
DNase 1-hypersensitiven Stellen und RIS (Vijaya et al., 1986) berichtet worden, die alle
durch die Basenzusammensetzung in der Sequenz der Ziel-DNA beinflusst werden
(Mller and Varmus, 1994; Pruss et al., 1994a; Pruss et al., 1994b). In diesem Modell ist
die um Nucleosomen gewundene DNA vor allem an der zur Aulienseite verdrehten
groflien Furche der DNA-Doppelhelix der retroviralen Integrationsmaschinerie zuganglich,
so dass vermutlich auch in diesen Sequenzbereichen der Strangtransfer stattfindet
(Brown, 1997). Die hier an PFV-IS detektierten Abweichungen zur allgemein zufalligen
Basenverteilung im humanen Genom resultieren nicht in sequenzspezifischen
Zielsequenzen der Integration, sondern weisen darauf hin, dass die Wahrscheinlichkeit fur
das Vorfinden bestimmter Basen in den Regionen, in denen der Strangtransfer eingeleitet
wird, erhoht ist, wahrend andere Basen an diesen Stellen eher vermieden werden. Flr die
PFV-IS zeigte sich eine statistisch signifikante Bevorzugung von Guanin und Cytosin an

den Stangtransfer-Positionen, wahrend Adenin und Thymidin hier absolut vermieden
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wurden (siehe Abb. 22 & Abb. 23). Eine mogliche Erklarung fur diese Basenmuster ist in
Wu et al.,, 2005 gegeben und deutet ebenfalls wie die alteren in vitro-Daten auf
bevorzugte strukturelle Eigenschaften der retroviralen Integrationsmaschinerie fir um
Nucleosomen gewundene DNA hin. Die Autoren ermittelten anhand der Sequenzmotive in
der Umgebung der RIS von HIV-1, SIV, MLV und ASLV in einem rein mathematischen
Modell eine Erhéhung an moglichen strukturellen Veranderungen der DNA, welche
allesamt die Verdrehung und Beugung der DNA steigerten sowie die Beschaffenheiten
der groRen und kleinen Furche der DNA-Doppelhelix fiir DNA-Protein-Interaktionen
zuganglicher machten. Vermutlich wird auch aus diesen Grinden die Integration an
solchen Sequenzmotiven bevorzugt. Diese Erkenntnisse koénnten zudem auch darauf
hindeuten, dass an bevorzugten Kontaktstellen der retroviralen Integrationsmaschinerie
mit der Ziel-DNA des Wirts, aufgrund ihrer offensichtlich erhéhten Verdrehung, mehr freie
Energie zur Vollendung der Strangtransfer-Reaktion zur Verfiigung stehen kénnte.

Die oben zusammengefassten Erkenntnisse Uber die Struktureigenschaften der
retroviralen Zielsequenzen in der genomischen DNA des Wirtes treffen, aufgrund der hier
ermittelten Bevorzugungen und Vermeidungen bestimmter Basen, sehr wahrscheinlich fir
Spumaviren auch zu und zeigen, dass neben den unterschiedlichen virusspezifischen
Integrationsmustern von Retroviren auch gemeinsame Strategien entwickelt wurden,
welche im Laufe der Evolution erhalten geblieben sind und selbst auf dhnliche Weise in
den zu Retroviren ferner verwandten mariner Transposons (Liu et al., 2005) zu finden

sind.

4.1.5 Retrovirale Integrationsmuster und ihre Bedeutung fur die

Sicherheit in der Gentherapie

Neben dem flr die virologische Gemeinde wissenschaftlichen Wert wurde die Analyse
des Integrationsmusters verschiedener retroviral basierter Vektoren vor allem hinsichtlich
des Risikopotentials zur insertionellen Mutagenese bei der somatischen Gentherapie
angeregt. Die Analyse der RIS in humanen Zellinien oder in HSZ, die in Kultur gehalten
wurden, hat zwar zum Verstandnis virusspezifischer Integrationsmuster beigetragen und
darauf hingedeutet, dass das Risikopotential verschiedener retroviraler Vektoren
hinsichtlich insertioneller Mutagenese nicht gleich zu sein scheint, kann aber die
komplexeren Mechanismen, die sich in lebenden Organismen abspielen, wie Selektion,
klonale Dominanz oder die Einflisse der verschiedenen Transgene nicht simulieren

(Baum et al., 2006a). Unter diesen Einflissen kann der Selektionsdruck, welcher auf die
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transduzierten und retransplantierten HSZ in lebenden Organismen ausgeubt wird, und
die insertionelle Aktivierung von Genen, die z.B. die Selbsterneuerungskapazitat HSZ
erhdht, eine Selektion bestimmter RIS auslésen (Nienhuis et al.,, 2006). Die
grundlegenden Unterschiede zwischen dem Integrationsmuster der Gammaretroviren
(MLV) und der Lentiviren (in diesem Fall SIV) wurden in einem klinisch relevanten
Tiermodell mit Rhesusaffen, deren Granulozyten und Lymphozyten sechs Monate bis
sechs Jahre nach Transplantation mit retroviral transduzierten CD34"-Zellen auf RIS
untersucht wurden, zwar bestatigt (Hematti et al., 2004), jedoch zeigte sich bei genauerer
Untersuchung von 22 Rhesusaffen, die zum Teil sieben Jahre zuvor mit MLV-basierten
Vektoren transduzierte und transplantierte CD34-Zellen erhalten hatten, eine
Uberraschende Beobachtung.

In den ca. 700 untersuchten gammaretroviralen 1S wurden 14 unabhangige
Integrationsereignisse im MDS1-EVI1-Locus lokalisiert, welche in 9 von 22 behandelten
Rhesusaffen vorhanden waren (Calmels et al., 2005). Die provirale Insertion in der Nahe
des MDS1-EVI1-Locuses wurde interessanterweise zuvor auch in Mausmodellen
gemacht, in der das Auftreten von klonaler Dominanz als Folge einer Promotor-
Aktivierung durch MLV-basierte = Vektoren erstmals beschrieben  wurde
(Kustikova et al., 2005). Die Wahrscheinlichkeit, 14 Integrationen in einem Locus zu
finden, wird als gering eingeschatzt (Calmels et al., 2005; Nienhuis et al., 2006), so dass
vermutlich die Integration in diesem Locus und die insertionale Aktivierung die Fitness
einer primitiven CD34*-Vorlauferzelle erhoht, die sehr wahrscheinlich zur Dominanz
dieser Klone fuhrt, ohne zwingend die Zellen zu transformieren (Kustikova et al., 2005).
Solche haufig auftretenden retroviralen Insertionsstellen, die im Englischen als ,Common
Integration sites“ oder CIS bezeichnet werden, sind schon seit langem vor allem bei
onkogenen Retroviren bekannt und in der Regel in der Nahe von Proto-Onkogenen oder
anderen den Zellzyklus regulierenden Genen zu finden (Lund et al., 2002; Rosenberg and
Jolicoeur, 1997). Bei ALV z.B. ist erforscht, dass 80% der durch den Virus induzierten
Tumore provirale Insertionen in der Nahe des bekannten c-myc-Onkogens enthalten, das
die Expression des Gens beeinflusst (Rosenberg and Jolicoeur, 1997). Die Risiken der
Proto-Onkogen-Aktivierung flr die somatische Gentheraphie mit retroviral basierten
Vektoren wurden jedoch als gering angesehen und vielleicht sogar unterschatzt
(Cornetta et al., 1991).

