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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Retroviren

1.1.1 Generelle Eigenschaften

Die Familie der Retroviridae oder Retroviren umfasst eine Gruppe von viralen
Erregern, die sich durch Besonderheiten in Genom, Struktur und Replikationszyklus
auszeichnen. Sie rufen bei Mensch und Tier teilweise schwerwiegende Krankheiten
hervor, besonders Immunschwéchen und Tumorerkrankungen (Vogt 1997a; Modrow
et al. 2003).

Namensgebend fiir die Retroviren ist eine Besonderheit in ihrem Replikationszyklus,
in dem das Genom mittels des Enzyms Reverse Transkriptase von RNA in
doppelstringige DNA umgeschrieben wird und danach durch die Integrase als
sogenanntes Provirus in das Wirtsgenom eingebracht wird. Die Entdeckung der
reversen Transkription (Baltimore 1970; Temin et Mizutani 1970) widerlegte
seinerzeit die damals vorherrschende Ansicht, dass der Informationsfluss stets von
DNA zu RNA und niemals umgekehrt stattfindet. Das Genom der Retroviren besteht
aus einzelstrangiger RNA in Plusstrangorientierung und ist je nach Virustyp etwa 7-
13 kb lang. Es zeigt einen charakteristischen Aufbau und kodiert bei allen infektiosen
Retroviren fiir die Produkte Gag, Pol und Env, das sind gruppenspezifische Antigene,
enzymatische Aktivititen sowie mit der Hiillmembran assoziierte Glykoproteine.
Werden weitere regulatorische und akzessorische Proteine kodiert, spricht man von
komplexen, andernfalls von einfachen Retroviren (Vogt 1997b).

Den Retroviridae werden insgesamt sieben Genera zugerechnet, die sich auf die zwei
Subfamilien der Orthoretrovirinae und Spumaretrovirinae aufteilen (Tabelle 1).
Dabei bilden die Lentiviren sowie die Alpha-, Beta-, Gamma-, Delta- und
Epsilonretroviren die Subfamilie der Orthoretroviren, wihrend das Genus der
Spumaviren oder Foamyviren (FV) als einziges der Subfamilie der Spumaretroviren
zugeteilt wird (Modrow et al. 2003; Biichen-Osmond 2006).

Humanmedizinische Bedeutung erlangten die Retroviren durch die Entdeckung der
humanen T-Zell-Leukdmie-Viren (Poiesz et al. 1980) und besonders der humanen
Immundefizienzviren HIV-1 (Barre-Sinoussi et al. 1983; Gallo et al. 1983) und HIV-2
(Clavel et al. 1986). Die Infektion mit HIV miindet in der todlichen

_1-
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Immunschwichekrankheit AIDS (engl. acquired immunodeficiency syndrome). Im
Jahr 2006 lag die Gesamtzahl der HIV-Infizierten bei 39,5 Millionen; 4,3 Millionen
infizierten sich neu mit HIV und 2,9 Millionen starben an AIDS (UNAIDS/WHO
2006). In Deutschland stieg die Zahl der neu Infizierten auf tiber 2600 (Robert-Koch-
Institut 2007).

Unterfamilie Genus Prominente Vertreter Genom Morphologie
Orthoretroviren Alpharetroviren Aviare Leukoseviren (ALV) einfach Kapsid spharisch, zentral
Rous-Sarkomvirus (RSV) Typ C
Betaretroviren Mason-Pfizer-Affen-Virus (MPMV) | einfach Kapsid zylindrisch
Typ D
Maus-Mammatumor-Virus komplex Kapsid sphérisch,
(MMTV) exzentrisch
TypB
Gammaretroviren | Mausleukdmieviren (MLV) einfach Kapsid spharisch, zentral
TypC
Deltaretroviren Humane T-Zell-Leukdmieviren komplex Kapsid sphérisch, zentral
(HTLV-1, HTLV-2)
Bovines Leukosevirus (BLV)
Epsilonretroviren | Walleye-Dermal-Sarcoma-Virus komplex Kapsid spharisch, zentral
(WDSV) TypC
Lentiviren Humane Immundefizienzviren komplex Kapsid konusférmig
(HIV-1, HIV-2)
Simiane Immundefizienzviren
(SIV)
Felines Immundefizienzvirus (FIV)
Virus der infektiosen Anamie der
Pferde (EIAV)
Spumaretroviren | Spumaviren Prototypisches Foamyvirus (PFV) komplex Kapsid sphérisch, zentral
(Foamyviren) siehe auch Tabelle 3

Tabelle 1: Klassifizierung der Retroviren nach ICTV

1.1.2 Aufbau des retroviralen Partikels

Bei Retroviren handelt es sich um sphirische Partikel mit einem Durchmesser von
etwa 80 bis 130 nm. AuBere Begrenzung bildet eine Hiillmembran, die sich von der
Zytoplasmamembran der virusproduzierenden Zelle ableitet und mit der virale
Glykoproteine, die durch env kodiert werden, assoziiert sind. Das transmembrane
Protein (TM) ist dabei iliber eine Region von hydrophoben Aminosduren in der
Membran verankert, wihrend das externe Glykoprotein (SU, engl. surface =

Oberflache) nicht kovalent mit dem &uBleren Teil des TM verbunden ist und als
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Trimer vorliegt (4bbildung 1). Mit der Innenseite der Membran sind bei den
Orthoretroviren die durch gag kodierten Matrixproteine (MA) iiber aminoterminale
Mpyristinsdurereste verbunden. Im Inneren des Partikels liegt das Viruskapsid, das je
nach Virustyp eine sphirisch-ikosaedrische oder konische Form aufweist (Tabelle 1)
und aus den ebenfalls durch gag kodierten Kapsidproteinen (CA) aufgebaut ist.
Innerhalb des Kapsides befindet sich das Genom, das bei den Orthoretroviren in Form
zweier Molekiile von einzelstringiger plusstrangorientierter RNA vorliegt, und das an
die gleichfalls durch gag kodierten Nukleokapside (NC) komplexiert ist. Weiterhin
befinden sich im Partikel die viralen Enzyme Protease (PR), Reverse Transkriptase

(RT) und Integrase (IN) sowie gegebenenfalls akzessorische Proteine (Vogt 1997b).

Oberflachenprotein (SU)
Env

Transmembranprotein (TM)
RNA-Genom

Protease (PR)
Reverse Transkriptase (RT)} Pol

Integrase (IN)

Nukleokapsidprotein (NC)

Kapsidprotein (CA) » Gag

Matrixprotein (MA)

Abbildung 1: Aufbau eines Retrovirus

1.1.3 Genom

Das Genom der Orthoretroviren (Abbildung 2) liegt in den viralen Partikeln als
Einzelstrang-RNA in Plusstrangorientierung vor und besitzt mit der 5’-Cap-Struktur
und der 3’-Polyadenylierung die Charakteristika einer mRNA. Die RNA liegt dabei
im Virion diploid vor und umfasst 7-13 kb, bei HIV z. B. etwa 9200 Basen. An die 18
Nukleotide umfassende sogenannte Primer-Bindungsstelle (PBS) im 5’-Bereich des

Genoms ist jeweils eine zelluldre tRNA hybridisiert. Die kodierenden Regionen
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beinhalten die Leseraster flir die kanonischen Produkte Gag, Pol und Env sowie bei
den komplexen Retroviren fiir weitere regulatorische und akzessorische Proteine
(Vogt 1997D).

An beiden Enden des Genoms befinden sich auBlerhalb des kodierenden Bereichs
wichtige Kontrollsequenzen fiir die Regulation des viralen Replikationszyklus. Diese
umfassen im 5’-Bereich (5’UTR) auf die Cap-Struktur folgend die R-Region (15-240
bp), die U5-Region (75-240 bp), die Primer-Bindungsstelle (18 bp) sowie die Leader-
Region, in der sich zumeist eine SpleiBdonorstelle (SD) sowie eine als y bezeichnete
Sequenz befinden. Letztere spielt dabei wihrend der Morphogenese eine wichtige
Rolle fiir die Verpackung der RNA in die viralen Partikel. Am 3’-Ende befinden sich,
bei manchen Vertretern mit dem kodierenden Bereich iiberlappend, an regulatorisch
wichtigen Elementen ein Polypurintrakt (PPT), d. h. eine Abfolge von mindestens
neun Adenosin- und Guanosinresten, sowie die U3-Region (150-1200 bp), die R-
Region und die etwa 200 Adenosinreste umfassende PolyA-Einheit. Die R-Region
weist dabei im 5°- und im 3’-Bereich dieselbe Sequenz auf und liegt in gleicher
Orientierung vor.

Im Verlauf des Replikationszyklus der Retroviren liegt das Genom auch als
doppelstrangige DNA integriert in das Wirtsgenom vor und wird dann als Provirus
bezeichnet. Dieses weist sowohl am 5°- als auch am 3’-Ende eine identische und in
gleicher Orientierung vorliegende Sequenzfolge auf, die im Verlauf der reversen
Transkription generiert wird. Diese Sequenzfolge besteht aus den Regionen U3, R
sowie U5 und wird als LTR (engl. long terminal repeat) bezeichnet. Im LTR befindet
sich der retrovirale Promotor, unter dessen Kontrollle die Transkription der viralen

RNAs stattfindet (Vogt 1997b).

R US < us R
o I R e~
SD SA
U3 R U5 S - S us R U5
I i
—LTR— —LTR—

Abbildung 2: Genom eines einfachen Retrovirus
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Oben: genomische RNA mit 5°-Cap-Gruppe und 3’-Polyadenylierung. PBS:
Primerbindungsstelle; v (psi): Verpackungssignal; SD: Spleifidonor; SA:
Spleifiakzeptor; PPT: Polypurintrakt. Unten: integriertes Provirus (DNA). LTR: long

terminal repeat.

1.1.4 Genexpression und virale Proteine

1.1.41 Gag

Gag kodiert fiir die gruppenspezifischen Antigene, die bei den Orthoretroviren
Matrix-, Kapsid- und Nukleokapsidproteine sowie bei einigen Orthoretroviren
zusiétzlich Linkproteine umfassen. Diese Proteine werden an freien Ribosomen im
Zytoplasma als gemeinsames Vorladuferprodukt (bei HIV 55 kDa) synthetisiert, das im
Verlauf der Morphogenese des Virus proteolytisch in die einzelnen Bestandteile
gespalten wird (Swanstrom et Wills 1997).

Im aminoterminalen Bereich von Gag befindet sich die Sequenz des Matrixproteins
(MA, bei HIV-1 17 kDa), das kotranslational an einem Glycin in Position 2
myristiliert wird. Es ist im reifen Virion an der Innenseite der Hiillmembran zu finden
und spielt in der Morphogenese der Partikel eine essentielle Rolle. In der
Aminosduresequenz folgt das Kapsidprotein (CA, bei HIV-1 24 kDa) sowie
karboxyterminal das Nukleokapsidprotein (NC, bei HIV-1 7 kDa). Das
Nukleokapsidprotein beinhaltet ein CCHC-Motiv, das einem Zinkfinger dhnelt und
der Interaktion mit der genomischen RNA dient (Vogt 1997b).

1.1.4.2 Pol

Das pol-Gen beinhaltet die Informationen fiir die viralen Enzyme Reverse
Transkriptase (RT), Integrase (IN) sowie im 5’-Bereich hdufig auch die Protease
(PR). Bei einigen Retroviren gibt es jedoch fiir die Protease auch ein eigenes
Leseraster (pro) oder sie liegt im gag-Leseraster (Swanstrom et Wills 1997; Vogt
1997b). Die in pol kodierten Proteine werden als gemeinsames Vorlduferprotein
gebildet, im Falle der Orthoretroviren als Gag-Pol-Fusionsprotein, das bei HIV ein

Molekulargewicht von 160 kDa hat. Dabei iiberlappen sich bei den Lentiviren und
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Alpharetroviren die Gene fiir gag und pol, liegen jedoch in unterschiedlichen
Leserastern. Somit kommt es nur zu einer Produktion des Gag-Pol-Vorlduferproteins,
wenn sich das Leseraster um -1 verschiebt. Dies geschieht etwa in 5% der Fille, so
dass letztlich ein Verhéltnis von Gag-Pol-Fusionsprotein zu Gag-Protein von 1:20 zu
Stande kommt. Bei den Beta- und Deltaretroviren liegt pro in einem eigenen
Leserahmen vor, so dass es insgesamt zu zwei Leserasterwechseln kommt, ndmlich
zwischen Gag und Protease einerseits und zwischen Protease und Pol andererseits.
Bei den Gamma- und Epsilonretroviren schlieBlich liegen gag und pol/ im selben
Leserahmen, sind jedoch durch ein Stopcodon getrennt, welches in einem von 20
Féllen unterdriickt wird (Rabson et Graves 1997; Vogt 1997b).

Die Protease ist als Dimer aktiv und besteht bei HIV-1 aus 99 Aminosiuren. Sie
besitzt im aktiven Zentrum zwei wichtige Asparaginsduren und prozessiert im Verlauf
der Morphogenese die Gag- und Gag-Pol-Vorlauferproteine in ihre einzelnen
Bestandteile (Swanstrom et Wills 1997).

Die Reverse Transkriptase ist fliir die Umschreibung des einzelstringigen RNA-
Genoms in doppelstrangige DNA verantwortlich. Hierzu besitzt sie sowohl RNA- als
auch DNA-abhidngige DNA-Polymeraseaktivitidt und zusétzlich getrennt davon eine
RNase-H-Aktivitdt, die den RNA-Anteil von DNA-RNA-Hybriddoppelstringen
abbaut. Bei HIV-1 liegt die RT als Heterodimer vor, wobei die zwei Proteineinheiten
ein Molekulargewicht von 66 und 51 kDa besitzen. Die kleinere der beiden Einheiten
hat dabei dieselbe Aminosiuresequenz wie der aminoterminale Bereich der grof3en,
da sie durch Abspaltung des karboxyterminales Teils derselben entsteht. Die RT
besitzt keine Kontrolllesefunktion und hat eine Fehlerrate von 107 bis 107
(Telesnitsky et Goff 1997).

Die Integrase (bei HIV-1 38 kDa) schlieit den pol-Leserahmen ab und ist fiir die
Integration des durch die RT synthetisierten doppelstringigen DNA-Genoms als
Provirus in die DNA des Wirtsgenoms verantwortlich. Hierfiir besitzt sie die

Aktivititen einer Endonuklease und einer Ligase (Brown 1997).

1.1.4.3 Env

Im env-Gen sind die Informationen fiir die viralen Glykoproteine verschliisselt, die im

reifen Virion in die Hiille eingelagert sind (engl. envelope = Hiille). Es handelt sich
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um ein Oberflachenprotein (SU, bei HIV-1 120 kDa) sowie ein Transmembranprotein
(TM, bei HIV-1 41 kDa), die als gemeinsames Vorlduferprotein (bei HIV-1 160 kDa)
von einer einfach gespleiiten mRNA translatiert werden (Swanstrom et Wills 1997).

Im reifen Virion ist das transmembrane Glykoprotein {iber eine etwa 20 Aminosiuren
umfassende hydrophobe Sequenz in der Hilllmembran verankert und mit dem
vollstindig auf der AuBlenseite der Membran liegenden Oberfldchenprotein assoziiert.
Das stark glykosierte externe Protein vermittelt die Adsorption der Viruspartikel an
zelluldre Rezeptoren auf der zu infizierenden Zelle, wihrend TM eine Rolle bei der

Fusion von Virus- und Zellmembran spielt (Hunter 1997).

1.1.4.4 Regulatorische und akzessorische Proteine

Komplexe Retroviren besitzen zusitzlich zu den in gag, pol und env kodierten
Proteinen noch weitere Proteine mit z. B. regulatorischer Funktion. Diese werden
meist im 3’-Bereich des Genoms in sich iiberlappenden Leserastern kodiert und z. T.
von mehrfach gespleifiten RNAs translatiert (Vogt 1997b).

HIV-1 besitzt beispielsweise die zusitzlichen Proteine Tat, Rev, Vif, Nef, Vpr und
Vpu. Tat (engl. transactivator of transcription) wird in den Kern der infizierten Zelle
transportiert und entfaltet dort eine transaktivierende Wirkung, welche die Elongation
initiierter Transkripte vom LTR-Promotor erheblich verstdrkt, wihrend es sich bei
Rev (engl. regulator of expression of virion proteins) um einen posttranskriptionell
wirkenden Transaktivator handelt. Nef stellt einen Pathogenesefaktor mit multiplen
Funktionen dar, Vpr dient dem Transport des Prdintegrationskomplexes in den
Zellkern und Vpu fiihrt zu einer vermehrten Freisetzung von Viruspartikeln und zu
einer Erniedrigung der CD4-Lymphozyten (Cullen 1998; Geyer et al. 2001; McCune
2001). Bei Vif handelt es sich dagegen um ein Protein, das in der virusproduzierenden
Zelle den Einbau von Mitgliedern der APBOBEC3-Familie in das Virion verhindert,
indem es diese komplexiert und dem proteasomalen Abbau zufiihrt. APOBEC3 dient
dem Wirt als natiirlicher Abwehrmechanismus gegen retrovirale Elemente, indem es
in der Zielzelle bei der reversen Transkription des viralen Genoms Cytosin zu Uracil

desaminiert (Cullen 2006).
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1.1.5 Replikationszyklus

Am Beginn des retroviralen Replikationszyklus (Abbildung 4) steht die
Kontaktaufnahme von SU in der Hiillmembran des Virus mit einem je nach Virustyp
unterschiedlichen Rezeptor auf der Membran der Zielzelle. Bei HIV handelt es sich
dabei um das CD4-Protein sowie die Chemokinrezeptoren CCRS bzw. CXCR4. CD4
und Chemokinrezeptoren finden sich vornehmlich auf T-Helferzellen und
Makrophagen und stellen somit die Ursache fiir den bevorzugten Befall dieser Zellen
durch HIV dar. Es folgen Konformationsédnderungen der Glykoproteine, die vor allem
durch TM vermittelt zu einer Fusion von Virus- und Zellmembran fiihren und dadurch
das Kapsid in das Zytoplasma freisetzen (Hunter 1997).

Nach einer Konformationséinderung des Kapsides beginnt der Vorgang der reversen
Transkription zundchst am 3’-OH-Ende des tRNA-Molekiils, das an die
Primerbindungsstelle (PBS) der viralen RNA hybridisiert ist (4bbildung 3). Es wird
also zundchst im Bereich von U5 und R ein komplementirer RNA/DNA-Hybridstrang
gebildet.

Im folgenden wird durch die RNase-H-Aktivitit der RT der RNA-Anteil des
synthetisierten Hybrids abgebaut und die R-Region des daraus entstandenen DNA-
Einzelstranges wird an die R-Region am 3’-Ende der viralen RNA gelagert und dient
dort als Primer fiir die Bildung eines dem RNA-Genom komplementiren DNA-
Stranges, wobei sich am 5’-Ende dieses Stranges noch die kovalent gebundene tRNA
befindet. Der RNA-Anteil des synthetisierten Hybrids wird wiederum durch die
RNase H abgebaut, mit Ausnahme der Region des Polypurintraktes (PPT), der sich
resistent gegeniiber der RNase H zeigt. Vom 3’-Ende des PPT ausgehend wird nun
ein erster Teil doppelstrangiger DNA gebildet, wobei das neugebildete kurze Stiick
auch die komplementire Sequenz zur tRNA, also die PBS, enthélt. Daraufthin wird die
tRNA abgebaut, so dass am 3’- und am 5’-Ende des teilweise doppelstringigen DNA-
Stranges zueinander komplementire einzelstringige Abschnitte vorliegen, die sich
iber den Bereich des PBS erstrecken. Diese lagern sich aneinander und dienen jeweils
als Primer fiir die Vervollstindigung des anderen Stranges, so dass das Virusgenom
im Endergebnis als DNA-Doppelstrang vorliegt, dessen kodierender Bereich an
beiden Enden vom LTR, bestehend aus U3, R und U5, flankiert ist (Telesnitsky et
Goff 1997).
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Abbildung 3: Ablauf der Reversen Transkription (vereinfacht)

Das nun als doppelstringige DNA vorliegende virale Genom wird zusammen mit
Proteinkomponenten als Préintegrationskomplex (PIC) in den Zellkern iiberfiihrt und
dort der Vorgang der Integration durch die Entfernung von jeweils zwei Nukleotiden
an den 3’-Enden durch die virale Integrase eingeleitet. Ebenfalls wird die zelluldre
DNA geschnitten, wobei iiberhédngende 5’-Enden von vier bis sechs Basen entstehen.
Im Anschluf} an die Integration werden die einzelstringigen Liicken aufgefiillt und die
Doppelstrange ligiert (Brown 1997).

Unter Kontrolle des in der U3-Region des 5’-LTR gelegenen Promotors werden jetzt
durch die zellulire RNA-Polymerase II mRNAs transkribiert, die im Anschluss
teilweise gespleilt werden, bei komplexen Retroviren unter Umstinden auch
mehrfach. Die mRNAs werden in das Zytoplasma transportiert und in die
entsprechenden (Vorldufer-)Proteine translatiert, also Gag, Gag-Pol, Env sowie die

regulatorischen und akzessorischen Proteine (Rabson et Graves 1997).
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Env wird vermittelt liber ein aminoterminales Signalpeptid an der Membran des
Endoplasmatischen Retikulums (ER) synthetisiert. Im Verlauf wird Env glykosiliert,
bildet trimere Komplexe aus und wird mittels zelluldrer Proteasen in die Bestandteile
TM und SU gespalten (Swanstrom et Wills 1997).

Gag und Gag-Pol werden an freien Ribosomen im Zytoplasma gebildet, am
aminoterminalen Ende meist myristyliert und zur Zellmembran transportiert. Dort
erfolgt auch die Zusammensetzung des Kapsids bei der C-Typ-Morphogenese,
wihrend sie bei Morphotyp B/D bereits im Zytoplasma stattfindet. Im Folgenden
stillpen sich Vesikel von der Zytoplasmamembran ab, wobei in den noch unreifen
Partikeln Gag, Gag-Pol sowie die genomische RNA, die sich iiber die {-Sequenz an
den Nukleokapsidanteil von Gag angelagert hat, anzutreffen sind. Innerhalb der
Partikel wird nun die virale Protease aktiv, die Gag und Gag-Pol in die einzelnen
Bestandteile spaltet und somit die Reifung zum fertigen Viruspartikel ermdglicht

(Swanstrom et Wills 1997; Vogt 1997b).

- 10 -
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Abbildung 4: Replikationszyklus eines (einfachen) Retrovirus

Der Replikationszyklus beginnt mit der Adsorption an die Wirtszelle, gefolgt von
Penetration, Uncoating, reverser Transkription und Integration in der friihen Phase
des Zyklus. Zur spdten Phase rechnet man die Transkription der genomischen RNA
sowie der RNASs fiir die einzelnen Proteine, gefolgt von Translation, Verpackung und
Kapsidaufbau, Knospung, Freisetzung und Reifung. Der unterschiedliche
Partikelaufbau  von  Morphotyp B/D  und C ist angedeutet.  PIC:

Prdintegrationskomplex, ER: Endoplasmatisches Retikulum.

1.2 Foamyviren

1.2.1 Generelle Eigenschaften
Als Spumaretrovirinae bilden die Foamyviren eine eigene Subfamilie innerhalb der

Retroviren, da sie sich von den Orthoretroviren durch Besonderheiten ihrer

Molekularbiologie und Replikationsstrategie unterscheiden (Linial 1999; Delelis et al.