Die Promotor-Aktivierung von MDS1-Evil sowie von drei weiteren Genen (PRDM16 und
SETBP1) durch benachbarte provirale Sequenzen fiihrte in der klinischen Studie zur
Heilung der X-CGD-Krankheit (Stein et al., 2006) unter der Leitung von Prof. Manuel Grez
am Georg-Speyer-Haus, Frankfurt am Main, ebenfalls zur klonalen Dominanz dieser

aktvierten Klone, welche wahrscheinlich durch eine Erhéhung der
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Selbsterneuerungskapazitat einer primitiven myeloiden Vorlauferzelle verursacht wurden
(Ott et al., 2006). Dass insertionelle Mutagenese zur Fitness und unter der Bedingung des
dem Selektionsdrucks zur klonalen Dominanz bestimmter Klone beitragen kann, ist eine
neue Erkenntnis (Kustikova et al., 2005) und verkompliziert die Interpretation solcher
Ereignisse und ihre Auswirkungen fir die retrovirale Gentheraphie. In der neusten
konstruierten IDD-Datenbank (engl: Insertional dominance database) haben Prof.
Cristopher Baum und seine Mitarbeiter an der Medizinischen Hochschule in Hannover in
Kooperation mit anderen Gruppen retrovirale Insertionsstellen, welche zur klonalen
Dominanz oder Transformation beigetragen haben, gesammelt und charakterisiert
(Kustikova et al., 2007). Die Autoren schlussfolgern aus Analysen der RIS verschiedener
auf MLV-, HIV-1- und PFV-basierter Vektoren mit den in der IDD-Datenbank
gesammelten Genen, dass das Risiko zur insertionellen Mutagenese unter
Bertiicksichtigung der spezifischen Integrationsmuster, trotzt der hier und in Trobridge et
al.,, 2006 fir PFV gezeigten geringeren Integrationsfrequenz zur Nahe von TSS, die
Wabhrscheinlichkeit zur Insertion in IDD-Gene fir PFV-basierte Vektoren nur geringfiigig
gesenkt wird. Das zeigt, dass selbst bei den vermeidlich sicheren Integrationsmustern der
PFV-, aber auch HIV-1-basierten Vektoren, wenn auch geringer, trotzdem ein Restrisiko
zur zufédlligen Insertion in der N&he unerwlnschter Gene bestehen bleibt
(Kustikova et al., 2007). Die hier ermittelten PFV-IS wurden ebenfalls auf Insertionen in
der Nahe von bekannten Proto-Onkogenen, welche in der Cancer Gene Census‘-
Datenbank enthalten sind (siehe 2.8.2), mit dem Ergebnis untersucht, dass sich ca. 3 %
der PFV-Insertionen in einer Reichweite von 100 kb zu den TSS bekannter Onkogene
befanden. Potentielle ,hot spots“ der PFV-Integration wurden in einer Reichweite von 250
kb stromaufwarts zum TS des EGFR-Gens (epidermal growth factor receptor), welches
3-mal getroffen wurde, sowie zwei Integrationen in einer Distanz von ungefahr 150 kb
stromaufwarts vom TS des FLI1-Gens (friend leukemia virus integration 1) gefunden,
deren Auswirkungen im Rahmen dieser Studie nicht untersucht wurden und andere
Testsysteme (siehe unten) erfordern.

Uberraschenderweise sind die oben beschriebenen Félle klonaler Dominanz oder die
Entstehung von Tumoren seltener mit SIN-Vektoren beobachtet worden. Das Risiko zur
insertionellen Mutagenese mittels Promotor-Aktivierung kann deshalb vermutlich allein
durch die Deletion von Enhancer/Promotor-Elementen der viralen LTRs und die Nutzung
eines internen Promotors, welcher die Transkription des Transgens oder Markergens
reguliert, deutlich reduziert werden. Hier ist, wie bereits in der Einleitung angesprochen,
zu erwahnen, dass die foamyviralen LTR-Regionen in der Abwesenheit des viralen Tas-
Proteins dem SIN-Typ entsprechen und inaktiv sind. Neuste Studien mit transgenen

tumoranfalligen Mausen (eng: Tumor prone mice) deuten ebenfalls auf ein geringeres
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Risiko  zur  Proto-Onkogen-Aktivierung  mit  lentiviralen  SIN-Vektoren  hin
(Montini et al., 2006), jedoch konnte in einer anderen Studie insertionelle Mutagenese
auch mit einem lentiviral basierten SIN-Vektor beobachtet werden, die auf eine Promotor
Aktivierung durch einen starken im Vektor enthaltenen internen Promotor hindeutet
(Modlich et al., 2006), so dass die richtige Wahl des Promotors in Zukunft ebenfalls
Uberdacht werden Mmuss. Die Einfigung von Chromatin-Insulatoren
(Valenzuela and Kamakaka, 2006) in virale Vektoren koénnte sich in diesem
Zusammenhang als nutzlich erweisen (Evans-Galea et al., 2007; Ramezani et al., 2003).
Es ist zwingend erforderlich, ergédnzend zu den hier analysierten Integrationsmustern, die
Sicherheit spumaviraler Vektoren in ahnlich funktionellen Modellen zu testen. Trotz der
oben beziglich lentiviraler SIN-Vektoren beschriebener Daten wurden vor kurzem auch in
Mausen Tumore durch lentivirale Vektoren induziert, die nicht zwingend auf eine
insertionelle Mutagenese bekannter Proto-Onkogene schlieRen lassen, sondern auch
andere Mechanismen sowie die Aktivierung von endogenen Retroviren zulassen kdnnten
(Siapati et al., 2007; Themis et al., 2005). Zudem muss seit der Enthilllung funktionaler
nichtkodierender RNA-Moleklle (Claverie, 2005; Zamore and Haley, 2005) die
Auswirkungen einer veranderten Expression dieser RNA-Molekile im Bezug auf die
genotoxische Wirkung retroviraler Vektoren neu Uberdacht werden. In diesem
Zusammenhang wurden vor kurzem auch retroviral aktivierte miRNAs detektiert, welche
vermutlich Tumore induziert haben (Wang et al., 2006a). Auch wenn diese Studie noch
nicht von anderen Gruppen bestatigt wurde, kénnten aufgrund diverser regulatorischer
Funktionen, die miRNAs auszeichnen (Zhang et al., 2007), die Auswirkungen einer
Aktivierung von miRNA-Transkripten flir den Ausgang einer retroviralen Gentherapie, vor
allem aufgrund ihrer jlingst erkannten onkogenen Eigenschaften (Wu et al., 2007), nicht
bedeutungslos sein und erfordern genauere Untersuchungen. Interessant st
diesbezlglich auch, dass bevorzugte Chromosomenbruchstellen, die im Englischen als
sogenannte ,fragil sites“ bezeichnet werden, als CIS retroviraler Vektoren identifiziert
wurden (Bester et al., 2007) und diese auch als miRNA-kodierende Regionen bekannt
sind (Calin et al., 2004).

Es ist allgemein anerkannt, dass kooperierende und komplexere Ereignisse als nur eine
Promotoraktivierung durch den Vektor erforderlich sind, um die Entstehung von Tumoren
zu beglinstigen (Baum and von Kalle, 2003), so dass zur Zeit neben dem Potential zur
Genaktivierung auch die Rolle der in den Vektoren enthaltenen Transgene, die Wahl
eines geeigneten Promotors, die Einfligung von Chromatin-Insulatoren sowie die Anzahl
an Vektorkopien intensiv in Hinblick auf die genotoxischen Nebenwirkungen retroviraler
Vektoren untersucht werden (Baum et al., 2003; Fehse et al., 2004; Nienhuis et al., 2006;
von Kalle et al., 2004).
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Die in diesem Kapitel zusammengefassten neusten Erkenntnisse Uber die Mechanismen,
die das genotoxische Potential integrierter retroviral basierter Vektoren erhéhen, deuten
daraufhin, dass trotzt der bis jetzt erfolgreich durchgefuhrten klinischen
Gentherapie-Studien, welche eindrucksvoll in einer Mehrzahl der behandelten Patienten
die Korrektur von genetisch vererbaren Krankheiten bewirkt haben, aufgrund der
Manipulierung des Erbguts ein Restrisiko von Nebenwirkungen bestehen bleibt, welches
nicht allein durch vermeidlich vorteilhaftere Integrationsmuster beseitigt werden kann
(Kustikova et al., 2007; Nienhuis et al., 2006). Die Ursachen sind erkannt und werden in
Zukunft sehr wahrscheinlich zur Entwicklung komplexerer Vektorsysteme fihren, welche
die Vorteile verschiedener Vektorsysteme vereinen und die Sicherheit der retroviralen
Gentheraphie steigern werden (Baum et al., 2006a; Baum et al., 2006b; Verma and
Weitzman, 2005). Es ist zwingend erforderlich, die Sicherheit von PFV-basierten
Vektoren, besonders aufgrund einiger Vorteile, die sie gegentber anderen Vektoren mit
sich tragen, in klinisch relevanten langjahrigen Tiermodellen (Will et al., 2007) auf ihr
genotoxisches Potential hin zu untersuchen. Diesbeziglich sind in einer Studie mit
Hunden, die mit FV-Vektoren transduzierte und retransplantierte CD34+-Zellen erhalten
haben, bis jetzt keine FV-induzierten Komplikationen aufgetreten (Kiem et al., 2007), so
dass Spumaviren sehr wahrscheinlich sichere alternative Vektorsysteme darstellen

kénnten, die ihre Anwendung in der Gentherapie finden sollten.

4.2 Potentielle zellulare Kofaktoren der PFV Integrase

Die retrovirale Integration in vivo stellt Retroviren vor die groRe Herausforderung, die
zellularen Transportwege fir ihre Nutzen effizient auszubeuten und durch die Wahl des
Integrationsortes in den komplexen Gegebenheiten der chromosomalen DNA die
Expression ihres Erbgutes zur Vollendung ihres Replikationzykluses zu nutzen. Die
unterschiedlichen, nicht dem Zufall folgenden virusspezifischen Integrationsmuster und
die Nutzen, welche diese fur die Expression der viralen Gene mdglicherweise haben
kénnten, wurden in den vorherigen Kapitel bereits ausfuhrlich diskutiert. Doch was
kdnnten die Ursachen fur diese unterschiedlichen Integrationsmuster sein?

Ohne Zweifel stellen das virale IN-Protein sowie vermutlich auch Derivate der
Gag-Proteine die Hauptkomponenten dar, welche die resultierenden Spezifitdten zur
Integration in bestimmte chromosomale Regionen dirigieren. Jedoch ist aufgrund der
fehlenden Sequenzspezifitat aller bis heute untersuchter IN-Proteine in vitro, die bis auf

gewisse bevorzugte strukturelle Motive der in Nucleosomen verpackten DNA nahezu an
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allen Positionen der chromosomalen DNA binden koénnen, die Rolle von zelluldarem
Chromatin bindenden Proteinen als Kofaktoren der in vivo-Integration sehr wahrscheinlich
(Bushman et al., 2005; Suzuki and Craigie, 2007). Einige der bekanntesten bis heute
identifizierten zelluldren Kofaktoren der retroviralen Integration und ihre einzelnen
Funktionen, welche sich nicht nur auf die Wahl der Integrationsorte beschranken, sind in
der Einleitung bereits zusammengefasst. Anhand der evaluierten Ergebnisse, die gerade
mal eine Hand voll potentieller zellularer Proteine als Kofaktoren der Integration zulassen,
wird ersichtlich, dass trotzt intensiv durchgefihrter Versuche die ldentifikation solcher
Proteine und die Interpretation ihrer Funktionen bezuglich der Integration die
wissenschaftliche Gemeinde vor eine Herausforderung stellt (Turlure et al., 2004;
Van Maele et al., 2006). Zudem fehlen noch lberzeugende experimentelle Daten, die auf
eine direkte Verbindung zellularer Proteine an der Wahl der RIS und die daraus
resultierenden virusspezifischen Integrationsmuster hindeuten (Ciuffi and Bushman,
2006), so dass bis jetzt die Rolle von analysierten zellularen Kofaktoren eher in
Prozessen, welche die Struktur der retroviralen PICs, den nuklearen Import und die
Affinitat der viralen DNA zu Chromatin férdern, zu finden sind (siehe Abb. 9). Kirzlich
wurde zwar LEDGF/p75 als ein Faktor beschrieben, welcher die Integration von HIV-1 in
transkribierende Einheiten und in LEDGF/p75 regulierte Gene steuert (Ciuffi et al., 2005),
jedoch koénnten diese Ergebnisse auch darauf beruhen, dass das allgemeine
Transkriptionsprofil der Zelle durch die Herunterregulierung von LEDGF/p75 mittels
siRNAs verandert wurde, so dass eine genaue Involvierung des Proteins an der Selektion
der HIV-1-IS noch vorsichtig in weiteren Experimenten geklart werden muss.
Widerspriichlich ist auch die Tatsache, dass LEDGF/p75 als Transkriptionsfaktor rein
hypothetisch an Promotoren zellularer Gene bindet, wahrend HIV-1 diese Regionen wie
hier besprochen vermeidet. In diesem Zusammenhang ist die Rolle von LEDGF/p75 als
ein Faktor, der die Wahl der HIV-1-IS steuert, fraglich.