- 11 -
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2004). Zu erwihnen sind hier etwa die Regulation der Genexpression und das
Vorhandensein eines internen Promotors, die Verpackung von RNA und Pol, der
Kapsidaufbau sowie das Muster der Spaltung durch die virale Protease, die
Interaktion von Gag und Env bei der Knospung von der Membran sowie das
Vorhandensein eines Leaderpeptids von Env als integraler Bestandteil des Virions
und nicht zuletzt das Ereignis einer Reversen Transkription zu einem spéten Zeitpunkt
im Replikationszyklus, was zum Vorhandensein von DNA im Viruspartikel fiihrt.
Manche Aspekte der Foamyviren erinnern dabei an Hepadnaviren, weshalb die
Foamyviren auch als Bindeglied zwischen (Ortho-)Retroviren und Hepadnaviren

angesehen werden (Lecellier et Saib 2000).

Die Vertreter der Foamyviren (Tabelle 2) finden sich, teilweise mit hoher Pravalenz,
in Affen (Hooks et Gibbs 1975), Katzen (Riggs et al. 1969; Winkler et al. 1997),
Rindern (Malmquist et al. 1969; Holzschu et al. 1998) und Pferden (Tobaly-Tapiero et
al. 2000). Sie fithren dort unter Antikorperbildung des Wirtes zu persistierenden
Infektionen, ohne dass dabei bis heute ein mit Foamyviren assoziiertes Krankheitsbild
belegt werden konnte (Hooks et Gibbs 1975; Linial 2000; Meiering et Linial 2001;
Murray et Linial 2006).

Wirt Virus Abkiirzung Erstbeschreibung

Affen Simiane Foamyviren SFV siehe Tabelle 3

Katzen Feline Foamyviren FFV (FeFV, FSV) (Riggs et al. 1969)

Rinder Bovine Foamyviren BFV (BSV) (Malmquist et al. 1969)
Pferde Equine Foamyviren EFV (Tobaly-Tapiero et al. 2000)

Tabelle 2: Foamyviren und ihre Wirte

Verschiedene Foamyviren wurden insbesondere aus diversen Affenarten isoliert
(Tabelle 3), wie etwa Makaken (Enders et Peebles 1954; Rustigian et al. 1955; Kupiec
et al. 1991; Calattini et al. 2006b), Griinen Meerkatzen (Stiles et al. 1964; Renne et al.
1992; Schweizer et al. 1999), Pavianen (Heberling et Kalter 1975; Rhodes-Feuillette
et al. 1979; Blewett et al. 2000), Klammeraffen (Hooks et al. 1973), Schimpansen
(Rogers et al. 1967; Hooks et al. 1972; Herchenrdder et al. 1994; Calattini et al.
2006a), Orang-Utans (McClure et al. 1994; Verschoor et al. 2003), Gorillas (Bieniasz
et al. 1995) und vielen weiteren (Hooks et Gibbs 1975; Marczynska et al. 1981;

-12-
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Broussard et al. 1997; Blewett et al. 2003; Hussain et al. 2003; Murray et Linial
2006).

Affenwirt Foamyvirus-Isolat(e) Erstbeschreibung

Trockennasenaffen: Altweltaffen: Menschenartige

Mensch' PFV (SFVcpz(hu), SFV-hu, CFV/hu, PFV-1, HFV, HSRV) (Achong et al. 1971)
Schimpanse SFVcpz (SFV-6, SFV-7, SFVptr) (Rogers et al. 1967)
Gorilla SFVgor (SFVggo, SFVgg) (Bieniasz et al. 1995)
Orang-Utan SFVora (SFVpp, SFVppy, SFVpon, SFV-11) (McClure et al. 1994)
Gibbon SFVhle, SFVhpi (Hussain et al. 2003)
Trockennasenaffen: Altweltaffen: Meerkatzenverwandte

Makake SFVmac (SFV-1, SFV-2) (Enders et Peebles 1954)
Griine Meerkatze SFVagm (SFV-3) (Stiles et al. 1964)
Pavian SFVbab (SFV-10, SFV10bab, SFVpan) (Rhodes-Feuillette et al. 1979)
Mandrill SFVmsp (Blewett et al. 2000)

Drill SFVdrl (SFVmle) (Blewett et al. 2000)
Husarenaffe SFVpat (SFVepa) (Broussard et al. 1997)
Haubenlangur SFVifr (Hussain et al. 2003)
Eulenkopfmeerkatze ~ SFVhm (Broussard et al. 1997)
Sumpfmeerkatze SFVani (Hussain et al. 2003)

Trockennasenaffen: Neuweltaffen

Totenkopfaffe SFVsqu (SFV-4) (Johnston 1971)
Klammeraffe SFVspm (SFV-8, SFVasp) (Hooks et al. 1973)
Kapuzineraffe SFVcap (SFV-9) (Hooks et Gibbs 1975)
Buschelaffe SFVmar (FXV) (Marczynska et al. 1981)
Feuchtnasenaffen (Halbaffen)

Galago SFVgal (SFV-5) (Johnston 1971)

Tabelle 3: Auswahl an simianen Foamyviren

Die Benennung der Foamyviren erfolgte friither nach Serotypen (SFV-1 bis -11), dann
nach der englischen Bezeichnung des Wirtes (z. B. SFVmac fiir Makakenisolate).
Daneben gibt es eine Vielzahl weiterer Bezeichnungen, die sich z. B. auf den
lateinischen Namen der Gattung, Art oder Unterart beziehen, in dem das Virus
gefunden wurde. Die Benennungen in der zweiten Spalte sind daher zum Teil
Synonyme (z. B. HFV und PFV), zum Teil Bezeichnungen fiir unterschiedliche
Serotypen aus einer Gattung/Art (z. B. SFV-6 und SFV-7) und zum Teil einander
tiber- bzw. untergeordnete Begriffe (z. B. umfasst SFVcpz im weiteren Sinne jegliches
Schimpansen-Foamyvirus, also die SFV-Isolate SFVptr, SFVpvl, SFVpvr aus den
verschiedenen Schimpansenunterarten). Zum Teil werden die Benennungen auch je
nach Zusammenhang unterschiedlich gebraucht (SFVcpz im engeren Sinne meint z. B.
ein “drittes” Schimpansen-Foamyvirusisolat nach SFV-6 und SFV-7).

"Kein eigentliches Reservoir, zoonotische Ubertragung (siehe Text).

- 13-
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Die Ubertragung der Foamyviren geschieht vertikal im Jugend- oder jungen
Erwachsenenalter, z. B. durch Speichel beim Beiflen, und die Rate infizierter
erwachsener Tiere, besonders bei in Gefangenschaft gehaltenen Primaten, erreicht
Werte iiber 70% oder gar 90% (Broussard et al. 1997; Blewett et al. 2000; Hussain et
al. 2003; Calattini et al. 2006b). Der Verwandschaftsgrad der einzelnen simianen
Foamyvirusisolate entspricht in hohem Malle dem der jeweiligen Wirte, was fiir eine
seit langem andauernde Koevolution der Foamyviren und ihrer Wirte spricht (Switzer
et al. 2005).

Wihrend verschiedene Foamyviren aus den unterschiedlichsten Affenarten, auch
allen Menschenaffen, isoliert werden konnten, scheint es ein eigenes humanes
Foamyvirus nicht zu geben (Schweizer et al. 1995; Ali et al. 1996). Bei einem
urspriinglich als humanes Foamyvirus (HFV oder HSRV) bezeichneten Isolat aus
lymphoblastoiden Zellen, die aus einem Nasopharynxkarzinom eines kenianischen
Patienten stammen (Achong et al. 1971), handelt es sich nach heutigen Erkenntnissen
um eine SFVcpz-Variante, die vermutlich aus einer Infektion des urpriinglichen
Patienten mit einem aus Schimpansen stammenden Foamyvirus herriihrt (Meiering et
Linial 2001). Diese Annahme, schon friih aufgrund antigenetischer Ahnlichkeiten
postuliert (Brown et al. 1978; Nemo et al. 1978), wird vor allem durch
Sequenzvergleiche unterstiitzt (Herchenrdder et al. 1994; Schweizer et Neumann-
Haefelin 1995). Das “humane” Foamyvirus, an dem viele der grundlegenden
Untersuchungen zu Foamyviren durchgefiihrt wurden, wird heute als prototypisches
Foamyvirus (PFV) bezeichnet.

Im Gegensatz zu der Apathogenitit und Persistenz von Foamyviren in vivo steht ihre
Zytopathogenitit in vitro. Foamyviren konnen in Zellkultur eine Vielzahl von
Zellreihen infizieren (Hooks et Gibbs 1975; Hill et al. 1999; Meiering et Linial 2001)
und fiithren dort hiufig, besonders bei verschiedenen Fibroblastenzelllinien, zu einem
ausgeprigten zytopathischen Effekt (CPE) mit fusionierten, vakuolisierenden,
multinukledren Riesenzellen und einem charakteristischen schaumigen Aussehen, der
diesen Viren auch ihren Namen gab (engl. foamy = schaumig; lat. spuma = Schaum)
(Hooks et Gibbs 1975; Mergia et al. 1996; Hill et al. 1999; Meiering et Linial 2001).

In einigen anderen, vor allem hédmatopoetischen Zelllinien wird dagegen keine
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lytische, sondern eine persistierende Infektion ohne CPE etabliert (Mikovits et al.

1996; Yu et al. 1996¢).

1.2.2 Aufbau des foamyviralen Partikels

Elektronenmikroskopisch zeigen sich Foamyviren als 100-120 nm grof3e Partikel, in
deren Hiillmembran sich etwa 15 nm lange ‘Stacheln’ (engl. spikes) befinden, die sich
aus den env-kodierten Glykoproteinen zusammensetzen, die dabei als Trimere
vorliegen (Lecellier et Saib 2000; Wilk et al. 2000; Wilk et al. 2001). Das im Inneren
enthaltene Kapsid, bestehend aus prozessierten und unprozessierten Gag-Proteinen,
sieht unreif aus und mif3it etwa 50-60 nm (Hooks et Gibbs 1975; Fischer et al. 1998).
Die Glykoproteine umfassen neben der Oberflicheneinheit (SU, bei PFV gp80) und
der transmembranen Einheit (TM, bei PFV gp48) auch ein ungewdhnlich langes
Leaderpeptid (LP, bei PFV gpl8), welches sich ebenfalls als Bestandteil des Virions
findet (Lindemann et al. 2001).

Das sphirische Kapsid der Foamyviren besteht aus unprozessiertem (bei PFV 71 kDa)
und prozessiertem (68 kDa) Gag, wobei letzterem gegeniiber dem unprozessierten ein
durch die virale Protease abgespaltenes, etwa 3 kDa groBles Peptid am C-Terminus
fehlt (Pfrepper et al. 1999).

Im Viruspartikel befinden sich auerdem das Pol-Protein (bei PFV 127 kDa), bzw.
dessen Spaltprodukte PR-RT/RH mit 85 kDa und IN mit 40 kDa (Netzer et al. 1993;
Morozov et al. 1997; Pfrepper et al. 1998), sowie das Virusgenom. Dieses liegt,
zumindest zu einem gewissen Anteil, in Form von DNA und nicht wie bei den

Orthoretroviren als RNA vor (Yu et al. 1996a; Moebes et al. 1997; Yu et al. 1999).

1.2.3 Genom

Das Genom der Foamyviren (4bbildung 5) stellt mit einer Linge von etwa 12 bis 13,3
kb der linearen RNA das liangste unter den Retroviren dar (Lecellier et Saib 2000). Es
zeigt prinzipiell den typischen retroviralen Aufbau mit LTR-Sequenzen zu beiden
Seiten der kodierenden Region, die wie bei allen Retroviren die Informationen fiir

Gag, Pol und Env enthélt (Maurer et al. 1988; Linial 1999). Als komplexe Retroviren
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enthalten die Foamyviren weitere offene Leseraster im 3’-Bereich, zwischen env und
dem LTR (Flugel et al. 1987). Sie kodieren fiir die Proteine Tas und Bet.

Foamyviren weisen dariiberhinaus im Genom die auch bei Lentiviren vorhandenen
regulatorischen Sequenzen auf, namentlich einen Promotor in der U3-Region, eine
Primerbindungsstelle (PBS) im 5’-Bereich (Maurer et al. 1988), einen Polypurintrakt
(3’PPT) im 3’-Bereich (Fliigel et al. 1987) und einen weiteren, internen,
Polypurintrakt (iPPT) im Bereich des pol-Gens (Kupiec et al. 1988).

Neben dem Promoter im U3-Bereich des 5’-LTRs besitzen die Foamyviren einen
internen Promotor (IP) im Bereich des env-Gens, unter dessen Kontrolle die
Transkripte fiir Tas und Bet stehen (Lochelt et al. 1993; Campbell et al. 1994).
Interner Promotor, der eine gewisse basale Aktivitét besitzt, und U3-Promotor werden
von Tas, einem DNA-bindenden Protein, aktiviert (Lochelt et al. 1994; Kang et al.
1998; Kang et Cullen 1998; Meiering et al. 2001).

In zwei cis-aktiven Sequenzen (CAS I und II) des foamyviralen Genoms, die sich in
der RU5-Region des 5’LTR bis in gag hineinreichend und im 3’-Bereich des pol-
Gens (Erlwein et al. 1998; Heinkelein et al. 1998; Wu et al. 1998) befinden, sind
ferner Bereiche enthalten, die fiir die Genomverpackung und die Enkapsidierung der
viralen Polymerase essentiell sind (Peters et al. 2005).

Foamyviren synthetisieren neben einer vollstindigen (pré-)genomischen RNA auch
eine defekte Variante, ATas (Saib et al. 1993). Dem entsprechenden Provirus fehlen
die entscheidenden Abschnitte des fiir Tas kodierenden Gens, wobei der
herausgeschnittene Teil dem bei der Synthese von Bet herausgepleiitem Material
entspricht. Die Bedeutung von ATas konnte, z. B. iiber eine Verdnderung des
Verhiltnisses von Bet zu Tas, in der Etablierung einer persistierenden Infektion liegen

(Saib et al. 1995).
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Abbildung 5: Genom, Genexpression und Proteinprozessierung der Foamyviren

Oben: Genomorganisation P: LTR-Promotor, IP: Interner Promotor, TRE: Tas-
responsives Element, PBS: Primer-Bindungsstelle, 3’PPT: 3’-Polypurintrakt, iPPT:
interner Polypurintrakt. Mitte: Genexpression. Die ungespleifite RNA dient sowohl
als mRNA fiir die Translation von Gag als auch als (prdi-)genomische RNA. Unten:
Spaltung der foamyviralen Proteine Gag, Pol und Env durch die virale Protease

(senkrechter Pfeil) bzw. zelluldre Proteasen (senkrechter Strich).
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1.2.4 Genexpression und virale Proteine

1.2.4.1 Gag

Das Gag-Protein wird im 5’-Bereich des Genoms, im Anschluss an den 5’-LTR sowie
eine kurze untranslatierte Region, kodiert (Maurer et al. 1988). Die Translation erfolgt
von einer ungespleilten RNA (préi-)genomischer Linge (4bbildung 5).

Im Gegensatz zum orthoviralen Gag, das wihrend der Maturation in die Bestandteile
Matrix, Kapsid und Nukleokapsid gespalten wird, wird vom foamyviralen Gag durch
die viralen Protease nur ein Peptid von 3 kDa am Karboxyterminus abgespalten.
Dieser Schritt ist essentiell und fiihrt zu einem Verhiltnis des unprozessierten pr71
zum prozessierten p68 von etwa eins zu vier (Konvalinka et al. 1995; Enssle et al.
1997; Zemba et al. 1998; Cartellieri et al. 2005b). Weiter prozessierte Gag-Proteine
finden sich nur in geringen Mengen (Netzer et al. 1990; Hahn et al. 1994; Giron et al.
1997; Pfrepper et al. 1999). Die weitere Prozessierung scheint allerdings bei frithen
Replikationsschritten wie dem Abbau des Kapsids und der Freisetzung dessen Inhalts
(engl. uncoating) eine Rolle zu spielen (Lehmann-Che et al. 2005).

Dem foamyviralen Gag fehlen zudem die bei Orthoretroviren konservierten Motive
wie etwa die Cystein-Histidin-Boxen, die der Interaktion mit der viralen RNA dienen.
Stattdessen finden sich bei den Foamyviren der Primaten im karboxyterminalen
Bereich drei an Glycin und Arginin reiche Sequenzabschnitte, die sogenannten GR-
Boxen (Schliephake et Rethwilm 1994). GR-Box I kann sowohl RNA als auch DNA
binden und ist essentiell fiir den viralen Replikationszyklus, in dem sie die
Inkorporation der viralen RNA in das Partikel vermittelt (Yu et al. 1996b; Stenbak et
Linial 2004). Ein nukledres Lokalisationssignal (NLS) findet sich in GR-Box 1I, die
sich somit verantwortlich fiir den Transport von Gag in den Zellkern zeigt
(Schliephake et Rethwilm 1994). Weitere Abschnitte von Gag, deren Funktion zum
Teil identifiziert werden konnte, umfassen ein YXXLGL-Motiv vor den GR-Boxen,
das beim Zusammenbau des Kapsids essentiell ist (Patton et al. 2005; Mannigel et al.
2007) sowie verschiedene Bereiche am Aminoterminus von Gag, die ebenfalls beim
Kapsidaufbau (Eastman et Linial 2001), bei der Knospung der Viruspartikel von der
Membran (Stange et al. 2005) und bei der Interaktion von Gag mit Env (Cartellieri et
al. 2005a) eine wichtige Rolle spielen.

- 18 -



Einleitung

Weiterhin befinden sich in Gag einige Bereiche, die zumindest bei den Foamyviren
der Primaten Coiled-Coil-Motive enthalten. Eines davon, das die Aminosduren (AS)
130-160 umfasst, ist wichtig fiir Gag-Gag-Interaktionen (Tobaly-Tapiero et al. 2001),
ein anderes (AS 160-180) fiir die Interaktion von Gag mit Mikrotubili beim Transport
innerhalb des Zytoplasmas (Petit et al. 2003).

1.2.4.2 Pol

Foamyvirales Pol wird nicht, wie bei den Orthoretroviren, als Gag-Pol-
Vorlauferprotein synthetisiert, sondern von einer eigenen gespleiiten mRNA
(Abbildung 5) translatiert (Enssle et al. 1996; Jordan et al. 1996; Lochelt et Fliigel
1996; Yu et al. 1996a). Das Pol-Vorlauferprotein hat bei PFV eine Masse von 127
kDa und umfasst die Aktivitidten der Protease (PR), der Reversen Transkriptase (RT)
und RNase H (RH), sowie der Integrase (IN). Es wird von der viralen Protease in
einem flir die Virusreplikation essentiellen Schritt hauptsichlich einmal gespalten,
ndmlich zwischen PR-RT/RH (p85) einerseits und IN (p40) andererseits (Netzer et al.
1993; Pfrepper et al. 1998; Roy et Linial 2007).

Die fiir die Virusinfektivitit essentielle Aktivitit der Protease, die anders als bei den
iibrigen Retroviren nicht von der RT gespalten wird, erstreckt sich in Pol iiber etwa
die ersten 100-150 Aminosduren und beinhaltet das Motiv DSG, bzw. beim felinen
Foamyvirus als Besonderheit DSQ, im aktiven Zentrum (Konvalinka et al. 1995;
Winkler et al. 1997; Pfrepper et al. 1998). Die Protease wird vor allem an zwei Stellen
substratspezifisch aktiv, ndmlich in Pol zwischen PR-RT/RN und IN sowie in Gag
zwischen p68 und p3 (Pfrepper et al. 1998; Pfrepper et al. 1999; Pfrepper et al. 2001).
Die Reverse Transkriptase umfasst die Aktivititen einer RNA-abhidngigen DNA-
Polymerase bzw. RT im engeren Sinne und einer RNase H. Die beiden rdumlich
getrennten Aktivititen sind Mn”"-abhingig und voneinander zu einem gewissen
Grade abhéngig (Scolnick et al. 1970; Parks et al. 1971; Liu et al. 1977; Benzair et al.
1982; Benzair et al. 1983; Kdgel et al. 1995a; Kogel et al. 1995b; Boyer et al. 2004).
Die Polymerase-Aktivitit mit dem Motiv YVDD im aktiven Zentrum weist eine
deutlich hohere Prozessivitit auf als die anderer Retroviren und scheint diese auch im

Replikationszyklus zu benétigen (Rinke et al. 2002; Boyer et al. 2004).
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Das Vorhandensein einer Integrase ist eines der Merkmale, das die Foamyviren mit
den Orthoretroviren teilen und sie beide von den Hepadnaviren unterscheidet (Linial
1999; Lecellier et Saib 2000). Die Integrase ist fiir den Replikationszyklus der
Foamyviren essentiell und enthilt in Homologie zu anderen bekannten Integrasen im
aminoterminalen Bereich einen HHCC-Finger sowie im aktiven Zentrum das DDjsE-
Motiv, zeigt jedoch funktionell einige Besonderheiten wie z. B. die unvollstindige
Generierung eines 5’-liberhdngenden Endes am Minusstrang im U3-Bereich (Pahl et
Fligel 1993; Pahl et Fliigel 1995; Enssle et al. 1999; Juretzek et al. 2004). Auch das
Integrationsmuster der Foamyviren unterscheidet sich von dem anderer Retroviren,
bei denen dieses untersucht wurde, wie HIV oder MLV, und bevorzugt weniger als
diese aktiv transkribierte Gene und Promotorregionen (Nowrouzi et al. 2006;

Trobridge et al. 2006).

1.2.4.3 Env

Das bei PFV 130 kDa grofle Env-Vorlduferprotein wird wie bei allen Retroviren von
einer gespleiften mRNA translatiert. Env wird am rauen ER zunéchst als Typ-III-
Transmembran synthetisiert und dann posttranslational auf dem Weg zur
Zelloberfliche durch Furin-dhnliche zellulire Proteasen in die Bereiche Leaderpeptid
(LP, gpl8), Oberflichen- (SU, gp80) und Transmembraneinheit (TM, gp48)
gespalten, die alle glykosiliert sind (Bansal et al. 2000; Lindemann et al. 2001; Duda
et al. 2004; Liiftenegger et al. 2005).

Das Leaderpeptid ist mit 126 Aminosduren (PFV) ungewdhnlich lang und stellt,
wiederum eine Besonderheit der Foamyviren, einen integralen Bestandteil des Virions
dar, in dem es als Typ-II-Transmembranprotein in der Membran verankert ist und mit
dem N-Terminus von Gag Kontakt aufnimmt (Lindemann et al. 2001; Wilk et al.
2001). Die Interaktion von Env mit Gag ist bei der Formation der Viruspartikel
essentiell, so dass auch Gag allein nicht, wie bei anderen Retroviren, fiir eine
Membranknospung und Partikelfreisetzung ausreicht und Foamyviren nicht durch
Glykoproteine anderer Viren pseudotypisiert werden kdnnen (Baldwin et Linial 1998;
Fischer et al. 1998; Pietschmann et al. 1999).

Wie bei anderen Retroviren ist die Oberflicheneinheit SU mit der

Transmembraneinheit assoziiert und dient der Kontaktaufnahme mit dem zelluldren
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Rezeptor (Duda et al. 2006). TM ist ein Typ-I-Transmembranprotein und enthalt
Bereiche, die fiir die Partikelfreisetzung und die Fusion mit der Zellmembran der
Zielzelle essentiell sind, sowie mit der Ausnahme von EFV im zytoplasmatischen
Abschnitt ein Dilysinmotiv als ER-Retentionssignal (Goepfert et al. 1997; Goepfert et
al. 1999; Pietschmann et al. 2000; Tobaly-Tapiero et al. 2000).