Die hier konstruierten humanen Zellinien, welche mittels retroviralem Gentransfer das mit
einem FLAG-Peptid C-terminal fusionierte PFV IN-Protein stabil expremieren, haben den
Grundstein dafir gelegt, in Pull-down-Experimenten zellulare Proteine zu identifizieren,
welche durch ihre Interaktion mit dem PFV-IN-Protein mdglicherweise eine Art von
Virus-Wirt-Wechselwirkung reprasentieren, die es den Spumaviren erlaubt, zellulare
Signalwege humaner Zellen fiir die Vollendung ihrer Integration oder andere Schritte ihres
Replikationzykluses auszubeuten. Darlber hinaus kénnen die in humanen Zellen
expremierten PFV-IN-Proteine effizient gereinigt werden und z.B. zur Charakterisierung
der viralen in den LTRs enthaltenen ,att-sites” in biochemischen Experimenten mit

synthetischen Oligonukleotiden dienen (Craigie et al., 1991).
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Zwei der hiergefundenen zellularen Proteine, welche mit der PFV-IN wiederholt
koimmunprazipert wurden, konnten mittels Maldi-Tof-Massenspektrometrie als nuklear
Faktor 90 (NF90) und RNA-spezifische Adenosine Deaminase 1 (ADAR1) identifiziert
werden (siehe Tab. 11) und stellen potentielle zellulére Interaktionspartner der
PFV-IN dar.

Uber die Funktion von NF90 und ADAR1, wahrend der Integration oder Replikation von
FV als Kofaktoren zu wirken, konnten mittels der RNAi-Technologie keine experimentellen
Daten geliefert werden, die eine Aussage Uber die Rolle beider Proteine zulassen, so
dass im folgenden Kapitel kurz die Spezifitdten der Proteine und ihre rein hypothetische
Bedeutung als Kofaktoren wahrend der FV-Integration oder anderer Stadien der

FV-Replikation zusammengefasst werden.

4.2.1 Eigenschaften und spekulative Rolle der identifizierten mit

der PFV Integrase interagierende zellulare Proteine

NF90 wurde erstmals zusammen mit seinem zellularen Interaktionspartner NF45 (nuklear
Faktor 45) in einem Komplex mit dem sogenannten Ku-Protein, eine DNA- bindende
Untereinheit der DNA-abhangigen Proteinkinase (DNA-PK), aus humanen T-Zellen als ein
potentieller Transkriptionsfaktor mit Spezifitaten fir in manchen Promotoren befindlichen
NF-AT-Bindungsstellen identifiziert (Corthesy and Kao, 1994; Kao et al., 1994; Shi et al.,
2007). ADART1 ist zur gleichen Zeit beschrieben und zunachst als ein Protein angesehen
worden, welches die Konvertierung von Adenin zu Inosin in dsRNA bewirkt
(Kim et al., 1994a; Kim et al., 1994b), so dass es zu den heute bekannten, im Englischen
als ,RNA-editing“ bezeichneten Proteinen gezahlt werden kann (Valente and Nishikura,
2005). Neben der urspringlichen Rolle als RNA-editing-Protein werden aus neusten
Kenntnissen diesem Protein auch regulatorische Funktionen wahrend der Genexpression
und Zellteilung (Nie et al., 2005; Wang et al., 2006b) sowie Chromatin-bindene
Eigenschaften zugeschrieben (Herbert et al., 1997; Schade et al., 1999). Beide Proteine
gehdéren zur Klasse der Anfang der neunziger Jahre identifizierten
Doppelstrang-RNA-bindenden Proteine (DRBP), die durch die Prasenz eines zwischen
Prokaryoten und Eukaryoten hoch konservierten dsRNA-bindendes-Aminosauren-Motivs
(St Johnston et al., 1992) charakterisiert sind und diverse essentielle Funktionen in der
Regulation der Genexpression, der Zellteilung und in der Abwehr von viralen Infektionen

einnehmen (Saunders and Barber, 2003).
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NF90 und seine nur am C-terminalen Ende unterscheidbare Isoform NF110 (nuklear
Faktor 110) werden durch alternatives Spleillen vom ILF3-Gen (Interleukin Enhancer
Bindungsfaktor 3) transkribiert (Duchange et al., 2000) und sind Uberwiegend im Zellkern
an Chromatin gebunden lokalisiert (Reichman et al., 2003). Interessanterweise wird
teilweise wahrend der Mitose, vermutlich ausgeldl3t durch eine Phophorylierungs-bedingte
Konformationsveranderung, NF90 und NF110 ins Zytoplasma  rekrutiert
(Parrott et al., 2005). NF90 wird eine Bindung an bestimmten Promotoren zugesagt, die
vermutlich in Kooperation mit anderen bis jetzt nicht identifizierten Transkriptionsfaktoren
stattfindet und sowohl aktivierend als auch inhibierend auf die Genexpression wirken kann
(Reichman et al., 2002). Neben diesen regulatorischen Funktionen interagiert NFOO mit
zahlreichen zellularen Komplexen, die alle essentielle Funktionen an der Reparatur von
DNA- Strangbriichen oder an der Chromatin-Reorganisation einnehmen. Wie schon oben
angedeutet ist die DNA-bindende Untereinheit des DNA-PK-Komplexes ein
Interaktionpartner von NF90 (Ting et al., 1998). Interessanterweise wurde DNA-PK mit
den Reparaturen der nach dem Strangtransfer entstehenden Liicken in der Ziel-DNA in
Verbindung gebracht (Daniel et al., 2004; Daniel et al., 1999). Ein Befund, der allerdings
von anderen Gruppen in Frage gestellt wurde (Ariumi et al., 2005; Baekelandt et al., 2000;
Li et al., 2001). Zudem wird NF90 von der Protein-Arginin-Methyltransferase | (PRMT1)
methyliert (Tang et al., 2000), was die Affinitdt von DNA-bindenden Proteinen zu DNA
erhoht und die Lokalisation im Zellkern befindlicher Proteinen verandert (Stallcup, 2001).
In diesem Zusammenhang wird die post-translationale in vivo-Methylierung von Proteinen
oft mit der Chromatin-Reorganisation in Verbindung gebracht (Stallcup, 2001).