1.2.4.4 Tas

Tas, der Transaktivator der Spumaviren, wird im ersten der akzessorischen offenen
Leseraster (ORF-1) kodiert und steht unter Kontrolle des von ihm selbst aktivierten
internen Promotors (Rethwilm et al. 1991). Das von einer einfach gespleiiten mRNA
translatierte Protein umfasst bei PFV 300 Aminosduren (36 kDa) und ist fiir die
Virusreplikation essentiell (Lochelt et al. 1991; Baunach et al. 1993). Es aktiviert iiber
sogenannte Tas-responsive Elemente (TRE) speziesspezifisch den Promotor im 5°-
LTR und den internen Promotor, kann daneben aber auch zellulire Gene aktivieren
(Erlwein et Rethwilm 1993; Campbell et al. 1994; Wagner et al. 2000; Kido et al.
2002). Tas besitzt dabei die Eigenschaft, direkt an bestimmte Erkennungssequenzen
der DNA zu binden, wobei es zum IP die hohere Affinitit zeigt (He et al. 1996; Zou
et Luciw 1996; Kang et al. 1998). Die Doméne, die fiir die DNA-Erkennung
zustindig ist, befindet sich im zentralen Bereich der Aminosidurenabfolge von Tas,
hinter einer mit dem N-Terminus von Bet identischen Region (He et al. 1993). Am C-
Terminus finden sich ein nukleédres Lokalisationssignal (NLS) sowie die Doméne, die
sich fiir die Aktivierung der Genexpression verantwortlich zeigt (He et al. 1993;
Venkatesh et Chinnadurai 1993; Chang et al. 1995). Einige zellulidre Faktoren wie die
Histonacetyltransferasen p300 und PCAF interagieren mit Tas und erhohen die
Transaktivation, wihrend andere wie NFI negativ regulierend wirken (Kido et al.

2003; Bannert et al. 2004; Bodem et al. 2007).

1.2.4.5 Bet

Bet, dessen Transkription ebenfalls unter Kontrolle des internen Promotors steht, wird
von einer zweifach gespleiiten mRNA translatiert (4bbildung 5), die den Anfang von
ORF-1 sowie den gesamten ORF-2 enthdlt (Muranyi et Fliigel 1991). Bet (bei PFV 60
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kDa) wird im Zellkern und im Zytoplasma vorgefunden, kann sekretiert und von
anderen Zellen aufgenommen werden und ruft eine Antikdrperrekation des Wirtes
hervor (Hahn et al. 1994; Lecellier et al. 2002). Obwohl einige Hinweise auf gewisse
Funktionen von Bet vorliegen und sich die Belege fiir einzelne Eigenschaften dieses
Proteins stetig mehren, ist ein allgemein anerkanntes Gesamtkonzept fiir die
Bedeutung von Bet im foamyviralen Replikationszyklus noch nicht verfiigbar. So
scheinen die Bereiche von Bet, die sich nicht mit Tas oder regulatorischen Sequenzen
wie dem PPT und dem LTR iiberlappen, fiir die Replikation der Foamyviren in
Zellkultur entbehrlich bzw. zumindest nicht absolut essentiell zu sein und bei einem
mit SFVagm infiziertem Menschen wurde ein defekter ORF-2 festgestellt (Baunach et
al. 1993; Yu et Linial 1993; Callahan et al. 1999; Alke et al. 2001). Insgesamt scheint
Bet aber die Eigenschaft aufzuweisen, eine lytische Infektion zu verhindern und
vielmehr eine latente oder persistierende zu etablieren, und damit gewissermallen als
Gegenspieler von Tas zu agieren (Meiering et Linial 2002). Damit in Zusammenhang
stehen moglicherweise auch Beobachtungen, dass die Expression von Bet mit einer
Resistenz gegeniiber einer Superinfektion assoziiert ist, sowie die im Zusammenhang
mit ATas aufgezeigten Ergebnisse (Saib et al. 1995; Bock et al. 1998).

In welchem Malle eine dem Vif-Protein von HIV dhnliche Fahigkeit von Bet, Effekte
von APOBEC3 zu vermindern, bei der Vermehrung der verschiedenen Foamyviren in
ihren jeweiligen Wirten eine Rolle spielt, kann noch nicht abschlieBend beurteilt

werden (Ldchelt et al. 2005; Russell et al. 2005; Delebecque et al. 2006).

1.2.4.6 Env-Bet

Env-Bet ist ein Glykoprotein von 160 kDa, das von einer mehrfach gespleiiten RNA
(Abbildung 5) translatiert wird (Giron et al. 1998; Lindemann et Rethwilm 1998). Das
Protein, dem Abschnitte der transmembranen Einheit und das ER-Signal fehlen, wird
in nicht unerheblichen Mengen nachgewiesen und in den Uberstand sekretiert. Es ist

jedoch kein Bestandteil des Virions und seine Funktion ist unbekannt.

1.2.5 Replikationszyklus

Der foamyvirale Replikationszyklus entspricht zwar in vielen Punkten dem der

iibrigen Retroviren, weist aber auch einige sehr charakteristische Unterschiede auf,
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die zum Teil eher an Hepadnaviren erinnern, und in ihrer Gesamtheit nicht zuletzt
dazu fiihrten, dass die Foamyviren durch Bildung einer eigenen Subfamilie von allen
iibrigen Retroviren abgegrenzt werden (Linial 1999; Lecellier et Saib 2000; Rethwilm
2003).

Zunichst erfolgt die Kontaktaufnahme bestimmter Abschnitte der Oberflidcheneinheit
des Env-Glykoproteins mit dem Rezeptor der Wirtszelle, gefolgt von der
Partikelaufnahme und der Freisetzung des Kapsids in die Wirtszelle durch Endozytose
und einen pH-abhédngigen Fusionsprozess (Picard-Maureau et al. 2003; Duda et al.
2006). Der zelluldre Rezeptor der Foamyviren ist dabei unbekannt, scheint jedoch
weit verbreitet zu sein, da Foamyviren in Zellkultur eine ganze Reihe von Zelllinien,
auch solche die sich von Vogel- oder Reptiliengewebe ableiten, infizieren kdnnen
(Hill et al. 1999). Das Kapsid wird im Folgenden iiber Interaktionen mit dem
Mikrotubulus-Netzwerk der Zelle zum Zentrosom transportiert, wo es ldngere Zeit
verharren kann, dann teilweise abgebaut und der noch nicht genau definierte
Praintegrationskomplex in den Zellkern tiberfiihrt (Saib et al. 1997; Petit et al. 2003;
Lehmann-Che et al. 2005; Lehmann-Che et al. 2007). Hier erfolgt die Integration in
das Wirtsgenom, wobei bestimmte chromosomale Abschnitte gegeniiber anderen
bevorzugt werden (Juretzek et al. 2004; Nowrouzi et al. 2006; Trobridge et al. 2006).
In Abhingigkeit von der Art der infizierten Zelle erfolgt nach der Integration des
Provirus eine gewisse basale Transkription vom internen Promotor, die zur
Produktion von Tas und Bet fiihrt (Lochelt 2003). In einer positiven Feedback-
Schleife kann Tas seine eigene Synthetisierung steuern und schlieBlich in
ausreichenden Mengen produziert werden, um auch den Promotor im LTR zu
aktivieren. Es erfolgt die Transkription von genomischer RNA, die auch der Synthese
von Gag dient, sowie der mRNAs fiir Pol, Env und weitere wie ATas und Env-Bet,
wobei besonders das Vorhandensein einer eigenen mRNA fiir Pol bzw. das Fehlen
eines  Gag-Pol-Vorlduferproteins einen  entscheidenden  Unterschied der
Spumaretroviren zu den Orthoretroviren darstellt (Enssle et al. 1996; Lochelt 2003).
Nach Translation der Proteine werden die Bestandteile des Kapsids im Zytosol
zusammengebaut und essentielle Interaktionen von Gag und Env fiihren zur
Knospung des Viruspartikels, wahrscheinlich mit der Ausnahme von EFV an

intrazelluldiren Membranen (Lindemann et Goepfert 2003; Linial et Eastman 2003).
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Dabei sind fiir die addquate Verpackung von Pol bestimmte Bereiche der
genomischen RNA essentiell (Heinkelein et al. 2002b; Peters et al. 2005).

Die virale Protease spaltet das 3-kDa-Peptid am Karboxyterminus von Gag ab sowie
Pol in PR-RT/RN einerseits und IN andererseits, jedoch fiihrt sie nicht wie bei
anderen Retroviren zu einer Prozessierung von Gag in MA, CA und NC oder zu einer
Spaltung der Protease von der RT (Fliigel et Pfrepper 2003).

Noch in der virusproduzierenden Zelle erfolgt zumindest in einem Teil der Félle
bereits die reverse Transkription, einer der auffilligsten Unterschiede der Foamyviren
zu den Orthoretroviren (Yu et al. 1996a). Dementsprechend findet sich im
Viruspartikel in bis zu einem von sechs Féllen DNA statt RNA und es gibt Hinweise,
dass dabei die DNA das funktionell relevante Genom der Foamyviren darstellt
(Moebes et al. 1997; Yu et al. 1999). Auch kann die DNA der Foamyviren unter
bestimmten Bedingungen in den Zellkern zuriick gelangen und dort wiederum
integriert werden, dhnlich einem Retrotransposon (Heinkelein et al. 2000). Welche
Bedeutung dies hat, ist ebenso wenig eindeutig geklart wie die Rolle der groflen
Anzahl an unintegrierten viralen DNA-Genomkopien in infizierten Zellen, die durch
reverse Transkription spat im Zellzyklus entstehen und teilweise in zirkuldrer Form
vorliegen (Delelis et al. 2003; Heinkelein et al. 2003; Delelis et al. 2005).
Dariiberhinaus ist das Wechselspiel der Komponenten noch unzureichend verstanden,
die fiir die Etablierung einer persistierenden und apathogenen Infektion in vivo
Bedeutung haben, so auf Seite der Foamyviren mdglicherweise die beiden
Promotoren (Meiering et al. 2001), die regulatorischen Proteine Tas und Bet
(Meiering et Linial 2002) oder das defekte Provirus ATas (Saib et al. 1995), sowie auf
der Seite des Wirtes Komponenten des Immunsystems wie Antikdrper (Cummins et
al. 2005), Interferone (Falcone et al. 1999), APOBEC3 (Delebecque et al. 2006) oder
microRNA (Lecellier et al. 2005).
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Abbildung 6: Foamyviraler Replikationszyklus

Die spdt im Replikationszyklus stattfindende rereverse Transkription ist durch
Fettdruck  hervorgehoben. MTOC:  Mikrotubuli-Organisationszentrum,  PIC:

Prdintegrationskomplex.

1.2.6 Medizinische Bedeutung von Foamyviren

1.2.6.1 Foamyviren als apathogene Retroviren

Foamyviren gelten heute allgemein als apathogen, sowohl in ihren natiirlichen Wirten
als auch bei speziesiibergreifenden Infektionen, insbesondere bei zoonotischer
Infektion des Menschen (Linial 2000; Meiering et Linial 2001). Dennoch gibt es
neben der auBergewdhnlichen biologischen Relevanz z. B. als Briicke zwischen
(Ortho-)Retroviren und Hepadnaviren auch einige Aspekte, die Foamyviren aus

medizinischer Sicht interessant machen. So konnten zwar dltere Berichte tber die
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Assoziation von Foamyviren mit einigen Krankheiten, besonders aus dem
autoimmunen Formenkreis, nicht bestitigt werden und diese Berichte werden heute
auf die mangelnde Spezifitit der damals angewandten Methoden zuriickgefiihrt
(Heneine et al. 1995; Schweizer et al. 1995; Meiering et Linial 2001). Es kann aber
andererseits nicht ausgeschlossen werden, dass es unter bestimmten Bedingungen
doch zu einer human- oder tierpathogenen Infektion kommen kdnnte, wie etwa einem
Virus mit bestimmten Mutationen, Koinfektionen mit anderen Pathogenen, oder
bestimmten genetischen Voraussetzungen auf Seiten des Wirtes oder einer
Immunsuppression desselben. So ist auch SIV im natiirlichen Wirt unschédlich, das
aus diesem auf verschiedenen Wegen entstandene HIV jedoch bekannterweise
humanpathogen (Hahn et al. 2000). Auch aus anderen Virusfamilien gibt es Berichte
iiber die Entstehung neuer pathogener Virusformen, mdglicherweise durch
Mutationen oder bei bestimmten speziesiibergreifenden Situationen, wie etwa in
jingerer Zeit das SARS-assoziierte Coronavirus (Holmes 2003) oder eine bestimmte
Form von Influenzaviren als Erreger der “Vogelgrippe” (Li et al. 2004).

Viele biologische Eigenschaften der Foamyviren allerdings machen eine solche
Pathogenititsentwicklung bei ihnen eher unwahrscheinlich (Linial 2000). Dennoch
gibt es auch einige experimentelle Befunde, die auf ein pathogenes Potential von
Foamyviren hinweisen konnten. Neben dem ausgeprigten zytopathischen Effekt, den
Foamyviren in Zellkultur hervorrufen und der Eigenschaft von Tas, neben den
foamyviralen Promotoren auch zellulire Gene zu aktivieren (Kido et al. 2002), sind
hier Versuche an transgenen Maidusen zu nennen, in denen bei Expression von
foamyviralen Proteinen neuropathologische Verdnderungen in Gehirn und Muskel
sowie schwere neurologische Storungen auftraten (Bothe et al. 1991; Aguzzi et al.
1993). Auch gibt es Berichte iiber bestimmte Interaktionen beispielsweise von PFV
mit HIV, wobei allerdings unklar ist, ob solche Situationen in vivo eine Rolle spielen

konnten (Schiffer et al. 2004).

1.2.6.2 Ubertragung von Foamyviren auf den Menschen

Foamyviren konnen von unterschiedlichen Primaten auf den Menschen {ibertragen
werden, v. a. durch Bisse (Heneine et al. 2003). So wurden beispielsweise Isolate aus

Griinen Meerkatzen, Schimpansen, Pavianen, Mandrills und Makaken im Menschen
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gefunden (Schweizer et al. 1997; Heneine et al. 1998; Sandstrom et al. 2000; Brooks
et al. 2002; Switzer et al. 2004; Wolfe et al. 2004). In Risikogruppen, wie etwa
afrikanischen Affenjdgern oder mit Affen arbeitenden Tierpflegern und
Laborpersonal, erreicht die Rate von mit Foamyviren infizierten Personen etwa ein bis
fiinf Prozent, womit die Ubertragung von SFV auf den Menschen deutlich hiufiger
stattzufinden scheint als beispielsweise die von SIV (Heneine et al. 1998; Switzer et
al. 2004).

Eine weitere mogliche Infektionsquelle kdnnten Xenotransplantate darstellen, sollten
diese eines Tages routinemiBig zum Einsatz kommen. So werden z. B. Paviane als
mogliche Spender in der Lebertransplantation angesehen und die Infektion mit
Foamyviren ist unter diesen Affen weit verbreitet (Allan et al. 1998; Blewett et al.
2000).

Auch konnten Foamyviren durch Blut oder Blutprodukte von Mensch zu Mensch
iibertragen werden, wie dies von Affe zu Affe moglich ist (Khan et Kumar 2006;
Brooks et al. 2007), wobei es hierfiir bisher ebenso keinen Nachweis gibt wie fiir eine
direkte Ubertragung von Mensch zu Mensch, z. B. von langjihrig infizierten Personen

auf ihre Lebensgefihrten (Boneva et al. 2002; Switzer et al. 2004).

1.2.6.3 Einsatz von foamyviralen Vektoren in der Gentherapie

Das Interesse an foamyviralen Vektoren hat in den letzten Jahren zugenommen, da
einige ihrer biologischen Eigenschaften vorteilhaft erscheinen im Vergleich zu
anderen Retroviren, die teilweise bereits im klinischen Einsatz getestet wurden, wie
etwa Lentiviren und das Gammaretrovirus MLV (Mergia et Heinkelein 2003).
Wihrend der Einsatz von replikationskompetenten foamyviralen Vektoren denkbar ist
und auch einige Versuche in dieser Richtung durchgefiihrt wurden (Schmidt et
Rethwilm 1995), richtet sich das Augenmerk in letzter Zeit jedoch verstirkt auf
replikationsinkompetente foamyvirale Vektoren und deren Einsatz zum Beispiel im
Rahmen der Gentherapie mittels Transduktion von himatopoetischen Stammzellen ex
vivo, wo eine erfolgreiche Entwicklung zu verzeichnen ist (Hirata et al. 1996;
Vassilopoulos et al. 2001; Josephson et al. 2002; Kiem et al. 2007). Als Vorteile
gegeniiber anderen retroviralen Vektoren gelten unter anderem die allgemeine

Apathogenitit der Foamyviren, die weite Verbreitung des zelluliren Rezeptors der
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Foamyviren und die Fahigkeit, Zellen der unterschiedlichsten Gewebe, auch
hidmatopoetische Stammzellen, effizient transduzieren zu konnen (Russell et Miller
1996; Hill et al. 1999), dariiberhinaus das Fehlen eines Gag-Pol-Proteins und damit
die Moglichkeit, Gag und Pol getrennt zu exprimieren (Heinkelein et al. 2002a),
sowie die GroBe des foamyviralen Genoms und die damit einhergehende
Verpackungskapazitit (Russell et Miller 1996; Trobridge et al. 2002). Auflerdem ist
zu erwihnen, dass das foamyvirale Genom als doppelstringige DNA vorliegt, die im
Vergleich zu einzelstringiger RNA widerstandsféhiger ist, dass Foamyviren weniger
als das andere Retroviren bei der Integration aktive Gene und Promotorregionen
bevorzugen (Nowrouzi et al. 2006; Trobridge et al. 2006) und dass sie zumindest
besser als MLV ruhende Zellen transduzieren konnen (Russell et Miller 1996;
Trobridge et Russell 2004). Nachteilig erscheinen dagegen zur Zeit unter anderem
noch die mangelhafte Pseudotypisierbarkeit der Foamyviren (Pietschmann et al. 1999;
Wu et Mergia 1999), das Vorhandensein einer groBeren cis-aktiven Sequenz im
Bereich von pol (Heinkelein et al. 1998) und die gegeniiber den Lentiviren
verminderte Fahigkeit, in das Genom von Zellen integrieren zu kdnnen, die sich in
bestimmten Ruhephasen des Zellzyklus befinden (Bieniasz et al. 1997; Trobridge et
Russell 2004).

1.3 Antiretrovirale Substanzen

1.3.1 Maoglichkeiten und Grenzen der Inhibition von Retroviren

1.3.1.1 Angriffspunkte von antiretroviralen Substanzen

Uber 20 unterschiedliche antiretrovirale Medikamente, die sich in erster Linie gegen
HIV-1 richten, befinden sich heute im klinischen Einsatz (Rote Liste 2006). Man
unterscheidet dabei je nach Angriffspunkt im retroviralen Replikationszyklus und
Wirkmechanismus die nukleosidischen Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NRTIs),
die nicht-nukleosidischen = Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NNRTIs), die
Proteasehemmer (PI) sowie die noch recht neuen Fusionshemmer (7abelle 4). An der
Entwicklung weiterer Substanzen wird geforscht und einzelne Vertreter neuer

Wirkstoffklassen wie beispielsweise Korezeptorantagonisten, Integraseinhibitoren
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und Maturationsinhibitoren stehen teilweise kurz vor ihrer Zulassung (Li et al. 2003;

Idemyor 2005; Nair et Chi 2007).

Substanz Abk.  Handelsname  Anmerkungen

Nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (Nukleosidanaloga, NRTIs)

Abacavir ABC Ziagen® Guanosin-Analogon

Didanosin DDI Videx® Inosin-Analogon (=Dideoxyadenosin); zweitaltestes Praparat (1991)
Emtricitabin FTC  Emtriva® Cytidin-Analogon; seit 2003

Lamivudin 3TC Epivir® Cytidin-Analogon; auch bei HBV-Infektionen eingesetzt

Stavudin 4DT  Zerit® Thymidin-Analogon

Tenofovir TDF  Viread® Nukleotidanalogon

Zalcitabin DDC HIVID® Cytidin-Analogon; 1992-2006 (vom Markt)

Zidovudin AZT  Retrovir® Thymidin-Analogon; altestes Praparat (1987); siehe auch Kap. 1.3.2

Nicht-nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NNRTIs)

Delavirdin DLV  Rescriptor® nur als Import
Efavirenz EFV  Sustiva®
Nevirapin NVP  Viramune® erster NNRTI (1996)

Proteaseinhibitoren (PI)

Amprenavir APV  Agenerase®

Atazanavir ATV  Reyataz® seit 2004

Darunavir DRV  Prezista® bisher nur als Import, Zulassung erwartet
Fosamprenavir  FPV  Telzir® Fortentwicklung von Amprenavir

Indinavir IDV Crixivan®

Lopinavir/r LPV  Kaletra® in fester Kombination mit Ritonavir (Boosterung)
Nelfinavir NFV  Viracept®

Ritonavir RTV  Norvir® zur Boosterung anderer Pls

Saquinavir SQV Invirase® erster Pl (1995)

Tipranavir TPV  Aptivus®

Fusionsinhibitoren

Enfuvirtide T-20 Fuzeon® seit 2003; Kosten/Jahr >24000 €; s.c.-Praparat

Integraseinhibitoren

Raltegravir RGV Isentress® seit 2007 Expanded-Access-Programm

Korezeptorantagonisten

Maraviroc MVC Celsentri® seit 2007 Expanded-Access-Programm; CCR5-Inhibitor

Maturationsinhibitoren

Beviramat Phase-lla-Studien erfolgreich

Tabelle 4: Antiretrovirale Medikamente (Auswahl; erweitert und verdndert nach

http://hiv.net/2010/haart/klassen.htm)

NNRTIs wie Efavirenz oder Nevirapin binden direkt und nicht kompetetiv in der
Néhe des aktiven Zentrums der RT von HIV-1 und verhindern die weitere

Polymerisation (Spence et al. 1995). Dagegen stellen NRTIs Analoga der
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normalerweise von der viralen RT genutzten Nukleoside dar und werden nach
intrazelluldrer Phosphorylierung kompetetiv zu den normalerweise verwendeten
dNTPs in die virale DNA eingebaut (Mitsuya et al. 1985). Da NRTIs kein normales

3’-OH aufweisen, fiihrt dies zum Kettenabbruch.

1.3.1.2 Resistenzentwicklung

Begiinstigt durch den hohen Turnover von HIV und die hohe Fehlerrate der
retroviralen RT entstehen in einem infizierten Individuum stindig neue
Virusvarianten (sog. Quasispezies), aus denen unter antiretroviraler Medikation
resistente Formen selektiert werden (Meyerhans et al. 1989; Coffin 1995; Najera et al.
1995; Cornelissen et al. 1997, Mansky 1998). Resistenzen entwickeln sich bei
Monotherapie innerhalb kurzer Zeit, weshalb eine solche Therapie heute obsolet ist
und stattdessen im Rahmen der hochaktiven antiretroviralen Therapie (HAART)
meistens drei Préparate kombiniert werden, z. B. zwei NRTIs mit einem NNRTI oder
einem PI (Cameron et al. 1998; Kirk et al. 1998; van Leeuwen et al. 2003).

Bei manchen Substanzen geniigt schon eine einzelne Mutation fiir eine hochgradige
Resistenz, so z. B. bei Lamivudin (3TC) die Mutation M184V (Boucher et al. 1993;
Schinazi et al. 1993; Tisdale et al. 1993). Relevante Resistenzen gegen andere
Medikamente benétigen dagegen eine Akkumulation von mehreren Mutationen, so z.
B. bei Abacavir (Harrigan et al. 2000; Brun-Vezinet et al. 2003). Neben der
Resistenzvermittlung gegen das eingesetzte Medikament haben viele Mutationen in
unterschiedlichem Ausmal} noch weitere Auswirkungen, so z. B. einen Einfluf} auf die
Replikationskompetenz des Virus, eine Kreuzresistenz gegeniliber mehr oder weniger
dhnlichen Substanzen oder auch eine (Re-)Sensibilisierung gegeniiber bestimmten

anderen Medikamenten (Nijhuis et al. 2001; Whitcomb et al. 2003).

1.3.2 Zidovudin (AZT)

1.3.2.1 Eigenschaften und Einsatz bei HIV-Infektion
Zidovudin (ZDV) oder Azidothymidin (AZT), urspriinglich 1964 als Krebsmittel

synthetisiert, war 1987 als Retrovir® das erste antiretrovirale Medikament im Einsatz

gegen HIV und Aids (Mitsuya et al. 1985; Fischl et al. 1987). Zunichst wurde es als
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Monotherapie, dann in Kombination mit anderen NRTIs eingesetzt (Fischl et al. 1990;
Volberding et al. 1990; Eron et al. 1995; "Delta" 1996). Nach Einfiihrung der
Proteaseinhibitoren 1995 war es lange Zeit Komponente der meisten HAART-
Schemata, z. B. in der klassischen Kombination mit 3TC und einem PI wie Indinavir
oder Nelfinavir (Gulick et al. 1997; Hammer et al. 1997; Cameron et al. 1998; Saag et
al. 2001; Gulick et al. 2003), mit 3TC und einem NNRTI wie Efavirenz (Staszewski
et al. 1999; Robbins et al. 2003; Shafer et al. 2003) oder als Bestandteil einer Tripel-
NRTI-Therapie (Staszewski et al. 2001; Matheron et al. 2003). Zidovudin bleibt als
Retrovir® bzw. in den Kombinationspraparaten Combivir® (AZT+3TC) und
Trizivir® (AZT+3TC+ABC) auch nach 20 Jahren ein wichtiges Element in der
Behandlung von HIV-Infektionen, wenngleich es langsam etwas an Bedeutung
verlieren zu scheint, da es sich im Vergleich mit neueren NRTIs in gewissen
Aspekten als etwas unglinstiger erweist und somit manch moderne HAART kein AZT
mehr enthédlt (DeJesus et al. 2004; Gallant et al. 2006; Pozniak et al. 2006).

Azidothymidin, oder genauer 3’-Azido-3’-Deoxythymidin, ist ein Thymidinanalogon,
bei dem sich an der 3’-Position des Riboseringes eine Azidogruppe statt der
Hydroxylgruppe befindet (Mitsuya et al. 1985). Wie die anderen Nukleosidanaloga
wird es unverdndert von der Zelle aufgenommen und intrazelluldr schrittweise
phosphoryliert. Das wirksame Triphosphatderivat (AZTTP) konkurriert mit dTTP an
der entsprechenden Stelle in der RT und fiihrt, wenn es statt dTTP in den wachsenden

DNA-Strang eingebaut wird, wegen des fehlenden 3’-OHs zum Kettenabbruch.
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Abbildung 7: Thymidin und das Thymidinanalogon Zidovudin (AZT)

Oben links das Nukleosid Thymidin und rechts daneben das entsprechende
Triphosphatderivat, dTTP. Rechts oben AZT, dessen Azidogruppe am 3’-OH rot
gekennzeichnet ist, und darunter das durch intrazelluldre Phosphorylierung
entstehende wirksame AZTTP. Links unten eine DNA-Kette mit zwei Thymidinen und
einem zum Kettenabbruch fiihrenden AZT.

1.3.2.2 AZT-Resistenz-Mutationen bei HIV-1

Schon bald nach der Einfiihrung von AZT wurde die Resistenzentwicklung von
HIV-1 gegen dieses Medikament als Problem erkannt und einige Mutationen in dem
fiir die RT kodierenden Bereich von po/ konnten als urséchlich identifiziert werden
(Larder et Kemp 1989; Larder et al. 1989; Kellam et al. 1992; Harrigan et al. 1996).
Da diese Mutationen, die zu den Aminosduresubstitutionen M41L, D67N, K70R,
L210W, T215Y/F und K219Q/E fiihren, auch unter Stavudin (D4T) selektiert werden
(Calvez et al. 2002), bezeichnet man sie heute als Thymidinanaloga-Mutationen

(TAMs). TAMs verleihen, gegebenenfalls im Zusammenhang mit weiteren
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Mutationen, auch gegeniiber anderen NRTIs eine gewisse Kreuzresistenz
unterschiedlich starker Auspriagung (Whitcomb et al. 2003).

Eine hochgradige AZT-Resistenz wird durch das Vorhandensein von vier oder mehr
TAMSs erreicht, wihrend die Resistenz von Einzelmutationen unterschiedlich ist
(Whitcomb et al. 2003). M41L, D67N, L210W und K219Q/E vermittlen alleine
jeweils keine oder nur eine sehr geringe Resistenz, sind aber relevant beim Auftreten
mehrerer TAMs, wihrend K70R bereits als solches eine moderate Resistenz
verursacht und T215Y als Einzelmutation den stérksten Effekt hat und damit die
Schliisselmutation der Resistenz gegeniiber Thymidinanaloga darstellt (Larder et al.
1991b; Kellam et al. 1992; de Jong et al. 1996; Harrigan et al. 1996). TAMs haben
unterschiedlichen Einfluss auf die virale Fitness (Harrigan et al. 1998; Hu et al. 2006)
und werden bevorzugt in bestimmten Kombinationen gefunden, ndmlich im TAM-1-
Muster T215Y mit M41L und L210W oder im TAM-2-Muster T215F mit D67N,
K70R und K219Q (Yahi et al. 1999; Hanna et al. 2000; Marcelin et al. 2004). Dabei
treten die Mutationen oft in bestimmten Abfolgen auf, beispielsweise handelt es sich
bei K70R um eine frithe Mutation, die von einer Mutation am Kodon 215 abgel0st
wird, wihrend sich D67N und K219Q/E meist erst nach ldngerer Therapie entwickeln
(Boucher et al. 1992; Cleland et al. 1996; de Jong et al. 1996; Hanna et al. 2000).
Manche Kombinationen von TAMs treten kaum oder gar nicht auf und haben
negative Auswikungen auf die virale Replikationskompetenz, so etwa L210W und
K70R (Yahi et al. 2000) oder M41L und K70R in Abwesenheit weiterer TAMs
(Jeeninga et al. 2001).

Besonders in der Kombinationstherapie mit bestimmten NRTIs wie DDI kommt es
unter AZT gelegentlich auch zu einem anderen Muster an Mutationen, dem Q151M-
Komplex. Zu diesem zdhlt man A62V, V751, F77L, F116Y und als Schliisselmutation
QI151M (Shirasaka et al. 1995). Diese Mutationen finden sich bei HIV-1 nur in etwa
5% der Fille, wihrend sie bei HIV-2 den bevorzugten Pfad fiir die
Resistenzentwicklung darzustellen scheinen (Boyer et al. 20006).

Neben den den beschriebenen TAMs und dem Q151M-Komplex gibt es noch eine
Anzahl weiterer Mutationen, die Einfluss auf das Ansprechen von HIV auf AZT in
der HAART haben. E44D, V1181 und vermutlich eine Vielzahl weiterer Mutationen
etwa erhohen bei gemeinsamen Auftreten mit TAMs die AZT-Resistenz von HIV

(Hanna et al. 2000; Svicher et al. 2006). Dagegen fiihren andere Mutationen, die unter
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Therapie mit anderen NRTIs oder NNRTIs auftreten, zu einer (Re-)Sensitivierung
gegeniiber AZT. Zu nennen sind hier beispielsweise K65R, das besonders unter
Abacavir (ABC) und Tenofovir (TDF) auftritt oder die Schliisselmutation der 3TC-
Resistenz im aktiven Zentrum der RT, M184V (Naeger et al. 2001; Whitcomb et al.
2003; White et al. 2005).

1.3.2.3 Mechanismen der AZT-Resistenz bei HIV

Prinzipiell konnen Mutationen der RT auf zwei verschiedenen Wegen eine Resistenz
gegeniiber NRTIs vermitteln. Eine Moglichkeit besteht darin, dass die RT das NRTI-
Triphosphat vom dNTP unterscheidet und es vermindert einbaut. Dieser
Mechanismus der sterischen Inhibition ist fiir die Resistenz gegeniiber 3TC bei der
M184V-Mutation im aktiven Zentrum verantwortlich und auch der Q151M-Komplex
wirkt auf diese Weise (Sarafianos et al. 1999; Deval et al. 2002).

Die durch TAMs vermittelte AZT-Resistenz dagegen beruht auf einer selektiven
Exzision des bereits eingebauten AZT, nicht mittels einer eigenen Nukleaseaktivitét,
sondern gewissermaflen durch eine Umkehrung des Polymerisationsvorganges mit
ATP als Pyrophosphatdonor (Meyer et al. 1998; Meyer et al. 1999; Boyer et al. 2001;
Sarafianos et al. 2002).

1.3.2.4 Wirksamkeit von AZT bei Foamyviren

Zidovudin ist der einzige NRTI, der PFV in &hnlichen Dosen wie HIV gesichert
inhibiert (Rosenblum et al. 2001; Rinke et al. 2002). Die ICs, also die Konzentration,
unter der sich eine Inhibition von 50% zeigt, wird dabei mit 0,01 bis 0,1 uM
angegeben (Santillana-Hayat et al. 1996; Rosenblum et al. 2001; Yvon-Groussin et al.
2001). Die Fahigkeit von AZT, die reverse Transkription in Foamyviren zu hemmen,
hat man sich bei der Frage nach dem funktionellen Genom zu Nutze gemacht und
schlieBlich damit zeigen konnen, dass es sich wohl um DNA und nicht um RNA
handelt (Moebes et al. 1997; Yu et al. 1999) Andere Nukleosidanaloga wie 3TC,
DDC, DDI, D4T, ABC und FTC zeigen eine Wirkung erst bei deutlich héherer Dosis
und je nach Priparat und verwendetem Assay auch selbst dann nicht oder nur in

geringer Auspriagung (Santillana-Hayat et al. 1996; Rosenblum et al. 2001; Yvon-
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Groussin et al. 2001; Rinke et al. 2002). SFVmac und SVFcpz lassen sich ebenfalls
effizient durch AZT inhibieren, scheinen aber im Ansprechen auf andere NRTIs
einige Unterschiede aufzuweisen, was besonders in Anbetracht der engen
Verwandtschaft von PFV und SFVcpz Fragen aufwirft (Rosenblum et al. 2001). FFV

weist moglicherweise eine gewisse intrinsische Resistenz auf (Roy et al. 2003).

1.4 Zielsetzung

Diese Arbeit umfasst eine erste Charakterisierung des AZT-resistenten
Foamyvirusisolates SFVmacazrres, das in Zellkultur selektiert wurde und das erste
beschriebene Foamyvirus mit einer Resistenz gegeniiber AZT darstellt. Zunéchst soll
eine genotypische Analyse dieses resistenten Foamyvirus durchgefiihrt werden, um
mogliche Mutationen aufzuzeigen, die als Ursache fiir die Resistenz gegeniiber AZT
in Frage kommen. Im Weiteren wird untersucht, ob diese Mutationen tatséchlich fiir
die Resistenz verantwortlich sind und welchen Beitrag die einzelnen Mutationen zur
Resistenz leisten bzw. welche Eigenschaften im Sinne von Replikationsfahigkeit und
Teilresistenz Viren mit Einzelmutationen und verschiedenen Kombinationen der
gefundenen Mutationen aufweisen. Daneben soll im Sequenzvergleich mit den bei
HIV bekannten Resistenzmutationen nach Analogien und Untschieden gesucht
werden. Schliefllich sollen Mutationen, die SFVmacazres €ine AZT-Resistenz
verleihen, soweit mdglich in einen infektiosen PFV-Klon eingebracht werden und
untersucht werden, ob das generierte Virus ebenfalls eine AZT-Resistenz aufweist.
Diese Arbeiten stellen Grundlage fiir weitere Untersuchungen dar, z. B. eine
biochemische Charakterisierung des Mechanismus der AZT-Resistenz bei
Foamyviren, und konnen einerseits dazu beitragen, das Wissen um allgemeine
Mechanismen der Nukleosidanalogonresistenz bei Retroviren zu erweitern und
andererseits helfen, die Eigenschaften der Reversen Transkriptase von Foamyviren zu

verstehen, die bisher wenig untersucht sind.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Verbrauchsmaterial

Blot Filterpapier
Hybond™-ECL™-Nitrozellulosemembran
Sterilfilter 0,22 pm und 0,45 pum
Polyallomer Ultrazentrifugentubes
Qiashredder
BrightStar®-Plus-Nylonmembran
Rontgenfilme X-ray Retina XBD

Dartiiberhinaus wurde standardmaBiges

Schleicher & Schuell
Amersham Biosciences
Schleicher & Schuell
Beckmann

Qiagen

Ambion

Fotochemische Werke GmBH

Plastikmaterial (Pipettenspitzen,

Reaktionsgefale, Zellkulturflaschen, Zellkulturplatten jeweils unterschiedlicher GroBBen

etc.) von den Firmen Costar, Eppendorf, Falcon, Greiner, Hartenstein, Nunc und Roth

bezogen.

2.1.2 Chemikalien

Standardchemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, von den Firmen

Applichem, MBI Fermentas, Merck, Roth und Sigma-Aldrich bezogen. Wurde bei

einem Produkt auf die Herkunft von einem bestimmten dieser Hersteller geachtet, ist

dies an entsprechender Stelle im Methodenteil erwéhnt, ebenso wie einzelne

Chemikalien anderer Hersteller.

2.1.3 Enzyme und Reaktionspuffer

SAP (shrimp alkaline phosphatase)

CIAP (calf intestine alkaline phosphatase)
Restriktionsendonukleasen
Tag-Polymerase (Thermus aquaticus)

Pwo-Polymerase (Pyrococcus woesei)
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Pfu-Polymerase (Pyrococcus furiosus)

T4-DNA-Ligase
Ribonuklease A

Proteinase K

Stratagene

MBI Fermentas
Roche
MBI Fermentas

Ein entsprechender Reaktionspuffer wird jeweils vom Hersteller mitgeliefert.

2.1.4 Kits

QIAquick® Gel Extraction Kit
QIAquick® PCR Purification Kit

Qiagen
Qiagen

NucleoBond® PC500 Macherey-Nagel
Big Dye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit ~ Applied Biosystems
ECL™ Western Blotting Detection Reagents Ambion
Polyfect® Transfection Reagent Qiagen
Expand Long Template PCR System Roche
QuickChange® Site-Directed Mutagenesis Kit Stratagene
2.1.5 Antibiotika und Virustatika

Stammkonzentration Arbeitskonzentration
Antibiotika
Ampicillin 100 mg/ml 100 pg/ml
Kanamycin 100 mg/ml 100 pg/ml
Penicillin 100 mg/ml 100 pg/ml
Streptomycin 100 mg/ml 100 pg/ml
G418 100 mg/ml 1 mg/ml
Virustatika
Zidovudin (Retrovir®, 10 mg/ml je nach Versuch
GlaxoSmithKline)

-37-



Material und Methoden

2.1.6 Antikorper

a-SFVmac/Pol polyklonaler Kaninchen-Antikorper gegen das Pol-
Antigen von SFVmac (BioGenes GmbH)

a-SFVmac/Gag polyklonaler Kaninchen-Antikorper gegen das Gag-
Antigen von SFVmac

goat-o.-rabbit kommerzieller, polyklonaler Ziegen-Antikorper

gegen Kaninchen, Peroxidase-gekoppelt (DAKO,

#P0448)
2.1.7 Bakterienstimme
E. coli DH5a. Invitrogen
E. coli IM109 Stratagene
E. coli XL1-Blue supercompetent cells Stratagene
E. coli BL21(DE3) Novagen
2.1.8 Virus
SFVmacaztres AZT-resistentes SFVmac-Isolat, das durch zweimonatige

Passage in Zellkultur gewonnen wurde, wihrend die AZT-
Konzentration bis auf 1 mM gesteigert wurde (Ottmar

Herchenrdder)

2.1.9 Zelllinien

293T (HEK-)293-Zellen aus humanen embryonalen Nieren
(Graham et al. 1977) mit stabiler Expression des gro3en
T-Antigen von SV 40 (DuBridge et al. 1987)

BHK/LTR(PFV)lacZ Hamsternierenfibroblasten (BHK-21, engl. baby hamster
kidney cells) mit einem lacZ-Gen unter Kontrolle der LTR
von PFV (Schmidt et Rethwilm 1995)
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BHK/LTR(SFVmac)lacZ  BHK-21 mit einem /acZ-Gen unter Kontrolle der LTR
von SFVmac (Roy et al. 2003)

2.1.10 Plasmide

provirale Konstrukte

pczHSRV2  Expressionsplasmid fiir ein PFV-Provirus auf der Basis von pHSRV?2
(Schmidt et Rethwilm 1995), mit einem CMV-Promotor anstelle der U3-
Region im 5’LTR (Moebes et al. 1997)

pSFV-1 Expressionsplasmid fiir ein SFVmac-Provirus (Mergia et Wu 1998)
pSK29 pSFV-1 ohne Kpnl-Schnittstelle im Polylinker (Sylvia Kanzler)
pSK39 pSK29 mit den Pol-Mutationen S34 5T und E350K (Sylvia Kanzler)
pSKS50 pSK29 mit der Pol-Mutation S345T (Sylvia Kanzler)

pSKS51 pSK29 mit der Pol-Mutation E340K (Sylvia Kanzler)

sonstige Plasmide

pUCI18 Fermentas
pCRII Invitrogen
pET28c Novagen

2.1.11 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden bei Invitrogen bestellt, mit sterilem H,O auf
eine Konzentration von 100 pmol/ul eingestellt und bei -20 °C gelagert. Fiir PCRs

wurden kleinere Mengen mit 10 pmol/ul aliquotiert und eingefroren.

Oligo | 5’-3’ Sequenz Bindungsstelle/
Verwendungszweck
#378 | tatgagtatatttigctg pol (PFV) sense

Sequenzierprimer

#379 | caagtcggcgccgctatatatttaagg pol (PFV) antisense

Sequenzierprimer
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Oligo | 5’-3’ Sequenz Bindungsstelle/
Verwendungszweck
#385 | agccactcttttaaaaattgcc pol (PFV) sense
Sequenzierprimer
#639 | aagcaataatgctggcatgggaata pol (PFV) sense
Sequenzierprimer
#1844 | ccaccttactaccactttgggg pol (PFV) antisense
Sequenzierprimer
#1859 | gagaaattcctatgtggattgg gag (SFVmac) sense
Sequenzierprimer
#1860 | ccagtgggcttttaatttagttc gag (SFVmac) antisense
Sequenzierprimer
#1862 | aggacaaaaccttagagtatcc gag (SFVmac) sense
Sequenzierprimer
#1863 | caggtcaaaatggatcctctac gag (SFVmac) sense
Sequenzierprimer
#1864 | taaccagcattgagcaatatgg pol (SFVmac) antisense
Sequenzierprimer
#1865 | atgctggttatgtggtttcac pol (SFVmac) sense
Sequenzierprimer
#1866 | caggcttaagttgtaaacattc pol (SFVmac) antisense;
Sequenzierprimer
#1867 | gaaatcaatagctgaatgtttac pol (SFVmac) sense
Sequenzierprimer
#1868 | gttacattttcaagtgcttgatg pol (SFVmac) antisense
Sequenzierprimer
#1869 | ctaggccacaaaaacaatatcc pol (SFVmac) sense
Sequenzierprimer
#1870 | ggtcttataaaagctatggacc pol (SFVmac) sense
Sequenzierprimer
#1871 | ccaccatcgaatggttatttac pol (SFVmac) sense
Sequenzierprimer
#1886 | ccccatggatcctctacaactcctce pol (SFVmac) sense;

mutagener Primer zur
Klonierung von pBK1 (flgt
Ncol-Schnittstelle am Pol-

Startcodon ein)
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Oligo

5’-3’ Sequenz

Bindungsstelle/

Verwendungszweck

#1891

gccgtcgacagtgcttgatgtgcttg

pol (SFVmac) antisense;
mutagener Primer zur
Klonierung von pBK1
(entfernt Pol-Stopcodon,
fugt Sall-Schnittstelle ein)

#1892

gatgctgccagaatagtttcttttg

pol (SFVmac) sense
Primer flr die Klonierung
von pBK3

#1893

ggtctcccaattagcagtttag

pol (SFVmac) antisense
Primer flr die Klonierung
von pBK3

#1911

cgcgaaattaatacgactcac

pol (SFVmac) sense

Sequenzierprimer

#1912

gtggaagcagaagtactc

pol (SFVmac) sense

Sequenzierprimer

#1913

gccattatatacaattgttgct

pol (SFVmac) sense

Sequenzierprimer

#1914

taccctccagggtatccaa

pol (SFVmac) sense

Sequenzierprimer

#1915

ggtatgatctactacctgtt

pol (SFVmac) sense

Sequenzierprimer

#1916

ggccaactagtccaggaga

pol (SFVmac) sense

Sequenzierprimer

#1943

aggatccaatgattcctcttcagctgtta

pol (PFV) sense

Sequenzierprimer

#1944

tgtgtcgacttcatttitttccaaatga

pol (PFV) antisense

Sequenzierprimer

#1951

ccactagcccagtgggctttt

pol (SFVmac) sense
Mutageneseprimer
(Protease D—A)

#1952

actgggctagtggagctac

pol (SFVmac) antisense
Mutageneseprimer
(Protease D—A)

#1954

ccagatggaaggtggag

pol (PFV) sense

Sequenzierprimer

_4] -




Material und Methoden

Oligo

5’-3’ Sequenz

Bindungsstelle/

Verwendungszweck

#1955

gttttgggcagctgttaatg

pol (PFV) antisense

Sequenzierprimer

#1956

ggtcgtggcctaacagac

pol (PFV) sense

Sequenzierprimer

#1957

ctccatcagcaggatatg

pol (PFV) sense

Sequenzierprimer

#1989

ctagagctaatgcatttaaatgatgacgtgtaattaattaagagtcggtac

Oligonukleotid zum
Einfugen einer Pacl- und
Swal-Schnittstelle in

pUC18, sense

#1990

cgactcttaattaattacacgtcatcatttaaatgcattagct

Oligonukleotid zum
Einfugen einer Pacl- und
Swal-Schnittstelle in

pUC18, antisense

#1991

cctgttcctaaaccagatggaatatggagaatggtattag

pol (PFV) sense
Mutageneseprimer (R2111)

#1992

ctaataccattctccatattccatctggtitaggaacagg

pol (PFV) antisense
Mutageneseprimer (R2111)

#1993

ggatatgtagtatctttgaaaaaatcaaaaattggtcaaaaaactgtag

pol (PFV) sense
Mutagenesprimer (E350K)

#1994

ctacagttttttgaccaatttttgattttttcaaagatactacatatcc

pol (PFV) antisense
Mutageneseprimer
(E350K)

#1995

gtaccaaaacctgatggtatatggagaatggtgttggac

pol (SFVmac) sense

Mutageneseprimer (K2111)

#1996

gtccaacaccattctccatataccatcaggttttggtac

pol (SFVmac) antisense

Mutageneseprimer (K2111)

#1997

ctacaggcaggatatgtagtatctttggagaaatcagaaattggtc

pol (PFV) sense
Mutageneseprimer
(K347E)

#1998

gaccaatttctgatttctccaaagatactacatatcctgectgtag

pol (PFV) antisense
Mutageneseprimer
(K347E)

#1999

gtatcctgttcctaaaccaaatggaaggtggagaatgg

pol (PFV) sense
Mutageneseprimer
(D209N)
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Oligo

5’-3’ Sequenz

Bindungsstelle/

Verwendungszweck

#4001

ccattctccaccttccatttggtttaggaacaggatac

pol (PFV) antisense
Mutageneseprimer
(D209N)

#4020

ctacaggcaggatatgtagtaactttgaaaaaatcagaaattggtc

pol (PFV) sense
Mutageneseprimer
(S345T)

#4021

gaccaatttctgattttttcaaagttactacatatcctgcctgtag

pol (PFV) antisense
Mutageneseprimer
(S345T)

#4022

ctacaggcaggatatgtagtaacttigaaaaaatcaaaaattggtc

pol (PFV) sense
Mutageneseprimer
(S345T, E350K)

#4023

gaccaatttttgattttttcaaagttactacatatcctgcctgtag

pol (PFV) antisense
Mutageneseprimer
(S345T, E350K)

#4024

ctacaggcaggatattatgtatctttgcaaaaatcagaaattggtc

pol (PFV) sense
Mutageneseprimer
(V343Y, K347Q)

#4025

gaccaatttctgatttttgcaaagatacataatatcctgcctgtag

pol (PFV) antisense
Mutageneseprimer
(V343Y, K347Q)

#4026

ctacaggcaggatattttgtatctttgaaaaaatcagaaattggtc

pol (PFV) sense
Mutageneseprimer
(V343F)

#4027

gaccaatttctgattttttcaaagatacaaaatatcctgcctgtag

pol (PFV) antisense
Mutageneseprimer
(V343F)

#4041

ctatagagaggtcaataaaactattccattaatagcagcac

pol (SFVmac) sense

Mutageneseprimer (1224T)

#4042

gtgctgctattaatggaatagttttattgacctctctatag

pol (SFVmac) antisense

Mutageneseprimer (1224T)

Tabelle 5: verwendete Oligonukleotide
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2.1.12 GrofBlenmarker

Proteinmarker

RPN Rainbow Marker Amersham Biosciences
DNA-Marker

N-HindI11 eigene Herstellung
A-Pstl eigene Herstellung

Wird DNA des Phagen A mit Hindlll oder Pstl verdaut, entstethen DNA-Fragmente
charakteristischer Grofe. Da die erwarteten GroBen dieser Fragmente bekannt sind,
konnen sie in einer Agarosegelelektrophorese als GroBenstandard verwendet werden.
Fiir die Herstellung von 1 ml Marker werden 333 ul ADNA, 10 ul Hindlll bzw. Pstl, 50
ul jeweiliger Restriktionsnukleasenpuffer und Aqua dest. ad 500 pl {iber Nacht bei 37
°C inkubiert. Am folgenden Tag wurden 167 ul 6x BPB sowie 333 ul TE zugegeben

und der Marker aliquotiert.