Die Chromatin-bindenden Eigenschaften, die Interaktion mit einigen DNA-bindenden
Komplexen sowie die Interaktion mit PRMT1, welches wiederum durch die Methylierung
von Histonen eine aktive Rolle an der Organisation von Chromatin spielt, sowie zuletzt
eine aktive Teilnahme an der Regulation der Zellteilung lassen Spekulationen Uber eine
Funktion von NF90 als Kofaktor der foamyviralen Integration auf Ebene der
Chromatinbindung oder des nuklearen Imports zu, die in weiteren Experimenten evaluiert
werden mussen. Hier kdnnte NF90 entweder direkt eine Funktion erflllen oder als ein
Verbindungsprotein dienen, welches die Interaktion der foamyviralen
Integrationsmaschinerie mit den oben aufgezahlten mit NF90 interagierenden Komplexen
bewerkstelligt.

ADAR-1 wird hauptsachlich, obwohl es ebenfalls DNA-bindende Eigenschaften besitzt
(Herbert et al.,, 1997; Herbert et al., 1995) und im Zellkern lokalisiert ist
(Eckmann et al., 2001), wie oben bereits erwahnt mit so genannten
RNA-editing-Aktivitaten in Verbindung gebracht. Auch wenn die Funktion von ADAR1 als

Kofaktor der PFV-Integration, aufgrund der primaren Aktivitdt des Proteins als
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RNA-editing-Enzym, eher ausgeschlossen werden kann, deuten die im Protein
enthaltenen Bindungsstellen fur die sogenannte Z-DNA- Konformation der
DNA-Doppelhelix (Herbert and Rich, 1999) und die Tatsache, dass ADAR1 haufig in
Verbindung mit viralen Infektionen erwahnt wurde (Saunders and Barber, 2003), vielleicht
doch auf eine Funktion im Replikationszyklus von FV hin, die ebenfalls noch experimentell
untersucht werden muss.

NF90 und ADAR1 scheinen zudem miteinander zu interagieren (Nie et al., 2005), was die
Interpretation der in Pull-Down-Experimenten erhaltenen Daten in dem Male erschwert,
dass ohne erganzende biochemische Versuche mit rekombinanten Proteinen nicht
ausgeschlossen werden kann, dass nur einer der beiden mit der PFV-IN-
koimmunprazipierten Proteine moglicherweise mit der IN interagiert, wahrend das andere
Protein nur durch seine Interaktion mit dem eigentlichen IN-interagierenden Protein passiv
koimmunprazipiert wird. Es bleibt abzuwarten, ob NF90, ADAR1 oder beide Proteine
unabhangig voneinander eine Interaktion mit dem IN-Protein eingehen.

Versuche, die Funktion beider Proteine mittels RNAI induzierter Herunterregulierung zu
evaluieren, sind aufgrund der drastischen Abnahme in der Zellteilung, die zum Teil zum
Tod der Zellen flihrte, gescheitert. Es kann zwar nicht ausgeschlossen werden, dass die
mittels lentiviralen-Vektoren expremierten shRNAs eine toxische Wirkung auf die Zellen
ausgelbt haben, jedoch sind unterstitzend zu unseren Ergebnissen flr beide Proteine
von anderen Gruppen ahnlich Beobachtungen gemacht worden (Wang et al., 2006b), so
dass sich die RNAi-basierte Vorgehensweise zur Analyse Uber die Funktionen von NF90
und ADAR1 im Replikationzyklus von Foamyviren durch eine stabile Herunterregulierung
der Proteinexpression, sich nicht als nitzlich erwiesen hat. Eine transiente
Herunterregulierung der Proteine ist wahrscheinlich méglich (Nie et al., 2005), kann aber
aufgrund der kurzen Zeitspanne, in der die Translation der Proteine verringert wird, eine
Evaluierung ihrer Funktion wahrend der Integration und Replikation der FV erschweren.
Es ist aber dennoch interessant, dass beide der hier identifizierten Proteine eine aktive
Rolle in der Regulation der Zellteilung zu spielen scheinen, da es bei einer rein
hypothetischen  Uberlegung nicht abwegig erscheint, dass sich die virale
Integrationsmaschinerie die Eigenschaften von Proteinen, welche an der Zellteilung
beteiligt sind und so wie NF90 und ADAR1 sogar im Laufe der Mitose ihre intrazellulare
Position kurzzeitig wechseln, zu Nutze macht, um passiv im Verlauf der Zellteilung in den
Zellkern zu gelangen. Das foamyvirale IN-Protein besitzt zwar eigene nukleare
Lokalisationssignale, aber eine Verbesserung der Kernlokalisation durch die Interaktion
mit anderen zellularen Proteinen, sowie im Falle von HIV-1 die Interaktion mit LEDGF/p75
(Maertens et al., 2003), ist sehr wahrscheinlich. Um die hier in Pull-Down-Experimenten

identifizierten Interaktionen genauer zu untersuchen, ware es sinnvoll, die Kolokalisation
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der Proteine mittels Fluoreszenzmikroskopie zu analysieren. Zudem konnten mit
rekombinanten Proteinen in biochemischen Versuchen die Interaktionen bestatigt werden
und mdgliche Einflisse der Proteine auf z.B. die Affinitdt der PFV-IN fir Chromatin,
ahnlich wie fur LEDGF/p75 (Busschots et al., 2005), analysiert werden. Erganzend zu den
oben erwdhnten Versuchen muss, um die richtige Faltung des C-terminal mit dem
FLAG-Peptide fusionierten IN-Proteins zu bestatigen, die Aktivitdt des gereinigten IN-
Proteins auf seine Funktionalitat in in vitro getestet werden.