2.1.13 Puffer und Losungen

2.1.13.1 Bakterienkultur

5x LB

LB Broth Base Lennox L 100 g
NaCl 25¢g
a-D-Glucose S5¢g

H,O ad 1000 ml

autoklavieren, ggf. Antibiotikum zugeben
SOA

NaCl 10 mM
in IxLB
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SOB

KClI 2,5 mM
MgCl, 10 mM
MgSOg4 10 mM
in SOA

SOC

Glucose 20%

in SOB

LB-Agar

LB Broth Base Lennox L 20 g
Agar 20g
NaCl 5¢g
H,O ad 1000 ml

autoklavieren, abkiihlen auf etwa 60° C, Antibiotikum zugeben, Losung in Petrischalen

giefen, erstarren lassen und bei 4° C aufbewahren.

2.1.13.2 Analyse und Klonierung von DNA

Transformationspuffer 1

Kaliumacetat 30 mM
RbCl, 100 mM
CaCl, 10 mM
MnCl, 50 mM
Glycerin 15%

Mit 10% Essigsdure auf pH 5,8 einstellen

Transformationspuffer 2

MOPS 10 mM
RbCl, 100 mM
CaCl, 75 mM
Glycerin 15%
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mit 1 M KOH auf pH 6,5 einstellen und 0,2 um sterilfiltrieren

Plasmidpriparationslosung 1

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

Plasmidpriparationslosung 2
NaOH 02N
SDS 1%

Plasmidpriparationslgsung 3

Natriumacetat 3M

mit Eisessig auf pH 5,4 einstellen

Lysis Puffer

Tris 100 mM

EDTA 50 mM

SDS 0,2%

NaCl 200 mM

Proteinase K 10 pl/ml, jeweils vor Gebrauch frisch zugeben
TE/RNase

RNase A 100 pg/ml

in 0,1x TE

10x Hybridisierungspuffer

NaCl IM

Tris pH 8,0 100 mM
EDTA pH 8,0 ImM

in Aqua dest.
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Tris/MgCl,

Tris 200 mM
MgCl, 5SmM
in Aqua dest.

autoklavieren

6x DNA-Probenpuffer (6x BPB)

Sucrose 40%
Bromphenolblau 0,125%
in Aqua dest.

autoklavieren

50x TAE (Tris-Azetat/EDTA)

Tris 2M
Essigsdure 5,71%
EDTA pH 8,0 50 mM
in Aqua dest.

2.1.13.3 Zellkultur und Zellbiologie

MEM (Minimal Essential Medium) mit 5% bzw. 10% FCS (Fetal Calf Serum)
FCS (Biochrom, Berlin) 5% bzw. 10%

Glutamat 0,03%
Penicillin 100 mg/1
Streptomycin 100 mg/1

in MEM (Hausmedium; enthilt 9,6 g/l Invitrogen #41500-083 und 2,2 g/l NaHCO5)

ATV

NaCl 137 mM
KCl1 5,4 mM
D-Glucose 5 mM
NaHCO; 70 mM
Trypsin 500 mg/1
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PEI (Polyethylenimin)

PEI (Polyscience) 1 mg/ml
in Aqua dest.
0,2 pum sterilfiltrieren, bei -20° C lagern

2x HBS

NaCl 280 mM
KCl 10 mM
Na,HPO, x 2 H,O 1,5 mM
Hepes 50 mM
Dextrose 12 mM
in Aqua dest.

pH 7,05 mit NaOH einstellen

2 M CaCly

CaCl, 2M

in Aqua dest.

0,2 pum sterilfiltieren, bei -20 °C lagern

0.5 M Natriumbutyrat
0,5 M Natriumbutyrat 0,5 M

in sterilem PBS

0,2 um sterilfiltrieren

PBS(+)

NaCl 137 mM
KClI 2,7 mM
Na,HPO4 x H,O 4,3 mM
KH,POg4 1,4 mM
CaCl; x 4 H,O 1,5 mM
MgCl; x 6 H,O I mM
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lacZ-Fiarbelosung

Ferricyanid
Ferrocyanid
MgCl,
X-Gal

in PBS

4 mM
4 mM
2 mM
0,4 g/l

Férbelosung jedes Mal frisch ansetzen

lacZ-Fixierlosung
Formaldehyd
Glutaraldehyd

in PBS

2.1.13.4 Proteinbiochemie

RIPA Puffer
Tris HCI pH 7,5
NaCl

Natrium-Deoxycholat

Triton X-100
SDS

20% Sucroselosung

Sucrose

Tris pH 8,0
NaCl

EDTA pH 8,0

2%
0,2%

20 mM
300 mM
1%

1%
0,1%

20%
100 mM
100 mM
I mM
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2x Probenpuffer fiir Proteinproben (2x PPP)

Tris-HCI pH 6,8
SDS

Glycerin
B-Mercaptoethanol

Bromophenolblau

Gelpuffer

Tris Base
SDS
pH 8,45 mit HCl einstellen

5x Kathodenpuffer

Tris
Tricine

SDS

10x Anodenpuffer
Tris-HCI pH 8,9

Blotpuffer
Tris
Glycin
Methanol
SDS

PBS-Tween
Tween 20
in PBS(-)

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

3M
0,3%

500 mM
500 mM
0,5%

2M

50 mM
40 mM
20%

0,037%

0,5%
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PBS(-)
NaCl 137 mM
KCl 2,7 mM
Na,HPO,4 x H,O 4,3 mM
KH,PO4 1,4 mM
4% Milchpulver

Magermilchpulver 4%

In PBS(-)

2.1.13.5 Standardléosungen und Puffer

1 M Tris pH 8.0
Tris 1M
pH 8,0 einstellen mit HCI

0.5 M EDTA pH 8.0
0,5 M EDTA

in Aqua dest.
pH 8,0 mit NaOH einstellen

autoklavieren

10% SDS

10% SDS

in Aqua dest.

auf etwa 68 °C erhitzen

pH 7,2 mit HCI einstellen

IXxTE
Tris-HCI pH 8,0 10 mM
EDTA pH 8,0 1 mM
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Herstellung von transformationskompetenten E. coli

(Puffer und Losungen: 2.1.13.1 und 2.1.13.2)

Als transformationskompetent werden Bakterien bezeichnet, die durch eine
entsprechende Behandlung die Eigenschaft besitzen, mit hoher Effizienz Plasmid-DNA
durch ihre Zellmembran aufnehmen zu konnen (Transformation, siehe 2.2.1.2). Eine
Moglichkeit kompetente Bakterien herzustellen, besteht in der Behandlung mit
Calciumchlorid (Mandel et Higa 1970), das auf noch ungeklirte Weise die

Permeabilitiat der Bakterienmembran fir Fremd-DNA erhoht.

Inkubation einer Bakterienvorkultur iiber Nacht bei 37 °C im Schiittler (180
rpm)

- 100 ml LB mit 1 ml der Vorkultur animpfen

- Bakterien bis zu einer ODs9s von 0,2-0,3 kultivieren (37 °C, 180 rpm)

- 5 min auf Eis inkubieren

- Pelletierung bei 2500 rpm und 4 °C fiir 10 min

- Uberstand verwerfen, Pellet in 40 ml Transformationspuffer I aufnehmen

- Pelletierung bei 2500 rpm und 4 °C fiir 10 min

- Uberstand restlos absaugen, Pellet in 40 ml Transformationspuffer II aufnehmen
- 15 min auf Eis inkubieren

- aliquotieren, in fliissigen Stickstoff, Lagerung bei -80 °C

2.2.1.2 Transformation von DNA in kompetente E. coli

(Puffer und Losungen: 2.1.13.1)

Bei der Transformation wird Plasmid-DNA in kompetente Bakterien eingebracht. Dort
kann sie vermehrt und in spéteren Arbeitsschritten durch eine Plasmidpréparation
aufgereinigt werden (siehe 2.2.1.3).

Die klassiche Transformation wurde verwendet, wenn das Ausgangsmaterial einer
Ligation (sieche 2.2.1.11) oder Mutagenese (sieche 2.2.1.15) entstammte, also in

vergleichsweise niedriger Konzentration vorlag. Als Bakterien wurden in diesem Falle
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E. coli DH5a verwendet, die sich durch eine hohe Transformationsrate auszeichnen, bei
allerdings eher geringer Plasmidausbeute. Alternativ wurden aus einer Mutagenese
stammende Reaktionsprodukte auch in E. coli XL1-Blue nach einem eigenen Protokoll
transformiert. Auch dieses Verfahren zeichnet sich durch eine hohe Transformationsrate
aus. Die Quick-Transformation dagegen bendtigt deutlich weniger Zeit. Als
Bakterienstimme wurden dabei E. coli IM109 verwendet, die eine hohere Ausbeute an
Plasmid-DNA erzielen (Pope et Kent 1996). Jedoch ist die Transformation weniger
effizient und kann daher nur angewandt werden, wenn das Ausgangsprodukt bereits

aufgereinigt und konzentriert ist, also einer Plasmidpréparation entstammt.

Klassische Transformation

ein Aliquot Bakterien (DH5a) auf Eis auftauen

- 100 pl Bakterien und 10 pl Ligationsansatz vorsichtig mischen

- 30 min auf Eis inkubieren

- 90 sec Hitzeschock bei 42 °C

- 3 min auf Eis inkubieren

- ad 1 ml 1x LB (ohne Antibiotikum)

- 1 hbei 37 °C inkubieren

- 3 min bei 5000 U/min zentrifugieren, vom Uberstand etwa 850 ul verwerfen

- Pellet im Rest resuspendieren, 50-100 ul auf vorgewidrmte Agarplatte (mit
entsprechendem Antibiotikum) ausstreichen

- uber Nacht im Brutschrank bei 37 °C inkubieren

Transformation in XL1-Blue
- Bakterien auf Eis auftauen
- 50 ul Bakterien (XL1-Blue Supercompetent cells) und 1 ul Reaktionsansatz (aus
Mutagenese, siche 2.2.1.15) vorsichtig mischen
- 30 min auf Eis kiihlen
- 45 sec Hitzeschock bei 42 °C
- 2 min auf Eis inkubieren
- 500 pul SOC dazugeben
- 1 hbei 37 °C inkubieren
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250 pl auf Agarplatte mit entsprechendem Antibiotikum ausstreichen

uber Nacht im Brutschrank bei 37 °C inkubieren

Quick-Transformation

Bakterien (JM109) auf Eis auftauen

100 pl Bakterien und 0,5 pg Plasmid vorsichtig mischen

10 min auf Eis kiihlen

ausstreichen auf vorgewiarmte Agarplatte (mit entsprechenden Antibiotikum)

uber Nacht im Brutschrank bei 37 °C inkubieren

2.2.1.3 Plasmidpriparation aus E. coli

(Puffer und Losungen: 2.1.13.1 und 2.1.13.2)

Die Préparation von Plasmid-DNA aus einer Kultur von transformierten Bakterien
(siehe 2.2.1.2) erfolgt durch das Prinzip der alkalischen Lyse (Birnboim et Doly 1979).
In diesem Verfahren werden Proteine und DNA durch Zugabe von SDS und NaOH

denaturiert, anschlieBend Natriumacetat zugegeben, die Plasmid-DNA von der

prézipitierten chromosomalen DNA und den Proteinen durch Zentrifugation getrennt

und schlieBlich durch Ethanolfdllung konzentriert und gereinigt.

Plasmidpriparation im analytischen Mafistab (Miniprdp)

eine Einzelkolonie transformierter Bakterien in 2 ml Ix LB (mit je nach
Plasmid entsprechendem Antibiotikum) animpfen

tiber Nacht im Schiittler bei 37 °C inkubieren

ca. 1,5 ml der Ubernachtkultur 1 min bei 14000 U/min zentrifugieren, Uberstand
verwerfen

100 pl Plasmidpriparationslosung 1 zum Pellet dazugeben, mischen, 5 min bei
Raumtemperatur stehen lassen

100 pl Plasmidpriparationslosung 2 dazugeben, mischen, 5 min bei
Raumtemperatur

150 pl Plasmidpriparationsldsung 3 dazugeben, mischen, ca. 15 min auf Eis

15 min bei 14000 U/min zentrifugieren
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- Uberstand in neues ReaktionsgefiB iiberfithren, in das zuvor 1 ml Ethanol
vorgegeben wurde, 10 min bei Raumtemperatur stehen lassen

- 15 min bei 13000 U/min zentrifugieren, Uberstand verwerfen

- zugeben von 500 pl 70%igen Ethanols, 5 Minuten bei Raumtemperaur

- Uberstand verwerfen, Pellet trocknen

- Resuspension in 50 pul TE/RNase

Plasmidpriiparation aus E. coli im priparativen Mafistab (Maxipriip)

Bei einer Maxiprdp wird im Gegensatz zur Minipridp eine grolere Menge DNA in
reinerer Form gewonnen. Dazu wird eine Einzelkolonie Bakterien in 150 ml 1x LB
angeimpft und iiber Nacht im Schiittler bei 37 °C inkubiert. Fiir die am ndchsten Tag
folgende Aufreinigung wurde der Plasmid DNA Purification Kit: NucleoBond PC500
von Macherey-Nagel verwendet und nach Angaben des Herstellers verfahren. Der
alkalischen Lyse folgt in diesem Protokoll die Aufreinigung der Plasmid DNA iiber
Anionenaustauschséulen.

Nach der Resuspendierung der aufgereinigten DNA in 200 pl H,O erfolgte eine
Vermessung der DNA-Konzentration und durch Zugabe der errechneten Menge an

notigem H,O die Einstellung auf eine Endkonzentration von 1 ug/ul.

2.2.1.4 Isolierung genomischer DNA aus eukaryotischen Zellen

Genomische DNA aus eukaryotischen Zellen, und damit auch integrierte retrovirale
DNA, kann nach dem folgenden Protokoll extrahiert werden, um sie dann mittels PCR
zu amplifizieren oder zu sequenzieren (siehe 2.2.1.12 und 2.2.1.14).

- Zellen mit PBS waschen

- Zugabe von 3 ml Lysis Puffer und Zell-Lyse fiir ca. 3 min

- iber Nacht bei 55 °C im Wasserbad inkubieren

- Fillung der DNA durch Zugabe von 3 ml Isopropanol und kréftiges Schiitteln

- Entnahme der DNA mittels Glasangel

- Waschen mit 30 pl 70%igem Ethanol

- Trocknen der DNA und Aufnahme in 200 pl 0,1x TE

- iber Nacht bei 55 °C 16sen

- Resuspendieren, Lagerung bei 4 °C
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2.2.1.5 Agarose-Gelelektrophorese
(Puffer und Losungen: 2.1.13.2)

Bei der Agarose-Gelelektrophorese werden DNA-Fragmente, die beispielsweise aus
einer PCR (siehe 2.2.1.12) oder einem Restriktionsverdau (siehe 2.2.1.9) stammen, der
GroBe nach aufgetrennt. Dies kann analytisch oder priparativ genutzt werden. Zunichst
wird Agarose 0,5- bis 3-prozentig (hoherprozentig bei kleineren Fragmenten) in 1x
TAE (z. B. 100 ml) gelost, aufgekocht und im noch fliissigen Zustand Ethidiumbromid
(1 pg/ml) dazugegeben. Nach dem Aushérten des Gels werden die DNA-Proben (20-50
ul) mit einem Bromphenolblau-haltigen Ladepuffer (6x BPB) versetzt und zusammen
mit einem DNA-GroBenstandard (AHindlIIl oder APstl) auf das Gel geladen. Als
Laufpuffer in der Gelelektrophoresekammer dient 1x TAE. Eine Spannung von 30-90
mV wird angelegt und die negativ geladene DNA wandert zur Anode, wobei kleinere
Fragmente schneller als grofe sind und die DNA dadurch der GroBe nach aufgetrennt
wird. Die DNA wird dann mit Hilfe des interkalierenden Ethidiumbromids unter UV-
Licht sichtbar gemacht und das Bandenmuster fotografiert, oder die gewiinschten DNA-

Banden ausgeschnitten und weiter verarbeitet (siche 2.2.1.6)

2.2.1.6 Isolation von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Unter schwachem UV-Licht sichtbar gemachte DNA-Banden kénnen mit einem
Skalpell ausgeschnitten und dann iiber Saulen aufgereinigt werden. Hierfiir wurde der

QlAquick® Gel Extraction Kit von Qiagen nach Herstellerangaben verwendet.

2.2.1.7 Spektrometrische Bestimmung der DNA-Konzentration

Um die Konzentration von DNA in einer wiassrigen Losung zu bestimmen, wurde die
Extinktion der Probe (z. B. 1:300 verdiinnt) bei einer Wellenldnge von 260 nm, dem
Absorbtionsmaximum von DNA, gemessen. Dabei entspricht eine OD von 1 einer

Konzentration von 50 pg/ml dsDNA.
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Zur Bestimmung der Reinheit dient der Quotient OD560/OD5,g9. Der Wert sollte 1,8 bis
2,0 betragen. Ein hoherer Wert deutet auf Verunreinigung durch RNA hin, ein niedriger

auf Verunreinigung durch Proteine oder Phenol.

2.2.1.8 Hybridisierung von Oligonukleotiden
(Puffer und Losungen: 2.1.13.2)

Zwei Oligonukleotide, die einander bis auf eventuelle kurze Uberhiinge komplementir
sind, konnen zu einem kurzen Doppelstrang hybridisiert werden. Der so entstandene
DNA-Doppelstrang kann dann in einen aufgeschnittenen Vektor ligiert werden (siehe

2.2.1.11), um dort beispielsweise neue Restriktionsschnittstellen einzufiigen.

Reaktionsansatz

Oligonukleotid 1 (100 pmol/ul) 10 ul
Oligonukleotid 2 (100 pmol/ul) 10 ul
10x Hybridisierungspuffer Sul
Aqua dest. ad 50 pl

5 min im Wasserbad bei 92 °C

tiber Nacht im Wasserbad abkiihlen lassen

2.2.1.9 Restriktionsverdau von DNA

Restriktionsendonukleasen erkennen bestimmte, fiir die jeweilige
Restriktionsendonuklease spezifische, palindromische DNA-Sequenzen und spalten die
DNA innerhalb oder in der Nihe dieser Sequenzen. Wird die DNA dabei an den
komplementiren Stringen um einige Nukleotide versetzt gespalten, enstehen in der
Folge DNA-Fragmente mit 3'- bzw. 5'-Uberhiingen (engl. sticky ends). Wird die DNA
an beiden Stringen an derselben Stelle geschnitten, enstehen keine Uberhinge (engl.
blunt ends). Dabei sind die verschiedenen Restriktionsendonukleasen in
unterschiedlichen Puffern und bei unterschiedlichen Temperaturen optimal aktiv. Ist ein
gleichzeitiger Verdau mit zwei Enzymen ndtig, aber wegen unterschiedlicher optimaler
Reaktionstemperatur oder -puffer nicht moglich, wurde zunéchst der Verdau im weniger

konzentrierten Puffer durchgefiihrt.
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Analyvtischer Restriktionsverdau

Restriktionsendonuklease 0,5-1 ul
DNA 0,5-2 ug
Puffer (10x) 2 ul

Aqua dest. ad 20 pl

Préparativer Restriktionsverdau

Restriktionsendonuklease 1-2 pl
Puffer (10x) S5ul
DNA Spg
Aqua dest. ad 50 pl

Inkubation bei fiir das jeweilige Restriktionsenzym optimaler Temperatur fiir 2 h bis

tiber Nacht je nach Herstellerangaben.

2.2.1.10 Dephosphorylierung von DNA Fragmenten

Um bei einer Ligation (siehe 2.2.1.11) zu verhindern, dass die Enden des linearisierten
Vektors miteinander ligiert werden, konnen die 5’-Enden dephosphoryliert werden.
Hierzu wurde in dieser Arbeit alkalische Phosphatase aus Eismeergarnelen (shrimp
alkaline phosphatase, SAP) oder Kilberdarm (calf intestine alkaline phosphatase,
CIAP) verwendet. Die Enzyme sind in beinahe allen Reaktionspuffern aktiv, weshalb
auf Zugabe des mitgelieferten Reaktionspuffers meist verzichtet wurde. SAP kann bei
65 °C sehr effektiv inaktiviert werden.

- 1-2 ul SAP oder CIAP zum vorhandenen Reaktionsansatz

- 20-30 min bei 37 °C inkubieren

- 10 min inaktivieren (SAP bei 65 °C, CIAP bei 75 °C)

- auf Eis abkiihlen
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2.2.1.11 Ligation von DNA-Fragmenten

Bei der Ligation werden zwei oder mehr DNA-Fragmente miteinander verkniipft, indem
unter Katalyse der T4-Ligase zwischen dem 3’-OH-Ende der einen DNA und dem 5’-
Phosphatende der anderen eine Phosphodiesterbindung ausgebildet wird. Dabei haben
die Enden der DNA-Fragmente entweder zueinander komplementire kurze einstrangige
Uberhinge (engl. sticky ends) oder keine Uberhiinge (engl. blunt ends). Der gedffnete
Vektor kann zuvor einer Dephosphoriylierung unterzogen werden, um die Selbstligation

zu verhindern.