Es wird ersichtlich, dass die vielseitigen Funktionen dieser hier identifizierten Proteine die
Untersuchungen im Bezug auf die Integration oder andere Stadien des foamyviralen
Replikationszykluses sehr erschweren. Die zellularen IN-interagierenden Proteine
besitzen wie bereits in der Einleitung angesprochen ein groRes Potential, eine Rolle als
Kofaktoren der retroviralen Integration einzunehmen. Neben der Wahl des
Integrationsortes konnen diese auch auf Ebene des nuklearen Imports, der Chromatin-
Assoziation und zuletzt der Stabilitit des PICs agieren, so dass eine genauere
biochemische Untersuchung zu rechtfertigen ist und zudem ein interessanter Einblick in

die Wechselwirkungen der Foamyviren mit ihrem Wirt geliefert werden kénnte.
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6 Anhang

6.1 Zusammenfassung

Die Integration der viralen DNA in die des Wirtsgenoms ist ein essentieller Schritt im
Lebenszyklus der Retroviren. Das wissenschaftliche Interesse an der Analyse von
retroviralen Integrationsmustern ist, vor allem in Hinblick auf die Anwendung von retroviral
basierten Vektoren in der somatischen Gentherapie, neu angefacht worden. Entgegen der
Annahme, dass die retrovirale Integration dem Zufallsprinzip folgend stattfindet, konnten
in den letzten Jahren fir verschiedene Genera der Retroviren virusspezifische
Integrationsmuster enthillt werden, die auf eine Bevorzugung von bestimmten
chromosomalen Regionen hindeuten, deren Mechanismen noch nicht ausreichend geklart
sind. Fur die Sicherheit von therapeutisch anwendbaren Vektoren ist die Analyse von
retroviralen Intgerationsmuster daher unerlasslich geworden.

Foamyvirus (FV)-basierte Vektoren besitzen ein grofles Potential, in der somatischen
Gentheraphie ihre Anwendung zu finden, so dass eine Analyse ihrer Integrationsmuster
im humanen Genom erforderlich ist.

Hierfur wurden humane 293-Zellen mit FV-basierten Vektoren transduziert und mittels
inverser PCR 628 FV-Integrationsstellen kloniert, die zur Analyse von verschieden
Aspekten des foamyviralen Integrationsmusters im humanen Genom lokalisiert wurden.
Als Vergleich und als Kontrolle wurden 141 Murine Leukédmie Virus-(MLV)- und 87
Humane Immundefiziens Virus-(HIV)-Integrationsstellen ebenfalls kloniert und analysiert.
Im Vergleich zu HIV, welches die Integration in Gene bevorzugt, und MLV, welches eine
starke Praferenz zur Integration in regulatorische Bereiche in der Nahe von
Transkriptionsstartstellen (TSS) von Genen besitzt, konnten mit den hier ermittelten FV-
Daten weder Praferenzen zur Integration in Gene, noch starke Praferenzen fir
regulatorische Bereiche beobachtet werden. Eine leichte Bevorzugung zur Integration in
der Nahe der TSS war zu erkennen, die allerdings deutlich schwacher ausfiel als bei MLV.
Weiterhin wurden bei der Betrachtung der Basenzusammensetzungen in der Umgebung
der FV-Integrationsstellen statistisch signifikante Praferenzen flir bestimmte Basen an
bestimmten Positionen beobachtet, die ein schwaches Palindrom bildeten, dessen
Symmetrieachse sich im Zentrum der nach der Integration duplizierten zelluldren Sequenz

sich befand.
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Eine aktive Teilnahme von mit der viralen Integrase (IN) interagierenden zellularen
Proteinen an der retroviralen Integrationsreaktion in vivo und an der Wahl der retroviralen
Integrationsstellen ist sehr wahrscheinlich. Solche mit der IN interagierende zellulare
Proteine sind fur FV noch unbekannt, so dass hierfur ein experimentelles Testsystem
etabliert wurde.

Mit Hilfe von humanen Zellen, welche mittels retroviralem Gentransfer stabil C-terminal
mit einem FLAG-Peptid fusionierte FV IN-Proteine expremierten, wurden in Pull-down-
Experimenten und Maldi-Tof-Massenspektrometrie zwei zellulare Proteine (NF90 und
ADAR1) identifiziert, welche mit dem FV IN-Protein interagieren und aufgrund ihrer
Spezifitaten potentzielle Kofaktoren der foamyviralen Integration darstellen konnten.

Eine RNAi-basierte Runterregulierung der Expression beider Proteine konnte, aufgrund
der essentiellen Rolle beider Proteine an der Regulation der Zellteilung, keine
experimentellen Daten liefern, die eine Analyse Uber die Funktion beider Proteine an der
Integrationsreaktion von FV zulassen. Die Funktion beider Proteine muss in
biochemischen Versuchen noch evaluiert werden und kdnnte einen interessanten Einblick
in die Wechselwirkungen von FV mit ihrem Wirt liefern.

Neben der Identifikation der zwei mit der IN interagierenden zellularen Proteine zeigen die
hier prasentierten Daten zusammenfassend, dass das Integrationsmuster der FV sich von
MLV und HIV-1 unterscheidet und nahezu dem Zufallsprinzip folgt. Aufgrund der im
Vergleich zu MLV deutlich schwéacheren Praferenz zur Integration in der Nahe von
regulatorischen Bereichen und der im Vergleich von HIV-1 Uberhaupt nicht vorhandene
Bevorzugung zur Integration in Gene stellen FV-basierte Vektoren interessante alternative

Vektorsysteme fir die somatische Gentheraphie dar.
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6.2 Summary

The Integration of the viral DNA into the host genome is an essential step in the lifecycle
of retroviruses. With respect to the application of retroviral based vectors for somatic gene
theraphy the analysis of retroviral integration patterns has gained scientific interest.
Contrary to the assumption that the retroviral integration into the host genome occurs by
chance virus specific integration patterns have been uncovered in the last few years virus,
which suggest that certain chromosomal regions are preferred sites of integration. In
regard to the safety assessment of potentially applicable retroviral vectors the analysis of
integration patterns has become indispensable.

Foamy virus-(FV)-based vectors have evolved to promising alternative vector systems,
which have a good capability to be used in clinical gene therapy trials, thus the evaluation
of their integration pattern in the human genome is required.

To accomplish this, 293 cells were transduced with FV vectors and the integration sites
into the cellular genome were determined by a high-throughput method based on inverse
PCR. For comparison, a limited number of murine leukemia virus (MLV) and human
immunodeficiency virus (HIV) integration sites were analysed in parallel. Altogether, 628
FV, 87 HIV and 141 MLV distinct integration sites were mapped to the human genome.
Compared with the integration-site preferences of HIV, which strongly favours active
genes, and MLV, which favours integration near transcription-start sites (TSS), our results
indicate that FV integration has neither of these preferences. However, once integration
has occurred into a transcribed region of the genome, FVs tend to target promoter-close
regions, albeit with less preference than MLV. Furthermore, by analysing the base
composition surrounding the FV integration sites our study revealed statistical significant
preferences for certain bases at certain positions resulting in a palindromic consensus
sequence, which was centred on the virus-specific, four-base-duplicated target site.

The mechanism which regulate the virus specific integration site selection are up to now
not well understood, however cellular Proteins, which interact with the viral integrase (IN)
protein, are most likely mediators.

Such proteins have so far not been identified and analyzed for FV, thus an experimental
test system for the identification of cellular proteins interacting with the FV IN was
established. For this purpose human cells stably expressing the FV IN, which was C-
terminally fused to the FLAG-peptide where generated via retroviral transduction and used

in pull-down-assays.
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Two cellular proteins where identified (NFO0 and ADAR1) which showed interaction with
FV IN in pull-down-assays and which because of their specificties constitute potential
cofactors of the FV integration in vivo.

Using the RNAI approach the down regulation of NFO0 and ADAR1 could not provide any
experimental data towards their function on FV integration, because both Proteins
appeared to have an essential role in the regulation of the cell cycle and a dramatic
decrease in cell division was observed after down regulation of both Proteins. The
Function of both Proteins needs to be determined by biochemical assays and can
potentially reveal interesting insights in the interplay of FV with cellular proteins.

In summary, apart from the identification of two cellular proteins, which interact with the
FV IN-protein, it is shown that the integration pattern of FVs appears to be unique
compared with those of other retroviral genera. On the basis of the weak preferences for
FV to integrate near to TSS and the absent preferences for genes, FV-based vectors

comprise interesting alternative vector systems.
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6.3 Tabellen

Tab. 13: NCBI Zugangsnummer der klonierten RIS

Virus Vektor NCBI Zugangsnummer
PFV pMH123 + pMH124 DQ192669 - DQ193287
HIV-1 pGJ3/U3E DQ193288 - DQ193374
MLV pcAMS/U3EN DQ193375 - DQ193515

Tab. 14: Distanz der PFV-IS vom TSS bekannter Proto-Onkogene

Position
zum
Locus Name GenelID Chromosome TSS O.r.t
FLT4 fms-related tyrosine kinase 4 2324 5q35.3 -488812 F
KRAS? v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma 2 viral
oncogene homolog 3845 12p12.1 -462305 F
ALO17 KIAA1618 protein 57714 17925.3 -446372
TFE3 transcription factor binding to IGHM
enhancer 3 7030 Xp11.22 -444675 F
EIF4A2 eukaryotic translation initiation factor 4A,
isoform 2 1974 3qg27.3 -430828 R
ATF1 activating transcription factor 1 466 12913 -426117 F
TFE3 transcription factor binding to IGHM
enhancer 3 7030 Xp11.22 -401953 F
BHD folliculin, Birt-Hogg-Dube syndrome 201163 17p11.2 -400069 R
tumor necrosis factor receptor superfamily,
TNFRSF6 member 6 (FAS) 355 10924.1 -382743 F
Wolf-Hirschhorn syndrome candidate 1-like
WHSC1L1 1 (NSD3) 54904 8p12 -374400 F
IL21R interleukin 21 receptor 50615 16p11 -349806 F
CYLD familial cylindromatosis gene 1540 16912-q13 -348406 F
WT1 Wilms tumour 1 gene 7490 11p13 -338302 R
Suz12 suppressor of zeste 12 homolog (Drosophila) 23512 17q11.2 -336681 R
ELKS ELKS protein 23085 12p13.3 -335146 R
SSX4 synovial sarcoma, X breakpoint 4 6759 Xp11.23 -311901 R
NACA nascent-polypeptide-associated complex
alpha polypeptide 4666 12923-924.1 -311801
FGFR1 fibroblast growth factor receptor 1 2260 8p11.2-p11.1 -288050
FUS fusion, derived from t(12;16) malignant
liposarcoma 2521 16p11.2 -284115 R
LASP1 LIM and SH3 protein 1 3927 17911-921.3 -274503 F
AF1Q ALL1-fused gene from chromosome 1q 10962 1921 -273933 R
HOXA9 homeo box A9 3205 7p15-p14.2 -221305 R
TCF12 transcription factor 12 (HTF4, helix-loop-helix
transcription factors 4) 6938 15921 -209870 F
BMPR1A  bone morphogenetic protein receptor, type 1A 657 10g22.3 -206840 R
PMS1 PMS1 postmeiotic segregation increased 1 5378 2g31-g33 -202384
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HOXA11
HSPCB
HOXA13
SSX1
NF2
TAL1

EGFR

FLI1
WHSC1L1
FLI1

MLLT6

BCL3
SIL
PER1
HLXB9
FGFR1
CREBBP
RPL22

SBDS
PCM1
NOTCH1

CBFB
MDS1
BCL2

LCX

GNAS

BCL3
PDE4DIP

FVT1
SH3GL1
HSPCB

BRCA2
ARNT

PRKAR1A

HIST1H4I
EWSR1
BIRC3
MUC1
DDB2
BRCA1

MYCL1

EGFR

EGFR

(S. cerevisiae)

homeo box A11
heat shock 90kDa protein 1, beta
homeo box A13
synovial sarcoma, X breakpoint 1
neurofibromatosis type 2 gene

T-cell acute lymphocytic leukemia 1 (SCL)
epidermal growth factor receptor
(erythroblastic leukemia viral (v-erb-b)
oncogene homolog, avian)

Friend leukemia virus integration 1
Wolf-Hirschhorn syndrome candidate 1-like 1
(NSD3)

Friend leukemia virus integration 1
myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia

(trithorax homolog, Drosophila); translocated
to, 6 (AF17)