Reaktionsansatz
T4-Ligase 1 pl
Ligationspuffer (10x) 2 ul

1. DNA-Fragment (gedftneter Vektor) 10-500 ng

2. DNA-Fragment (Insert) in zwei- bis vierfachem molarem
UberschuB zum Vektor

Aqua dest. ad 20 pl

Inkubation bei 14 °C mindestens vier Stunden oder iber Nacht

2.2.1.12 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion kdnnen von einer Ausgangs-DNA (engl.
template) DNA-Fragmente in vitro amplifiziert werden (Saiki et al. 1985; Saiki et al.
1988). Dabei wird die DNA zunéchst denaturiert, so daf sie einzelstringig vorliegt. Im
ndchsten Schritt lagert sich ein Paar von spezifischen Oligonukleotiden (Primer) iiber
komplementire Basenpaarung an die Zielsequenz (engl. annealing). In der folgenden
Elongationsphase synthetisiert eine thermostabile Polymerase das DNA-Fragment
zwischen den Primern. Dieser Reaktionszyklus aus Denaturierung, Annealing und
Elongation wird mehrfach (typischerweise 20-35mal) wiederholt, so dass sich die
Zielsequenz exponentiell vermehrt. Nach dem Durchlauf der Zyklen kann sich noch
eine lidngere Elongationsphase anschlieBen, um nicht fertig gestellte Amplimere
vollstédndig zu polymerisieren.

Es konnen auch Primer verwendet werden, die sich in einigen Nukleotiden von der
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Ausgangssequenz unterscheiden. So kdnnen Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme oder
Mutationen in die Ausgangs-DNA eingefiigt werden.

Fir die PCR konnen unterschiedliche Polymerasen verwendet werden. Die Tag-
Polymerase ist kostengiinstig und zeichnet sich durch eine hohe Prozessivitit aus.
Jedoch verfiigt sie iliber keine Korrekturlesefunktion (3’-5° Exonukleaseaktivitit) und
hat daher eine hohe Fehlerrate. Polymerasen mit 3°-5’ Exonukleaseaktivitit wie Pwo
oder Pfu weisen eine deutlich geringere Fehlerrate auf und wurden daher bevorzugt
eingesetzt, wenn es bei der Synthese der DNA auf eine hohe Zuverléssigkeit ankam.

Fiir die Synthese von langen DNA-Fragmenten wurde auch das Expand Long Template
PCR System von Roche eingesetzt, in dem ein Mix aus Taq und Tgo, einer weiteren
Polymerase mit 3’-5’ Exonukleaseaktivitit, eingesetzt wird.

Die optimale Annealing-Temperatur hingt von der Linge und dem GC-Gehalt der
Primer ab. Sie sollte etwa 5 °C unter dem Tm-Wert liegen, der durch folgende Formel
abgeschitzt werden kann:

Tm=4°Cx(G+C)+2°Cx(A+T)

Reaktionsansatz (auf Eis)

DNA 10-500 ng
Polymerase 1-2 pul
dNTPs 1 ul
Primer sense (10-100 pmol/ul) 1-5 ul
Primer antisense (10-100 pmol/ul) 1-5 ul

10x Reaktionspuffer komplett
Aqua dest.

Programm im Thermocycler

1/10 Volumen des Gesamtansatzes

ad 25-50 pl

(1)95°C 2 min

(2)95°C 15-30 sec (Denaturierung)
(3) 45-60 °C 30-60 sec (Annealing)
Temperatur abhingig von verwendeten Oligonukleotiden

(4) 68-72 °C 1-10 min (Elongation)

Temperatur abhéingig von verwendeter Polymerase, Dauer abhingig von Grofe
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der Zielsequenz (Syntheserate von ca. 1 kB/min)
Wiederholung Schritt (2) bis (4) 20 bis 35mal

(5) 68-72 °C 5-15 min
(6)4°C unbegrenzt

2.2.1.13 Aufreinigung von PCR-Produkten

Die aus der PCR erhaltene DNA mul} je nach weiterem Verwendungszweck noch
aufgereinigt werden. Hierzu wurde der Qiaquick PCR Purification Kit von Qiagen nach

Herstellerangaben verwendet.

2.2.1.14 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA basiert auf der sogenannten Kettenabbruchmethode
(Sanger et al. 1977). Dabei wird dhnlich wie in einer PCR verfahren, jedoch wird nur
ein Primer eingesetzt und statt einem Teil der ANTPs werden mit vier unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen markierte ddNTPs eingesetzt. Der Einbau eines ddNTPs, der
zufdllig und damit an jeder Stelle geschieht, fiihrt zu einem Kettenabbruch. Die
unterschiedlich langen DNA-Fragmente werden im Folgenden aufgetrennt und die
Farbstoffe durch Laser angeregt und detektiert. Somit kann festgestellt werden, welches
Didesoxynukleotid beim Amplifikat jeder Lange zum Abbruch fiihrte und dadurch die
Sequenz des Ausgangsmaterials bestimmt werden.

Fiir die Sequenzierung wurde der Big Dye Cycle Sequencing Kit version 1.1 verwendet.

Reaktionsansatz

Primer (10 pmol/ul) 0,33 ul
DNA (1pg/ul) 0,5 ul
Tris/MgCl, 1 ul
Big Dye 1 ul
Aqua dest. 2,17 ul
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Programm im Thermocycler

(1)95°C 20 sec

(2) 50 °C 15 sec

(3) 60 °C 4 min
Wiederholung Schritt (1) bis (3) 25mal
(4)4°C unbegrenzt

Das Reaktionsprodukt wurde anschlieend im Haus aufgereinigt und sequenziert.

2.2.1.15 Zielgerichtete Mutagenese

Ziel einer zielgerichteten Mutagenese (engl. site directed mutagenesis) ist es, einzelne
Basen einer Ausgangssequenz durch andere auszutauschen. In dieser Arbeit wurde dies
durch Polymerasekettenreaktionen erreicht, bei denen Primer verwendet wurden, die
sich an der gewiinschten Stelle in beabsichtigter Weise von der Ausgangssequenz

unterscheiden.

Zweistufige Mutagenese mit vier Primern

Bei diesem Verfahren wurden zundchst mittels PCR zwei Amplifikationen
durchgefiihrt. Einer der Primer enthielt dabei jeweils die gewiinschte Mutation (am 5°-
Ende), der andere befand sich in der einen Reaktion proximal, in der anderen distal
davon. Die beiden entstandenen Amplifikate, die sich im Bereich der Mutation
tiberlappen, wurden im Anschlul3 aufgereinigt und als Ausgangs-DNA in einer ndchsten
PCR eingesetzt. Als Primer kamen dabei der proximale und der distale aus dem ersten
Schritt zum Einsatz. Insgesamt entstand ein DNA-Amplifikat, das vom proximalen bis

zum distalen Primer reichte, mit der gewiinschten Mutation in der Mitte.

Mutagenese einer Plasmid-DNA mit zwei Primern und anschliefiendem Dpnl-Verdau
Die Primer, die bei diesem Verfahren zur Anwendung kamen, waren zueinander
vollkommen komplementir, vergleichsweise lang und enthielten die gednderten Basen
in der Mitte. Als Polymerase wurde Pfu oder Pwo verwendet, da diese sich durch eine
niedrige Fehlerrate auszeichnen. Um die Fehlerrate weiter zu reduzieren, wurden

vergleichsweise wenige Zyklen durchgefiihrt, da theoretisch eine einzige DNA-Kopie
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des mutagenisierten Plasmids ausreichte, die spéter in Bakterien weitervermehrt wurde.

Nach Ablauf der PCR lagen im Reaktionsansatz Ausgangsplasmid und mutagenisiertes

Plasmid nebeneinander vor. Um diese zu trennen, wurde das Restriktionsenzym Dpnl

dazugegeben, das die methylierte Ausgangs-DNA schneidet, nicht jedoch die in der

PCR entstandene unmethylierte DNA. Somit lag nun alleine das mutageniserte Plasmid

vor und konnte in Bakterien transformiert, vermehrt und anschlieBend aufgereinigt

werden.

Reaktionsansatz der PCR (auf Eis)

Primer 1

Primer 2

Plasmid-DNA

10x Puffer passend zur Polymerase
dNTPs

Polymerase (Pwo oder Pfu)

Aqua dest.

Programm im Thermocycler
(1)95°C
(2)95°C
(3)55°C

Wiederholung Schritt (1) bis (3) 14mal

(4) 70 °C
(5)4°C

10 pmol
10 pmol
20 ng
S5ul

1 ul

1 ul

ad 50 pl

2 min
30 sec

1 min

1 min pro kb Ausgangsplasmid

unbegrenzt

Nach der PCR folgte der Verdau der methylierten Ausgangs-DNA durch Zugabe von 1

ul Dpnl zum Reaktionsansatz und Inkubation bei 37 °C fiir eine Stunde. Daran schloss

sich die Transformation in Bakterien der Stimme XL 1-Blue oder DH5a. (siehe 2.2.1.2)

und die Vermehrung und Préparation des mutagenisierten Plasmids an.
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2.2.2 Zellbiologische und virologische Methoden

2.2.2.1 Kaultivierung adhérenter Zelllinien

(Puffer und Lésungen: 2.1.13.3)

Die in dieser Arbeit verwendeten Zellen (293T und BHK) wurden im Brutschrank bei
37 °C und 5% CO; in Zellkulturflaschen gehalten. Adhérente Zellen wachsen am Boden
der Zellkulturflasche in Form eines Monolayers, der alle 3-4 Tage konfluent wird. Zu
diesem Zeitpunkt miissen die Zellen verdiinnt (gesplittet) werden. Hierzu wurde das
Kulturmedium abgenommen, die Zellen mit ATV vom Boden gelost und in einer
Verdiinnung von 1:5 bis 1:20 mit frischem Kulturmedium in die Zellkulturflasche
zuriickgegeben. Als Kulturmedium wurde fiir 293T-Zellen MEM mit 10% FCS, fiir
BHK-Zellen MEM mit 5% FCS verwendet. BHK/LTR/acZ wurde zur Selektion 1
mg/ml G418 zur Selektion zugegeben.

2.2.2.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

(Puffer und Losungen: 2.1.13.3)

Beim Einfrieren von Zellen wurde mit DMSO (Sigma #2650) gearbeitet. Um dessen
Toxizitit fiir die Zellen zu verringern, wurden alle Arbeitsschritte mit gekiihlten
Losungen durchgefiihrt. Beim Auftauen wurden die Zellen vom toxischen DMSO

befreit.

Einfrieren
- Zellen mit ATV losen und in Kulturmedium aufnehmen
- 10 min bei 1000 U/min zentrifugiern, Uberstand verwerfen
- zum Pellet 50% Kulturmedium, 40% FCS, 10% DMSO (FCS und DMSO zuvor
auf Eis ansetzen)
- aliquotieren und in -80 °C verbringen

- nach mind. 24 h in fliissigen Stickstoff {iberfiihren
Auftauen

- Zellen rasch auftauen und in 10 ml Kulturmedium auf Eis geben

- 10 min bei 1000 U/min und 4 °C zentrifugieren, Uberstand verwerfen
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- 5 ml Kulturmedium zum Pellet, in Zellkulturflasche aussden

2.2.2.3 Vermehrung von Viren in Zellkultur

Nach der Zugabe des zu vermehrenden Virus zu einer Zellkultur von BHK wurde beim
Splitten jeweils ein Anteil der infizierten und ein Anteil frische, nicht infizierte Zellen
verwendet. Ebenso wurde z. B. ein Fiinftel des infizierten Uberstandes iibertragen.

Sobald sich ein cytopathischer Effekt zeigte, konnten die Viren geerntet werden.

2.2.2.4 Zellzahlbestimmung und Ausséien von Zellen

Die Zelldichte in einem Kulturmedium kann mit der Neubauer-Zéhlkammer bestimmt
werden. Hierzu wurde das zellhaltige Medium gut gemischt, gegebenfalls etwas
verdiinnt und 10 pl der Zellsuspension vom Rand her zwischen Zihlkammer und das
aufgelegte Deckglas gegeben. Unter dem Mikroskop wurden die Zellen in den
GroBquadraten ausgezihlt. Die Malle des GroBquadrats betragen 1 mm x 1 mm und der
Abstand zwischen Zihlkammer und Deckglas betrdgt 0,1 mm, so dass sich die in einem
GroBquadrat gezéhlten Zellen auf 0,1 pl verteilen. Damit 148t sich die Anzahl der Zellen
pro ml Kulturmedium errechnen, indem man die Gesamtzahl der gezéhlten Zellen durch
die Anzahl der ausgezéhlten GroBquadrate teilt und mit dem Verdiinnungsfaktor sowie
dem Kammerfaktor 10* multipliziert.

Beim Aussden von Zellen wurde die Zelldichte in einer Ausgangszellsuspension
bestimmt und auf die gewiinschte Dichte verdiinnt, um so eine definierte Menge an
Zellen in einer definierten Menge Medium in die jeweilige Zellkulturschale geben zu

konnen.

2.2.2.5 Transfektion und Induktion

Bei einer Transfektion wird DNA in eukaryotische Zellen eingebracht. In dieser Arbeit
handelte es bei der transfizierten DNA um Plasmide, die ein provirales Genom in sich
trugen. Das Ziel war in den folgenden Schritten eine Expression der viralen Gene und
eine Produktion von Viruspartikeln. In dieser Arbeit wurden drei verschiedene

Methoden fiir die Transfektion angewandt, die Transfektion mit Calciumphosphat, die
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Transformation mit PEI und die Transfektion mit dem PolyFect Transfection Reagent
von Qiagen. Bei allen angewandten Methoden geht die fremde DNA im Verlauf der
Zellteilungen verloren, weshalb es sich ausschlieBlich um transiente Transfektionen
handelt. Als Zielzellen der Transfektion dienten 293T-Zellen, die stabil das groe T-
Antigen von SV-40 exprimieren (DuBridge et al. 1987). Transfizierte Plasmide, die
einen T-Replikationsursprung von SV-40 enthalten, werden dann durch die Expression
des T-Antigens in den Zellen effizient amplifiziert und eine starkere Expression der auf

dem Plasmid kodierten Protein erreicht.

Transiente Transfektion mit Calciumphosphat
Bei dieser schon lange etablierten und kostengiinstigen Methode bilden sich Prizipitate
aus Calciumphosphat und DNA, die dann per Endozytose aufgenommen werden
(Graham et van der Eb 1973). Von Nachteil ist die Toxizitdt der eingesetzten
Substanzen fiir die Zellen und die deshalb eher geringen Virustiter, die erzielt werden.
- 1,8 x 10°293T-Zellen in 6-cm-Schalen mit 5 ml Medium aussien
- iber Nacht im Brutschrank bei 5% CO, und 37°C inkubieren
- Medium abnehmen; 4 ml frisches, auf 37°C vorgewéarmtes Medium zugeben
- Transfektionsansatz vorbereiten
o 10 pg DNA
o 50 ul2,5M CaCl,
o ad 500 pl Aqua dest. (vorgewérmt)
o gut mischen
o 500 ul 2xHBS (vorgewérmt) langsam und vorsichtig zugeben, wihrend
sich Prézipitate bilden
- Transfektionsansatz 10 min bei Raumtemperatur stehen lassen, dann auf die
Zellen tropfchenweise zugeben
- 8hbei 37°C und 5% CO, inkubieren
- Medium abnehmen und durch 4 ml frisches, vorgewédrmtes Medium ersetzen
- Inkubation iiber Nacht bei 37 °C und 5% CO,, am nichsten Tag Induktion (siehe

weiter unten)

Transiente Transfektion mit Polyethylenimin (PEI)
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Eine hohere Effizienz als durch die Transfektion mit Calciumphosphat wird mit
Polyethylenimin (PEI) als Transfektionsreagenz erzielt (Boussif et al. 1995). PEI ist ein
kationisches Polymer, das Nukleinsduren bindet und kondensiert. Der DNA-Polykation-
Komplex wird von der Zelle endozytiert und entgeht vermutlich durch seine
Eigenschaft als proton sponge dem lysosomalen Abbau (Akinc et al. 2005), was
zusammen mit der geringen Toxizitdt die hohere Transfektionseffizienz erkliren kann.
- 2x10°293T-Zellen in 6-cm-Schalen mit 5 ml Medium ausséen
- iber Nacht im Brutschrank bei 37°C und 5% CO; inkubieren
- Medium abnehmen; 2,5 ml frisches, auf 37 °C vorgewarmtes MEM mit 12%
FCS zugeben
- Transfektionsansatz vorbereiten
o 6 ug DNA
o 18 ul PEI (1 mg/ml)
o 476 ul MEM ohne Zusitze
o gut mischen
- 20-30 min bei Raumtemperatur stehen lassen
- auf Zellkulturschalen tropfeln

- Inkubation liber Nacht bei 37 °C und 5% CO,, am nichsten Tag Induktion

Transiente Transfektion mit dem PolyFect Transfection Reagent
Die Transfektion mit PolyFect wurde verwendet, wenn sehr hohe Titer bendtigt wurden.
Das sphirisch aufgebaute Reagenz bildet mit DNA einen positiv geladenen Komplex,
der an negativ geladene Zellrezeptoren bindet und von der Zelle bevorzugt endozytiert
wird.
- 1,6 x 10°293T-Zellen in 6-cm-Schalen mit 5 ml Medium aussien
- iber Nacht im Brutschrank bei 37 °C und 5% CO, inkubieren
- Medium abnehmen; 4 ml frisches, auf 37 °C vorgewédrmtes Medium zugeben
- Transfektionsansatz vorbereiten
o 6 ug DNA
o 30 ul PolyFect
o 150 ul MEM ohne Zusitze

o gut mischen
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- 5 min bei Raumtemperatur stehen lassen
- Zusammen mit 850 pl MEM 10% FCS auf die Zellen geben

- Inkubation {iber Nacht, am néchsten Tag Induktion

Induktion
Mittels Natriumbutyrat, einem Histondeacetylasechemmer, kann die Genexpression in
Zellen angeregt werden. Damit werden auch die transfizierten viralen Gene vermehrt
exprimiert, besonders wenn sie unter EinfluB eines CMV-Promotors stehen, und
dadurch hohere Virustiter erzielt.

- Natriumbutyrat zu transfizierter Zellkultur zugeben bis zur Endkonzentration

von 10 mM

- 8 hbei 37°C und 5% CO, inkubieren

- Medium abnehmen und durch 3 ml frisches, vorgewédrmtes Medium ersetzen

- Inkubation {iber Nacht, Ernte (siche 2.2.2.6) oder Zelllysat (siehe 2.2.2.10) am

nichsten Tag

2.2.2.6 Ernte von Viruspartikeln

Bei der Ernte von Viruspartikeln, die aus der Vermehrung in Zellkultur (Kap. 2.2.2.3)
oder einer Transfektion (Kap. 2.2.2.5) entstammen, wird virushaltiger Uberstand
abgenommen und durch eine Porentiefe von 0,45 pm gefiltert. Die Viren wurden

aliquotiert und sofort weiterverwendet oder bei -80 °C weggefroren.

2.2.2.7 lacZ-Farbung
(Puffer und Losungen: 2.1.13.3)

Mittels der lacZ-Farbung wurde in dieser Arbeit die Infektion der Indikatorzellen
BHK/LTR(SFVmac)lacZ bzw. BHK/LTR(PFV)lacZ mit SFVmac bzw. PFV
nachgewiesen. Diese Indikatorzellen haben ein lacZ-Gen, das unter der Kontrolle eines
Transaktivator-abhangigen LTR des jeweiligen Virus steht (Yu et Linial 1993; Schmidt
et Rethwilm 1995; Roy et al. 2003). Wird eine Indikatorzelle von SFVmac bzw. PFV
infiziert, kommt es zur Produktion des viralen Transaktivators Tas, der iiber die

Interaktion mit dem LTR letztlich zur Expression von B-Galaktosidase fiihrt. Durch eine
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Féarbung mit X-Gal lassen sich anschlieBend (3-Galaktosidase-exprimierende Zellen blau
farben, wodurch die Infektion mit dem entsprechenden Virus angezeigt wird.

- Zellkulturmedium abnehmen

- 1x mit PBS waschen

- Fixierl6sung zugeben und mindestens 20 min bei 4 °C inkubieren

- 2-3x mit PBS waschen

- Firbelosung zugeben und 4-6 h bei 37 °C inkubieren

2.2.2.8 Virustitration

Um den Titer eines virushaltigen Uberstandes zu bestimmen, wurde dieser in einer
Verdiinnungsreihe (z. B. dreimal 1:10 bis 1:10000 in 12-well-Platten) auf die
entsprechenden Indikatorzellen gegeben und nach 48 h eine LacZ-Fiarbung
durchgefiihrt, die infizierten Zellen unter dem Mikroskop ausgezdhlt und durch

Riickrechnung der Verdiinnung der Titer ausgerechnet.

2.2.2.9 AZT-Resistenz-Test mit Transfektionsversuchen

Um die Auswirkungen von Mutationen im Virusgenom auf die AZT-Resistenz des
Virus zu untersuchen, wurden provirale SFVmac- bzw. PFV-Konstrukte, in die
entsprechende Mutationen zuvor hineinkloniert worden waren, in 293T-Zellen
transfiziert (siehe 2.2.2.5), nach Induktion und Viruspartikelproduktion der Uberstand
geerntet (siehe 2.2.2.6) und der Titer durch lacZ-Féarbung von Indikatorzellen bestimmt
(siche 2.2.2.7 und 2.2.2.8). Dabei wurde AZT in verschiedenen Konzentrationen
zugegeben, wobei wegen der Besonderheiten des foamyviralen Replikationsszyklus
(sieche 1.2.5) eine Zugabe nur in den Zielzellen (BHK-LTR/acZ-Indikatorzellen) anders
als bei entsprechenden Versuchen mit HIV und anderen Orthoretroviren wenig
aussagekriftig ist (Moebes et al. 1997; Roy et al. 2003). Daher wurde AZT bei einigen
Versuchen in parallelen Ansdtzen entweder nur in der transfizierten Zelle bei der
Virusproduktion zugegeben, nur bei der Infektion der Zielzelle oder bei beiden
Gelegenheiten. Bei den meisten Versuchen wurde nur letzterer Ansatz herangezogen,
also die Zugabe von AZT sowohl in der virusproduzierenden Zelle als auch in der

virusaufnehmenden Zelle.
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Der Vorteil dieses Systems zur Untersuchung der phénotypischen Resistenz mittels

Transfektion von molekularen Klonen und anschlieBender Infektion von Zielzellen ist

die schnelle Durchfiihrung innerhalb einer Woche.

Aussden von 293T-Zellen, Transfektion und Induktion (siehe 2.2.2.5); dabei
Mediumwechsel mit/ohne AZT

Ernte der Viruspartikel (siche 2.2.2.6)

Aussden von Indikatorzellen (10* in 1 ml Medium, 12-well-Platten)
Mediumwechsel mit/ohne AZT, 4 weitere Stunden Inkubation

Zugabe des virushaltigen Uberstandes in Verdiinnungsreihen (Titration, siehe
2.2.2.8)

Inkubation fiir 48 h

LacZ-Farbung und Auszéhlung der blauen Zellen (siehe 2.2.2.7)

2.2.2.10 Herstellung von Zelllysaten

(Puffer und Losungen: 2.1.13.4)

Eine Moglichkeit, die Expression von z. B. viralen Proteinen in Zellen zu untersuchen,

ist die Analyse von Zelllysaten mit Proteingelelektrophorese und Westernblot (siche

2.2.3.1 und 2.2.3.2). Fir die Herstellung derartiger Zelllysate wird RIPA-Puffer

verwendet, der Triton X-100 enthilt, das fiir eine Permeabilisierung der Zellmembran

sorgt, wihrend SDS und p-Mercaptoethanol die Proteine denaturieren und ihre

Wechselwirkungen unterbinden.

Zellen mit PBS(+) waschen

Zugabe von RIPA Puffer (z. B. 700 pl bei 6-cm-Schalen)

10 min auf Eis, dabei gelegentlich schwenken

geloste Zellen in QiaShredder iiberfithren und bei 13000 rpm fiir 1 min
zentrifugieren

600 pl Eluat mit 600 pl 2x PPP mischen

5 min bei 95 °C kochen

Lagerung bei -20/-80 °C
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2.2.2.11 Viruspartikelpriparation
(Puffer und Losungen: 2.1.13.4)

Um die viralen Proteine aus Viruspartikeln in einem Western Blot (siche 2.2.3.2)
untersuchen zu konnen, miissen die Viruspartikel aus dem virushaltigen Uberstand
(siehe 2.2.2.6) zunichst aufgereinigt werden.

- 293T-Zellen aussden (vier 6-cm-Schalen pro Partikelpréiparation), Transfektion

und Induktion (siehe 2.2.2.5)

- Uberstiinde abnehmen, sterilfiltrieren (siehe 2.2.2.6) und vereinigen

- 2 ml 20% Sucroselosung in ein Ultrazentrifugenréhrchen vorlegen

- 8 ml Uberstand vorsichtig auf das Sucrosekissen schichten

- mit PBS(+) austarieren

- 3 h Ultrazentrifugation bei 25000 rpm und 4 °C

- Medium absaugen, Sucrose dekantieren und Rohrchen umgekehrt stehen lassen

- Flissigkeitsreste mit RNase-freiem Papier entfernen

- 30 ul 2x PPP und 30 pl PBS zugeben und vortexen

- 5 min auf Eis, vortexen

- 5 min bei 95 °C erhitzen

- Lagerung bei -80 °C

2.2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Mit der diskontinuierlichen Tricin-SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

konnen Proteine der GroBle nach aufgetrennt werden (Laemmli 1970; Schéigger et von
Jagow 1987). Dabei werden die Proteinproben zunichst aufgekocht und durch SDS
sowie -Mercaptoethanol denaturiert. Die Proteine erhalten durch das anionische SDS
eine zu ihrer GroBe anndhernd proportionale negative Ladung, wodurch die
proteinspezifische Ladung iiberlagert wird. Im Polyacrylamidgel wandern die Proteine
dementsprechend zur Anode, die kleinen schneller als die groBBeren. Die Porengréfe des
Gels und damit der optimale Trennbereich kann {iber den Anteil an Acrylamid oder das

Verhéltnis von Acrylamid zu Bisacrylamid, das die Acrylamidfasern quervernetzt,

-71 -



Material und Methoden

variiert werden. In dieser Arbeit wurde mit 8-prozentigen Gelen bei einem Acryl-
Bisacrylverhiltnis von 37,5:1 gearbeitet (Gel Rotiphorese 30, Roth).

Nach dem Aufbau der vertikalen Gelelektrophoreseapparatur wird das Trenngel
angesetzt und die Polymerisation durch Zugabe des Radikalbildners
Ammoniumperoxysulfat (APS) unter Katalyse von N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin
(TEMED) gestartet. Das noch fliissige Trenngel wird dann zwischen zwei Glasplatten
der Apparatur gegossen, mit Isopropanol tiberschichtet und die Polymerisation fiir etwa
eine halbe Stunde abgewartet. Nach dem Auspolymerisieren des Trenngels wird das
Isopropanol vollstindig entfernt, das Sammelgel angesetzt, die Polymerisation
desselben wiederum durch Zugabe von APS und TEMED gestartet, das Gemisch ziigig
oberhalb des Trenngels zwischen die Glasplatten gegossen und ein Kamm eingesetzt,
der bei der Polymerisation des Sammelgels Taschen fiir die spétere Beladung mit
Proteinproben freihdlt. Nach der Auspolymerisierung des Sammelgels werden die
Pufferkammern der Elektrophoreseapparatur mit Kathoden- bzw. Anodenpuffer gefiillt,
der Kamm entfernt, die Taschen mit Kathodenpuffer griindlich gespiilt und z.B. je 20-
80 ul der Proben bzw. 8 ul Rainbow-Marker in die Taschen gegeben. Die Auftrennung
der Proteine erfolgt bei 25-35 mA pro Gel tiber Nacht.

Trenngel 8% Sammelgel 4%
Acryl-Bisacrylamid 37,5:1 (Roth) 5,3 ml 2,6 ml
Gelpuffer 6,6 ml 5,0 ml
Glycerin 100% wasserfrei 2,2 ml -
Aqua dest. 6,0 ml 12,4 ml
zum Starten der Polymerisation:
APS 10% 150 pl 150 pl
TEMED 20 ul 20 ul

2.2.3.2 Western Blot

(Puffer und Losungen: 2.1.13.4)
In einem Western Blot werden Proteine, die zuvor durch eine SDS-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt wurden, auf einer
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Nitrocellulosemembran fixiert und anschlieBend durch Antikérper nachgewiesen
(Towbin et al. 1979).
Fiir die Ubertragung vom Gel auf die Membran wurde dabei ein elektrisches Feld
angelegt, in dem die Proteine senkrecht zu ihrer Laufrichtung in der SDS-PAGE
wandern. Hierzu wurde ein Semi-Dry Blot-Verfahren verwendet. Dazu wurden
zunichst Blot-Filterpapier und Nitrozellulosemembran 10 Minuten in Blotpuffer
getrinkt und Anoden- und Kathodenplatte mit Blotpuffer befeuchtet, dann auf die
Anodenplatte drei Lagen Blot-Filterpapier, die Nitrocellulosemembran, das
Acrylamidgel, wiederum zwei Lagen Blot-Filterpapier und obenauf die Kathodenplatte
gelegt und schlieBlich fiir 90 Minuten ein Strom von 150 mV angelegt.
AnschlieBend wurde die Membran nacheinander zwei Antikdrpern ausgesetzt. Der
primdre Antikorper richtet sich gegen das zu detektierende Protein und bleibt an diesem
haften, wéhrend er von anderen unspezifischen Proteinen abgewaschen werden kann.
Der sekundére Antikorper stammt von einer anderen Wirtsspezies, erkennt den ersten
Antikorper und bindet an diesen.

- Membran mit PBS(-) spiilen

- 1 h bei Raumtemperatur schiittelnd in 4% Milchpulver blocken

- 3x mit PBS-Tween spiilen

- 1 h bei RT schiittelnd mit priméren Antikdrper in 4% Milchpulver (z. B. 1:100)

inkubieren
- 3 x 5 min mit PBS-Tween waschen
- 1 h bei RT schiittelnd mit sekunddrem Antikorper in 4% Milchpulver (z. B.
1:1000) inkubieren

- 5 x 5 min mit PBS-Tween waschen
An den sekundéren Antikorper ist dabei ein Enzym gekoppelt, in dieser Arbeit war dies
z. B. Peroxidase. Durch Zugabe einer Luminol-haltigen Detektionslosung (ECL
Western Blot Detection Kif) wurde eine durch die Peroxidase katalysierte Oxidation
ermoglicht, bei der es zu einer Chemolumineszenz kam, die durch die Belichtung eines
Rontgenfilms nachgewiesen werden konnte.
Fiir die Detektion wurde die Nitrocellulosemembran nach dem letzten Waschen mit
Blot-Filterpapier getrocknet, auf eine Glasplatte gelegt und fiir 90 Sekunden mit 4 ml

ECL iiberschichtet. Nach Entfernen der Detektionslosung wurde die Membran auf der
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Glasplatte in Frischhaltefolie verpackt und in eine Fotokassette verbracht. In der
Dunkelkammer wurden die Rontgenfilme fiir wenige Sekunden bis 30 Minuten

belichtet und anschlieBend entwickelt, fixiert und getrocknet.

-74 -



Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Untersuchung eines AZT-resistenten SFVmac

3.1.1 Genotypische Analyse von SFVmMacazrres

3.1.1.1 Selektion von SFVmacazrres in Zellkultur

Die foamyvirale Reverse Transkriptase ist im Vergleich zu vielen orthoretroviralen
Enzymen noch recht wenig untersucht. Zu den bisher nachgewiesenen Besonderheiten
zdhlen eine hohere Prozessivitit als die RT von HIV (Rinke et al. 2002; Boyer et al.
2004), die Bevorzugung von Mangan an Stelle von Magnesium als Co-Faktor
(Scolnick et al. 1970; Liu et al. 1977; Benzair et al. 1982; Kogel et al. 1995a), die
fehlende Abspaltung der Protease von der RT (Pfrepper et al. 1998), sowie das
Vorhandensein von Valin anstatt Methionin im YXDD-Motiv des aktiven Zentrums
(Rinke et al. 2002). Dariiberhinaus sind jedoch noch viele Einzelheiten unbekannt.
Ahnlich wie bei HIV, wo die Untersuchung von NRTI-Resistenzen auch einen
Beitrag leisten konnte, die normale biologische Funktion und Struktur der Reversen
Transkriptase aufzukldren, konnte die Analyse einer AZT-Resistenz bei Foamyviren
neben einer Erweiterung der Erkenntnisse iiber allgemeine Mechanismen von
retroviralen NRTI-Resistenzen auch Aufschliisse iiber generelle Eigenschaften der
foamyviralen Polymerase und ihre Gemeinsamkeiten und Unterschiede im Vergleich
mit den orthoretroviralen Enzymen liefern. Eine Isolation von resistenten Viren aus
infizierten und behandelten Patienten wie bei HIV kommt fiir Foamyviren nicht in
Betracht. Jedoch wurde gezeigt, dass in Zellkultur unter Anwesenheit von NRTIs HIV
selektiert werden kann, dessen Resistenzmutationen den in vivo nachgewiesenen
gleichen (Smith et al. 1987; Larder et al. 1991a; Dianzani et al. 1992; Gao et al.
1992). Daher sollte in dieser Arbeit das AZT-resistente Foamyvirus SFVmacazrres
untersucht werden, das durch Halten in Zellkultur unter steigenden AZT-
Konzentrationen gewonnen worden war.

Um AZT-resistente Foamyviren zu erhalten, waren dabei Plasmid-abgeleitete
Virusstimme von PFV, SFVcpz und SFVmac in den entsprechenden Indikatorzellen
kultiviert worden. Solange in der Zellkultur ein zytopathischer Effekt anzeigte, dass

das entprechende Virus noch replikationsfahig ist, war {iber einen Zeitraum von zwei
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Monaten die AZT-Konzentration von 0,005 uM ausgehend schrittweise gesteigert
worden. Auf diese Weise war ein SFVmac-Isolat gewonnen worden, das noch in
Anwesenheit von 1 mM AZT repliziert, SFVmacazr.s. Dagegen hatten die Versuche,
mit diesem Ansatz AZT-resistentes PFV oder SFVcpz zu erhalten, nicht zum Erfolg
gefiihrt.

3.1.1.2 DNA-Sequenzierung des gag- und pol-Gens von SFVmacazryes

Um den genetischen Hintergrund der AZT-Resistenz des diesermalBlen biologisch
selektierten SFVmac-Isolates zu untersuchen, wurden nun die Gene gag und pol aus
der viralen DNA von SFVmacazr.s mittels PCR amplifiziert und die Nukleotidfolge
mit der von F. Sanger stammenden Methode sequenziert (siche 2.2.1.14). Im
Vergleich mit der Ausgangssequenz, also dem Konstrukt pSFV-1, das als Grundlage
fiir die Gewinnung des AZT-resistenten Isolates gedient hatte und dessen gag- und
pol-Gen zuvor ebenfalls sequenziert worden waren, zeigten sich dabei auf
Nukleinsédureebene sieben Mutationen (7abelle 6). Zwei dieser Mutationen fanden
sich im 3’-Bereich von gag und fiinf in der ersten Hélfte des pol-Gens. Bei allen
Mutationen handelt es sich um die Verdnderung einer einzelnen Base, wihrend andere
Verdnderungen wie Deletionen oder Insertionen nicht nachgewiesen wurden. Viermal
fand sich die Transition von Guanin zu Adenin, einmal die Transition von Thymin zu
Cytosin, sowie je einmal die Transversion von Adenin zu Thymin und von Thymin zu

Adenin.

Gen gag gag pol pol pol pol pol
Position 1604 1786 632 671 1033 1048 1614
Mutaton| G-A | G-A | A—-T | T-C | T-A | G—=A | G—=A

Tabelle 6: gag- und pol-Mutationen in SFVmac 4zrves

In der DNA-Sequenzanalyse des gag- und pol-Gens von SFVmaczres festgestellte
Mutationen im Vergleich mit der wildtypischen Ausgangssequenz bzw. dem proviralen

Konstrukt pSFV-1.
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3.1.1.3 Auswirkungen der Mutationen in SFVmacazres auf Aminosiaureebene

Auf Aminosdureebene fithrten sechs der sieben Nukleotidsubstitutionen zu
Verianderungen, wihrend sich die siebte Mutation als stumm erwies (Tabelle 7). Zwei
Aminoséureaustausche fanden sich dabei in Gag, vier in Pol. Im Einzelnen kam es in
Gag an Position 535 zu einem Wechsel von Arginin zu Glutamin (R535Q) und an
Position 596 von Glycin zu Arginin (G596R), in Pol an Position 211 von Lysin zu
Isoleucin (K211I), an Position 224 von Isoleucin zu Threonin (I224T), an Position
345 von Serin zu Threonin (S345T) und an Position 350 von Glutamat zu Lysin
(E350K). Am Codon 538 von Pol fiihrte die Mutation von CCG zu CCA zu keiner

Aminoséureverdnderung, da beide Tripletts flir Prolin codieren.

SFVmac SFVmacaztres

Position Codon Aminosaure Abk. Codon Aminosaure Abk.
Gag | 535 CGA Arginin Arg /R CAA Glutamin Glu/Q
Gag | 596 GGA Glycin Gly/G AGA Arginin Arg /R
Pol 211 AAA Lysin Lys/K ATA Isoleucin lle /1
Pol 224 ATT Isoleucin lle /1 ACT Threonin Thr/T
Pol 345 TCA Serin Ser/$S ACA Threonin Thr/T
Pol 350 GAA Glutamat Glu/E AAA Lysin Lys/K
Pol 538 CCG Prolin Pro/P CCA Prolin Pro/P

Tabelle 7: Aminosduresubstitutionen in SFVmMaczzyes

R535Q in Gag befindet sich direkt vor der GR-Box II, die als NLS dient, wihrend
G596R sich innerhalb der GR-Box III befindet, deren Funktion bisher unbekannt ist
(Schliephake et Rethwilm 1994). Alle vier Aminosdureveridnderungen in Pol betreffen
den Bereich der Reversen Transkriptase, wobei sich K2111 und 1224T stromaufwirts,
S345T und E350K dagegen stromabwirts des aktiven Zentrums (YVDD-Motiv,
Aminosduren 312 bis 315) befinden (4bbildung 8).
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Abbildung 8: Aminosduresubsitutionen in Gag und Pol von SFVmac

Gezeigt ist die Lage der Aminosdureverdnderungen, die sich in SFVmacizries im
Vergleich zur wildtypischen Ausgangssequenz fanden. Die gelben Abschnitte in Gag
deuten die Lage der GR-Boxen an, YVDD ist das Motiv im aktiven Zentrum von Pol.
Die Abbildung ist nicht streng mafistabstreu.

3.1.1.4 Abgleich der Sequenz von SFVmacazrr.s mit veroffentlichten Genbank-

Sequenzen von SFVmac

Die gag- und pol-Sequenzen von SFVmacazres und der auf pSFV-1 basierenden
Ausgangssequenz wurden weiterhin mit zwei veroffentlichten SFVmac-Sequenzen
verglichen, einerseits Genbank Nr. X58484 (Mergia et Luciw 1991) und Nr. M33561
(Mergia et al. 1990), und andererseits Genbank Nr. X54482 (Kupiec et al. 1991). Zu
den drei Aminosdureresten in Pol, an denen sich Nr. X58484 und Nr. M33561
einerseits und Nr. X54482 andererseits unterscheiden, gehdrt neben 898 und 938
dabei auch die Position 224, also eine der vier Aminosauren, die sich in Anwesenheit
von AZT ianderten. Dabei fand sich in Nr. X58484 wie in der Ausgangssequenz von
pSFV-1 ein Isoleucin, in Nr. X54482 jedoch ein Threonin wie bei SFVmacazrres.
Moglicherweise besteht also an Aminosdure 224 ein Isoleucin/Threonin-
Polymorphismus unabhédngig von der beobachteten Selektion von Isoleucin zu

Threonin in Anwesenheit von AZT.

3.1.1.5 Vergleich der SFVmac- und SFVmacazrrs-Sequenzen mit Genbank-

Sequenzen anderer Foamyviren

Beim Abgleich der Pol-Sequenzen von SFVmac und SFVmacazres mit den
verdffentlichten Sequenzen anderer Foamyviren (A4bbildung 9) zeigte sich an

Aminosdure 224 bei SFVagm, PFV, SFVcpz, SFVora und SFVspm ebenfalls ein
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Threonin wie bei SFVmacazmes und SFVmac nach Genbank Nr. X54482, im
Gegensatz zum Isoleucin bei pSFV-1 und SFVmac nach Genbank Nr. 58484. Bei den
weiter entfernt verwandten FFV, BFV und EFV befindet sich an dieser Stelle ein
Valin.

An Position 211, wo bei SFVmacazr.s ein Isoleucin nachgewiesen wurde, zeigte sich
im Sequenzvergleich beim nah verwandeten SFVagm und beim eher entfernt
verwandten SFVspm wie in der Ausgangssequenz von SFVmac ein Lysin, bei den
anderen untersuchten Foamyviren PFV, SFVcpz, SFVora, FFV, BFV und EFV das
ebenfalls basische Arginin.

Das Serin in SFVmac an Position 345, das bei SFVmacazres zu einem Threonin
mutiert war, fand sich bei allen anderen abgeglichenen foamyviralen Sequenzen
konserviert.

Als Aminosdure an Position 350 fand sich bei PFV, SFVcpz und SFVagm ein
Glutamat wie bei SFVmac, bei BFV und EFV hingegen ein Lysin wie bei
SFVmacazres. SFVora und SFVspm weisen an dieser Stelle ein Alanin, FFV ein
Asparagin auf.

An Position 535 in Gag zeigte sich, dhnlich wie in Pol an Position 224, dass die
meisten untersuchten Foamyviren bereits in ihrer wildtypischen Sequenz die
Aminoséure aufweisen, die in SFVmacazs vorgefunden wurde, in diesem Fall also
ein Glutamin. An Position 596 dagegen fand sich bei den meisten Foamyviren ein

Glycin wie beim wildtypischen SFVmac.
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Virus Ausschnitt Aminosduresequenz von Pol
209 312 343
SFVmac « « . DGKWRMVLDYREVNKITIP...YVDD...VVSLKKSETIA...

SFVmac,;qres + - - DGIWRMVLDYREVNKTIP...YVDD...VVILKKSKIA...

SFVagm . . .DGKWRHVIDYREVHKTIP...YVDD...VVSLKKSEIA...
PFV . . .DGRWRHVLDYREVHKTIP...YVDD...VVSLKKSETG...
SFVcpz . « .DGRWKHVLDYREVHKTIP...YVDD...VVSLKKSETG...
SFVora . « .DGRWRMVLDYREVNKTIP...YVDD...VVSLKKSAIA...
SFVspm . « .DGKWRMVLDYRAVNKTIP...YVDD...IVSLKKSALA...
FFV . . .HGRWRHVIDYRAVNKVTP...YVDD...IVSLKKSNIA...
BFV . . .DGRWRHVIDYREVHKVTP...YVDD...IVSLKKSKLA...
EFV . « .DGRWRMVLDYRAVNKVTP...YVDD...IVSLKKSKLG...

Abbildung 9: Homologie der Pol-Aminosiuresequenzen von SFVmac und

SFVmac.zrres mit veroffentlichten Sequenzen anderer Foamyviren

Die Sequenzen von SFVmac und SFVmacazres wurden mittels eines Alignment-
Programmes mit folgenden veroffentlichten Sequenzen abgeglichen (Genbank Nr.):
SFVagm (M74895), PFV (Y07725), SFVcepz (U04327), SFVora (AJ544579), SFVspm
(EU010385), FFV (AJ564746), BFV (U94514) und EFV (AF20190), wobei die
Verwandschaft der verschiedenen Foamyviren zu SFVmac von oben nach unten
tendenziell abnimmt. Die Zahlenangabe in der ersten Linie bezieht sich auf die
Aminosdureposition in SFVmac. Gezeigt sind neben dem aktiven Zentrum
(Aminosduren 312-315) Ausschnitte aus der Pol-Sequenz, die die in SFVmaczrres
nachgewiesenen Mutationen umfassen, also die hervorgehobenen Aminosduren 211,
224, 345 und 350. Fiir SFVmac wurde die Sequenz mit der Genbank Nr. 58484
zugrundegelegt.

Wie in Tabelle § zusammengefasst, zeigte sich also, dass von den vier Aminosduren,
die in SFVmacazr.s gegeniiber der Ausgangssequenz gedndert sind, bei SFVagm drei
dieselben sind wie in SFVmac (K211, S345, E350), bei PFV und SFVcpz (S345,
E350), sowie wie bei SFVspm zwei (K211, S345), bei SFVora, FFV, BFV und EFV
eine (S345). Zudem findet sich bei PFV, SFVcpz, SFVora und SFVagm an Position
224 ein Threonin und bei BFV und EFV an Position 350 ein Lysin, also jeweils

dieselbe Aminosiure wie bei SFVmacaztyes.
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Ubereinstimmung an Positionen der AZT- Gesamtzahl
Resistenzmutationen mit SFVmac oder SFVmacazrres Ubereinstimmung
Virus mit SFVmac /
211 224 345 350 SFVmacaztres
SFVagm SFVmac SFVmacaztres SFVmac SFVmac 3/1
PFV 1%} SFVmacazres SFVmac SFVmac 2/1
SFVcpz 1%} SFVmacaztres SFVmac SFVmac 2/1
SFVora 1%} SFVmacaztres SFVmac 1%} 1/1
SFVspm SFVmac SFVmacaztres SFVmac 1%} 2/1
FFV (@) 1G] SFVmac (@) 1/0
BFV %} %} SFVmac SFVmacaztres 1/1
EFV 1%} 1%} SFVmac SFVmacaztres 1/1

Tabelle 8: Ubereinstimmung von Foamyviren mit SFVmac und SFVmac z1y.s an

den Positionen der AZT-Resistenz-Mutationen

3.1.1.6 Vergleich von SFVmac und HIV beziiglich AZT-Resistenz-Mutationen

Bei HIV sind vor allem zwei Gruppen an Mutationen bekannt, die eine Resistenz
gegeniiber AZT verleihen: die als TAM zusammengefassten Mutationen M41L,
D67N, K70R, L210W, T215Y/F und K219Q/E ecinerseits und die Mutationen des
QI51M-Komplexes andererseits, die neben der namensgebenden Mutation noch
A62V, V751, F77L und F116Y umfassen. Keine dieser Mutationen entspricht den bei
SFVmacazres nachgewiesenen Mutationen K2111, 1224T, S345T und E350K. Wie
der Sequenzvergleich von HIV und SFVmac mit den jeweiligen Resistenzmutationen
jedoch zeigte (Abbildung 10), befindet sich die Mutation K2111 in SFVmac an der
Stelle, die der Aminosdure 70 in HIV entspricht und somit am Ort der TAM K70R.
Zudem befinden sich weitere der AZT-Resistenz-Mutationen von SFVmacaztes 1n
enger Nachbarschaft zu Positionen, die den AZT-Resistenz-Mutationen in HIV
entsprechen. So findet sich die Aminosdure 215 der Reversen Transkriptase von HIV,
die bei der TAM-Schliisselmutation von Threonin zu Tyrosin oder Phenylalanin
mutiert ist, bei SFVmac als Valin an Position 343, und die Aminosdure an Position
219 der RT von HIV (TAM K219Q/E) entspricht bei SFVmac K347 (Yvon-Groussin
et al. 2001). Diese beiden Aminosduren V343 und K347 liegen auf der
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Aminosduresequenz von SFVmac in Nachbarschaft zu den in SFVmacazrres
nachgewiesenen Mutationen S345T und E350K. Die Aminosdure an Position 67 der
RT von HIV (TAM D67N) wiederum entspricht in SFVmac der Aminosidure D209
und befindet sich damit ebenfalls in der Ndhe der K211I-Mutation von SFVmacaztyes.
Die Entsprechungen der RT von HIV und SFVmac beruhen dabei jedoch lediglich auf
Sequenzvergleichen und Computersimulationen (Yvon-Groussin et al. 2001),
Strukturanalysen der RT von SFVmac oder anderen foamyviralen Polymerasen liegen
dagegen nicht vor, so dass unklar ist, ob die entsprechenden Aminosdurereste bei

Foamyviren tatsdchlich dhnliche Funktionen iibernehmen wie bei HIV.