B-cell CLL/lymphoma 3
TAL1 (SCL) interrupting locus
period homolog 1 (Drosophila)

homeo box HB9
fibroblast growth factor receptor 1
CREB binding protein (CBP)

ribosomal protein L22 (EAP)
Shwachman-Bodian-Diamond syndrome
protein

pericentriolar material 1 (PTC4)
Notch homolog 1, translocation-associated
(Drosophila) (TAN1)

core-binding factor, beta subunit
myelodysplasia syndrome 1

B-cell CLL/lymphoma 2
leukemia-associated protein with a CXXC
domain
guanine nucleotide binding protein (G
protein), alpha stimulating activity
polypeptide 1
B-cell CLL/lymphoma 3
phosphodiesterase 4D interacting protein
(myomegalin)
follicular lymphoma variant translocation 1
SH3-domain GRB2-like 1 (EEN)

heat shock 90kDa protein 1, beta

familial breast/ovarian cancer gene 2
aryl hydrocarbon receptor nuclear
translocator
protein kinase, cCAMP-dependent, regulatory,
type |, alpha (tissue specific extinguisher 1)

histone 1, H4i (H4FM)

Ewing sarcoma breakpoint region 1 (EWS)
baculoviral IAP repeat-containing 3
mucin 1, transmembrane
damage-specific DNA binding protein 2

familial breast/ovarian cancer gene 1
v-myc myelocytomatosis viral oncogene
homolog 1, lung carcinoma derived (avian)
epidermal growth factor receptor
(erythroblastic leukemia viral (v-erb-b)
oncogene homolog, avian)
epidermal growth factor receptor
(erythroblastic leukemia viral (v-erb-b)
oncogene homolog, avian)

3207
3326
3209
6756
4771
6886

1956
2313

54904
2313

4302
602
6491
5187
3110
2260
1387
6146

51119
5108

4851
865
4197
596

80312

2778
602

9659
2531
6455
3326

675

405

5573
8294
2130
330
4582
1643
672

4610

1956

1956

7p15-p14.2
6p12
7p15-p14.2
Xp11.23-p11.22
22g12.2
1p32

7p12.3-p12.1
1124

8p12
11q24

17921
19913
1p32
17p13.1-17p12
7936
8p11.2-p11.1
16p13.3
3026

7911
8p22-p21.3

9934.3
16922
3926

18921.3

10g21

20q13.2
19913

1912
18921.3
19p13.3

6p12
13q12
1q21
17q23-g24
6p21.3
22912
11q22-923
1q21
11p12
17921

1p34.3

7p12.3-p12.1

7p12.3-p12.1

-201624
-195168
-186758
-183730
-183207
-182539

-165911
-1563323

-130764
-111204

-109978

-108213
-98163
-63267
-46894
-44414
-43826
-38872

-23574
-22244

-18204

-14551
-7316

-4921

12065

17583
20020

34612
43473
63477
67704

80329

90969

109339
109492
152087
164749
174985
176484
200916

214644

232914

247004

X0 0D A M AU O M A

A X0 XN M T AU AT

A M AU M M A T

m X

m m M XN MmO

A A0 M A0 M O T
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epidermal growth factor receptor

EGFR (erythroblastic leukemia viral (v-erb-b)
oncogene homolog, avian) 1956 7p12.3-p12.1 251856 F
SH3GL1 SH3-domain GRB2-like 1 (EEN) 6455 19p13.3 260578 R
PCM1 pericentriolar material 1 (PTC4) 5108 8p22-p21.3 266371 F
ALO17 KIAA1618 protein 57714 17925.3 267428 R
EVI ecotropic viral integration site 1 2122 3026 267583 R
LMO2 LIM domain only 2 (rhombotin-like 1)
(RBTN2) 4005 11p13 268685 F
CBL Cas-Br-M (murine) ecotropic retroviral
transforming 867 11923.3 277786 R
POU domain, class 2, associating factor 1
POU2AF1 (OBF1) 5450 1123.1 278617 F
KIT v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral
oncogene homolog 3815 4912 292529 F
ss18 synovial sarcoma translocation, chromosome
18 6760 18911.2 313068 R
IL2 interleukin 2 3558 4q26-927 318018 R
NF1 neurofibromatosis type 1 gene 4763 17q12 319998 R
MUCH1 mucin 1, transmembrane 4582 1921 324339 F
LIFR leukemia inhibitory factor receptor 3977 5p13-p12 334506 F
SSX4 synovial sarcoma, X breakpoint 4 6759 Xp11.23 340278 F
Wolf-Hirschhorn syndrome candidate 1-like 1
WHSC1L1 (NSD3) 54904 8p12 347882 F
DEK DEK oncogene (DNA binding) 7913 6p23 355066 F
BTG1 B-cell translocation gene 1, anti-proliferative 694 12922 357610 R
KIT v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral
oncogene homolog 3815 4912 366249 R
BIRC3 baculoviral IAP repeat-containing 3 330 11922-g23 384096 R
ss18 synovial sarcoma translocation, chromosome
18 6760 18911.2 388690 F
SDHD succinate dehydrogenase complex, subunit
D, integral membrane protein 6392 11923 406383 R
AF1Q ALL1-fused gene from chromosome 1q 10962 1921 432560 F
FGFR1 fibroblast growth factor receptor 1 2260 8p11.2-p11.1 434232 F
IL21R interleukin 21 receptor 50615 16p11 452509 F
TP53 tumor protein p53 7157 17p13 473706 F
PMS2 PMS2 postmeiotic segregation increased 2
(S. cerevisiae) 5395 7p22 480253 F
DDIT3 DNA-damage-inducible transcript 3 1649 12913.1-q13.2 483416 F
NF1 neurofibromatosis type 1 gene 4763 17q12 505433 R
myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia
MLLT1 (trithorax homolog, Drosophila); translocated
to, 1 (ENL) 4298 19p13.3 555078 R
myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia
MLLT1 (trithorax homolog, Drosophila); translocated
to, 1 (ENL) 4298 19p13.3 561040 R
TRIP11 thyroid hormone receptor interactor 11 9321 14g31-q32 568535 F
TRIP11 thyroid hormone receptor interactor 11 9321 14g31-q32 568535 F
GAS7 growth arrest-specific 7 8522 17p 588918 R
GPC3 glypican 3 2719 Xq26.1 590110 R
myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia
MLLT3 (trithorax homolog, Drosophila); translocated
to, 3 (AF9) 4300 9p22 606755 F
MYST4 MYST histone acetyltransferase (monocytic
leukemia) 4 (MORF) 23522 10g22 625698 F
epidermal growth factor receptor
EGFR (erythroblastic leukemia viral (v-erb-b)
oncogene homolog, avian) 1956 7p12.3-p12.1 658715 F
MDS1 myelodysplasia syndrome 1 4197 3026 783479 R
JAZFA1 juxtaposed with another zinc finger gene 1 221895 7p15.2-p15.1 793771 R

TSS: Transkritionsstart-Stelle; O.r.t: Orientierung des PFV Proviruses zum Leseraster der

Proto-Onkogene F: forward; R: reverse.
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