Virus Ausschnitt RT-Aminosduresequenz
207 312 336
SFVmac .+ . KPDG-KWRMVLDYREVNKIIP...YVDD...ILLNAGYVVSLKKSEIA...
SFVmac,;rres .+ . KPDG-IWRMVLDYREVNKTIP...YVDD...ILLNAGYVVTLKKSKIA...
65 183 208
HIV .+ « KKDSTKWRKLVDFRELNKRTQ...YMDD...HLLRWGFTTPDKKHOQKE. ..
HIV mit TAMs | ...KKNSTRWRKLVDFRELNKRTQ...YMDD...HLWRWGFYTPDQKHOQKE. ..

Abbildung 10: Vergleich der AZT-Resistenzmutationen von SFVmac und HIV

Gezeigt sind die Mutationen von SFVmacazrres (K2111, 1224T, S345T, E350K; fett)
und die in der Nachbarschaft liegenden Aminosduren, die TAMs in HIV entsprechen
(D209, K211, L338, V343, K347 entsprechend den TAMs D67N, K70R, L210W,
T343Y, K219Q; unterstrichen). An Position 215 von HIV kann es neben der gezeigten
TAM T215Y auch zu T215F kommen und an Position 219 neben der gezeigten TAM
K219Q auch zu K219E. Die Mutation M4IL (TAM) sowie die Mutationen des
Q151M-Komplexes sind nicht dargestellt, wobei zwei Aminosduren, die beim Q151M-

Komplex mutieren, im Sequenzausschnitt enthalten sind (V751, F75L).

3.1.2 Klonierung von AZT-Resistenz-Mutationen in pSFV-1

3.1.2.1 PCR-Amplifikation von AZT-Resistenz-Mutationen enthaltenden

Fragmenten aus SFVmacazrres und Klonierung in pSFV-1

Um nachzuweisen, dass die in dem biologisch selektierten SFVmacazrrs gefundenen

Mutationen tatsdchlich fiir die AZT-Resistenz hinreichend sind, wurde ein Fragment
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aus SFVmacaztrwes, das die sechs zu Aminosduresubstitutionen fithrenden Mutationen
enthielt, amplifiziert und in den SFVmac-Klon pSK29 inseriert, um damit spéter
293T-Zellen transfizieren und das daraus erhaltene Virus mit dem biologisch
selektierten SFVmacazres vergleichen zu konnen. AuBerdem wurde ein Klon
hergestellt, der ein aus SFVmacazmes amplifiziertes Fragment enthilt, das nur die vier
pol-Mutationen, nicht jedoch die zwei gag-Mutationen umfasst. Durch Transfektion
in 293T-Zellen und Vergleich des entsprechenden Virus mit den auch die gag-
Mutationen enthaltenden Viren konnte der Beitrag der gag-Mutationen zur AZT-

Resistenz von SFVmac abgeschétzt werden.

Ausgangsplasmide pSFV-1 und pSK29
Als Grundlage fiir alle infektiosen SFVmac-Klone diente das Plasmid pSFV-1

(Mergia et Wu 1998). pSFV-1 enthilt das provirale Genom von SFVmac und fiir die
Vermehrung in Bakterien notwendige Sequenzen wie eine Ampicillin-Resistenz und
einen Replikationsursprung (ori).

Da pSFV-1 eine fiir die weiteren Klonierungen ungiinstige Kpnl-Schnittstelle im
Polylinker enthélt, war pSFV-1 teilweise Kpnl-verdaut und mit T4-Polymerase
behandelt worden, wodurch das daraus entstandene Plasmid pSK29 im Gegensatz zu
pSFV-1 durch den Verlust der Kpnl-Schnittstelle im Vektorhintergrund nur noch eine

anstatt zwei Kpnl-Schnittstelle aufweist, ansonsten aber identisch mit diesem ist.

pBK3
Um den SFVmac-Klon pBK3 mit allen sechs mutmaBlichen AZT-Resistenz-

Mutationen (zwei in gag und vier in pol) zu erhalten, wurde zunichst ein 3,4-kb-
DNA-Fragment, das die insgesamt sechs gag- und pol-Mutationen enthilt, mittels
PCR (Primer #1892 und #1893) aus mit SFVmacazrres infizierten Zellen amplifiziert.
Das erhaltene DNA-Amplifikat wurde dann in pSK29 kloniert, wobei es keine
geeigneten Schnittstellen gab, um die mutierte Sequenz direkt dort einzubringen.
Vielmehr wurde das PCR-Produkt nach EcoRl/Xhol-Verdau in einen zuvor
konstruierten Zwischenklon pBK7 eingebracht. pBK7 enthélt ein mittels Xbal und
Kpnl ausgeschnittenes Fragment (8228 bp) aus pSK29, das auch das EcoRIl/Xhol-
Fragment mit einschlieBt, in einem pCRII-Vektorhintergrund, der keine weiteren

Xhol- und EcoRI-Schnittstellen aufweist. Aus dem durch das Einfiigen der
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SFVmacazrres-Sequenzen in pBK7 entstandenen Plasmid pBK8 wurde dann das grof3e
Fragment (8228 bp), das jetzt die Mutationen enthielt, wiederum mit Kpnl und Xbal
ausgeschnitten und in pSK29 zuriickkloniert. Da der Vektorhintergrund eine
zusitzliche Xbal-Schnittstelle aufweist und beim Offnen daher in zwei Teile
geschnitten wurde, musste im letzten Schritt eine Drei-Fragment-Ligation
durchgefiihrt werden. Die richtige Orientierung der ligierten Fragmente wurde durch
entsprechende analytische Restriktionsverdaus tiberpriift und das gesamte durch PCR
amplifizierte Fragment sequenziert, um Fehler der Polymerase in der PCR-

Amplifikation auszuschlieen.

Plasmid Vektorhintergrund Insert

pBK7 pCRII x Xbal Kpnl pSFV-1 x Xbal Kpnl

(12091 bp) | (3863 bp) (8228 bp)

pBK8 pBK7 x Xhol EcoRI PCR-Produkt (Primer: #1892 und #1893;

(12091 bp) | (8724 bp) Ausgangs-DNA: genomische DNA von
SFVmacaztes) X EcoRI Xhol (3378 bp)

pBK3 pSK29 x Xbal Kpnl (2778 bp) pBK8 x Xbal Kpnl

(15440'bp) ["55K29 x Xbal Kpnl (4434 bp) | (8228 bp)

Tabelle 9: Klonierung von pBK3

pBK4 und pBK5

Um den SFVmac-Klon pBK4 zu erhalten, der die vier pol-Mutationen, aber nicht die
zwel gag-Mutationen enthélt, wurde ein Fragment aus pBK3, das die Mutationen in
pol einschlieBt, mit Pacl ausgeschnitten und in den entsprechend gedffneten
Vektorhintergrund pSK29 mit der wildtypischen gag-Sequenz eingefiigt.

Umgekehrt wurde verfahren, um den Klon pBKS zu erhalten, der die gag-Mutationen,
jedoch nicht die po/-Mutationen enthdlt. Ein Fragment aus pSK29 mit der
wildtypischen pol/-Sequenz wurde in den Vektorhintergrund pBK3, der die gag-

Mutationen aufweist, kloniert.
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Plasmid Vektorhintergrund Insert

pBK4 pSK29 x Pacl pBK3 x Pacl
(15440 bp) | (11170 bp) (4270 bp)
pBK5 pBK3 x Pacl pSK29 x Pacl
(15440 bp) | (11170 bp) (4270 bp)

Tabelle 10: Klonierung von pBK4 und pBK5

3.1.2.2 Klonierung der AZT-Resistenz-Mutationen einzeln und in

Kombinationen in pSFV-1 durch zielgerichtete Mutagenese

Um den Beitrag der einzelnen Mutationen zur AZT-Resistenz zu untersuchen, wurden
weiterhin durch zielgerichtete Mutagenese die in SFVmacazmes nachgewiesenen
Mutationen in das provirale Konstrukt pSFV-1 eingebracht. Die Plasmide pSK39 (mit
den Mutationen S345T und E350K), pSK50 (mit S345T) und pSKS51 (mit E350K)
lagen dabei bereits vor und dienten ebenso wie pSK29 als Ausgangspunkt fiir das
Einfiihren der Mutationen K2111 und 1224T.

K211 und 1224T wurden in Zwischenklone eingefiihrt, die aus pUCI8 als
Vektorhintergrund und jeweils einer 4517 bp langen DNA-Sequenz als Insert
bestanden. Dieses Insert umfasste den Bereich der vier bei SFVmacazres mutierten
Aminoséduren und wurde mit X%ol und EcoRlI jeweils aus pSK29, pSK39, pSK50 und
pSK51 ausgeschnitten. Die resultierenden Zwischenklone hatten mit 7176 bp eine
geeignete Linge, um in ihnen eine Mutation mit anschlieBendem Dpnl-Verdau (siehe
2.2.1.15) durchzufiihren. Somit wurden in alle vier Zwischenklone K2111I und 1224T
jeweils einzeln und zusammen eingefiihrt, so dass zwolf Zwischenklone mit neuen
Kombinationen an Mutationen entstanden. Die mutierte pol/-Sequenz wurde jeweils
wieder mittels XAol und EcoRI ausgeschnitten und in den Zwischenklon pBK7
kloniert, der ein groBeres Fragment (8228 bp) aus dem SFVmac-Genom enthélt. Das
groBere Fragment, jetzt jeweils eine bestimmte Kombination an Mutationen tragend,
wurde nun mit Xbal und Kpnl ausgeschnitten und in den Vektorhintergrund pSK29
zuriickgesetzt. Da der Vektorhintergrund dabei ebenfalls eine Xbal-Schnittstelle
enthielt, wurde er beim Offnen in zwei Fragmente geteilt und es musste im
abschlieBenden  Schritt eine  Drei-Fragment-Ligation aus den  beiden
Vektorfragmenten und dem jeweiligen Insert durchgefiihrt werden. AbschlieBend

wurde das mutagenisierte Fragment in den fertigen neuen Klonen jeweils sequenziert.
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Als Ergebnis lagen folgende neue SFVmac-Konstrukte vor (siche auch Tabelle 13):
pBK30 (mit K2111), pBK31 (mit K2111 und E350K), pBK37 (mit K2111, 1224T und
E350K), pBK38 (mit K2111 und S345T), pBK64 (mit K2111, 1224T, S345T und
E350K), pBK65 (1224T), pBK76 (mit 1224T und E350K), pBK77 (mit K2111, 1224T
und E350K), pBK78 (mit [224T und S345T), pBK79 (mit 1224T, S345T und E350K),
pBK80 (mit K2111, 1224T und S345T) und pBK81 (mit K2111 und 1224T). Die von
dem jeweiligen Plasmid abgeleiteten Viren werden dabei dementsprechend bezeichnet
unter Weglassung des vorangestellten ,,p“. Auerdem wird, um im weiteren Text den
Uberblick zu erleichtern, den Namen dieser Konstrukte an entsprechender Stelle
gelegentlich jeweils eine tiefgestellte vierstellige Buchstabenfolge angehingt, der die
jeweilige Aminosdure an den Positionen der mutmallichen AZT-Resistenz-
Mutationen in Pol 211, 224, 345, 350 anzeigt. Dabei weist Fettdruck auf Mutationen
hin, also etwa SK29ksg, BK30ysg, BK65kTsE etc.

Plasmid Vektorhintergrund Insert

pBK10 pUC18 x EcoRI Xbal pSK29 x EcoRlI Xbal
(7176 bp) | (2659 bp) (4517 bp)

pBK11 pUC18 x EcoRlI Xbal pSK39 x EcoRlI Xbal
(7176 bp) | (2659 bp) (4517 bp)

pBK12 pUC18 x EcoRI Xbal pSK50 x EcoRI Xbal
(7176 bp) | (2659 bp) (4517 bp)

pBK13 pUC18 x EcoRI Xbal pSK51 x EcoRI Xbal
(7176 bp) | (2659 bp) (4517 bp)

pBK19 Mutagenisiertes Plasmid

(7176 bp) | Ausgangsplasmid: pBK10; mutagene Primer: #1995 und #1996

pBK20 Mutagenisiertes Plasmid
(7176 bp) | Ausgangsplasmid: pBK13; mutagene Primer: #1995 und #1996

pBK22 Mutagenisiertes Plasmid
(7176 bp) | Ausgangsplasmid: pBK11; mutagene Primer: #1995 und #1996

pBK23 Mutagenisiertes Plasmid
(7176 bp) | Ausgangsplasmid: pBK12; mutagene Primer: #1995 und #1996

pBK50 Mutagenisiertes Plasmid
(7176 bp) | Ausgangsplasmid: pBK22; mutagene Primer: #4041 und #4042

pBK51 Mutagenisiertes Plasmid
(7176 bp) | Ausgangsplasmid: pBK10; mutagene Primer: #4041 und #4042
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Plasmid Vektorhintergrund Insert

pBK58 Mutagenisiertes Plasmid

(7176 bp) | Ausgangsplasmid: pBK12; mutagene Primer: #4041 und #4042
pBK59 Mutagenisiertes Plasmid

(7176 bp) | Ausgangsplasmid: pBK13; mutagene Primer: #4041 und #4042
pBK60 Mutagenisiertes Plasmid

(7176 bp) | Ausgangsplasmid: pBK19; mutagene Primer: #4041 und #4042
pBK61 Mutagenisiertes Plasmid

(7176 bp) | Ausgangsplasmid: pBK20; mutagene Primer: #4041 und #4042
pBK62 Mutagenisiertes Plasmid

(7176 bp) | Ausgangsplasmid: pBK23; mutagene Primer: #4041 und #4042
pBK67 Mutagenisiertes Plasmid

(7176 bp) | Ausgangsplasmid: pBK11; mutagene Primer: #4041 und #4042
pBK27 pBK7 x Xbal EcoRl pBK19 x Xbal EcoRI

(12091 bp) | (7574 bp) (4517 bp)

pBK28 pBK7 x Xbal EcoRl pBK20 x Xbal EcoRl

(12091 bp) | (7574 bp) (4517 bp)

pBK33 pBK7 x Xbal EcoRl pBK22 x Xbal EcoRI

(12091 bp) | (7574 bp) (4517 bp)

pBK36 pBK7 x Xbal EcoRl pBK23 x Xbal EcoRI

(12091 bp) | (7574 bp) (4517 bp)

pBK52 pBK7 x Xbal EcoRl pBK50 x Xbal EcoRl

(12091 bp) | (7574 bp) (4517 bp)

pBK53 pBK7 x Xbal EcoRl pBK51 x Xbal EcoRI

(12091 bp) | (7574 bp) (4517 bp)

pBK66 pBK7 x Xbal EcoRl pBK58 x Xbal EcoRl

(12091 bp) | (7574 bp) (4517 bp)

pBK70 pBK7 x Xbal EcoRl pBK59 x Xbal EcoRl

(12091 bp) | (7574 bp) (4517 bp)

pBK71 pBK7 x Xbal EcoRl pBK61 x Xbal EcoRl

(12091 bp) | (7574 bp) (4517 bp)

pBK72 pBK7 x Xbal EcoRI pBK60 x Xbal EcoRI

(12091 bp) | (7574 bp) (4517 bp)

pBK73 pBK7 x Xbal EcoRl pBK67 x Xbal EcoRl

(12091 bp) | (7574 bp) (4517 bp)

pBK75 pBK7 x Xbal EcoRl pBK62 x Xbal EcoRl

(12091 bp) | (7574 bp) (4517 bp)

pBK30 pSK29 x Xbal Kpnl (2778 bp) pBK27 x Xbal Kpnl

-87-




Ergebnisse

Plasmid Vektorhintergrund Insert

(15440 bp) | pSK29 x Xbal Kpnl (4434 bp) | (8228 bp)

pBK31 PSK29 x Xbal Kpnl (2778 bp) | pBK28 x Xbal Kpnl
(15440 bp) ",SK29 x Xbal Kpnl (4434 bp) | (8228 bp)

pBK 37 pSK29 x Xbal Kpnl (2778 bp) | pBK33 x Xbal Kpnl
(15440 bp) ",SK29 x Xbal Kpnl (4434 bp) | (8228 bp)

pBK38 pSK29 x Xbal Kpnl (2778 bp) | pBK36 x Xbal Kpnl
(15440 bp) ",SK29 x Xbal Kpnl (4434 bp) | (8228 bp)

pBK64 PSK29 x Xbal Kpnl (2778 bp) | pBK52 x Xbal Kpnl
(15440 bp) ",SK29 x Xbal Kpnl (4434 bp) | (8228 bp)

pBK65 pSK29 x Xbal Kpnl (2778 bp) | pBK53 x Xbal Kpnl
(15440 bp) ",SK29 x Xbal Kpnl (4434 bp) | (8228 bp)

pBK76 pSK29 x Xbal Kpnl (2778 bp) | pBK70 x Xbal Kpnl
(15440 bp) ",SK29 x Xbal Kpnl (4434 bp) | (8228 bp)

pBK77 PSK29 x Xbal Kpnl (2778 bp) | pBK71 x Xbal Kpnl
(15440 bp) ",SK29 x Xbal Kpnl (4434 bp) | (8228 bp)

pBK78 pSK29 x Xbal Kpnl (2778 bp) | pBK66 x Xbal Kpnl
(15440 bp) ",SK29 x Xbal Kpnl (4434 bp) | (8228 bp)

pBK79 PSK29 x Xbal Kpnl (2778 bp) | pBK73 x Xbal Kpnl
(15440 bp) ",SK29 x Xbal Kpnl (4434 bp) | (8228 bp)

pBK80 PSK29 x Xbal Kpnl (2778 bp) | pBK75 x Xbal Kpnl
(15440 bp) ",SK29 x Xbal Kpnl (4434 bp) | (8228 bp)

pBK81 pSK29 x Xbal Kpnl (2778 bp) | pBK72 x Xbal Kpnl
(15440 bp) | pSK29 x Xbal Kpnl (4434 bp) | (8228 bp)

Tabelle 11: Klonierung der SFVmac-Klone pBK30, pBK31, pBK37, pBK38, pBK64,
pPBK6S5, pBK76, pBK77, pBK78, pBK79, pBK80 und pBK81

3.1.3 Vergleich von biologisch selektiertem SFVmac,zy,.s mit
klonierten Derivaten

Durch den Vergleich des biologisch selektierten SFVmacazres mit Viren, die durch

Transfektion von 293T-Zellen mit den klonierten Plasmiden pBK3, pBK4 und pBK 64
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gewonnen wurden, sollte ausgeschlossen werden, dass noch andere als die vier in
pBK64 hineinklonierten pol-Mutationen bzw. Mutationen in weiteren Genen,
auBerhalb des aus SFVmacazrs in pBK3 bzw. pBK4 hineinklonierten Fragmentes,
einen Beitrag zur AZT-Resistenz von SFVmacazrs leisten.

Hierzu wurde zunichst einerseits SFVmacazres in Zellkultur vermehrt und der Titer
bestimmt, andererseits pBK3, pBK4 und pBK64, sowie pSK29 als Kontrolle, jeweils
in 293T-Zellen transfiziert, die Virusproduktion induziert, die Viruspartikel geerntet
und ebenfalls der Virustiter bestimmt (siehe 2.2.2.8). Dann wurden in einer 12-Loch-
Platte je Vertiefung 10° BHK/LTR(SFVmac)lacZ-Zellen in 3 ml Medium ausgesit
und mit einer MOI von 0,001 mit SK29, SFVmacaztes, BK3, BK4 oder BK64
infiziert, jeweils einmal ohne AZT und einmal in Anwesenheit von 50 uM AZT. Alle
drei Tage wurde eine lacZ-Farbung durchgefiihrt und die blauen Zellen gezihlt bzw.
ihr Anteil an der Gesamtzahl der Zellen abgeschitzt (siehe 2.2.2.7). Die Ergebnisse

eines typischen derartigen Experimentes sind in Tabelle 12 dargestellt.

Virus AZT 3. Tag 6. Tag 9. Tag 12. Tag | 156.Tag | 18.Tag
SK29 16 + +++ U Z Z Z
SFVmacaztres 1%} + +++ +H++

SFVmacaztres [0} + +++ +H++ 7 7 7
BK3 1%} + +++ ++++ 7 7 7
BK4 6] + +4++ +4+++ Z Z 7
BK64 %} + +++ ++++ 7 7 7
SK29 50 yM 8 2 0 0 0 0
SFVmacaztres 50 uM 19 61 + ++ +++ +H++
SFVmacaztres 50 uM 13 52 + ++ +++ ++++
BK3 50 uM 14 58 + ++ +++ e
BK4 50 uM 20 73 + ++ +++ ++++
BK64 50 uM 15 60 + ++ +++ ++++

Tabelle 12: Vergleich des biologisch selektierten SFVmacizres mit klonierten

Derivaten

Jeweils 10° BHK/LTR(SFVmac)lacZ-Zellen wurden mit einer MOI von 0,001 durch
die entsprechenden Viren infiziert (erste Spalte), ohne AZT oder in Anwesenheit von
50 uM AZT (zweite Spalte). SK29 ist das Virus mit der wildtypischen Sequenz,

SFVmacazrres das biologisch selektierte Virus, von dem zwei Chargen getestet
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wurden, BK3 enthdlt ein mittels PCR aus SFVmaczr..s amplifiziertes Fragment, das
die zwei gag- und die vier pol-Mutationen enthdlt, BK4 enthdlt ein entprechendes
Fragment nur mit den vier pol-Mutationen (ohne gag-Mutationen). BK64 enthdilt
ebenfalls die vier pol-Mutationen (ohne gag-Mutationen), diese wurden jedoch bei
BK64 einzeln mittels zielgerichteter Mutagenese in vitro eingefiigt.

An den angegebenen Tagen wurden die Kulturen einer lacZ-Fdrbung unterzogen.
Zahlen zeigen die tatsdchliche Zahl der blauen Zellen an. Waren die blauen Zellen so
zahlreich, dass sie nicht mehr ausgezdhlt werden konnten, wurde ihr Anteil an der

Gesamtzahl der Zellen wie folgt abgeschiitzt:

+ < 10% blaue Zellen
++ < 25% blaue Zellen
+++ < 50% blaue Zellen
++++ > 50% blaue Zellen
7 Zellkultur durch CPE zerstort

Das Experiment wurde mehrmals wiederholt und erbrachte dabei stets dhnliche
Ergebnisse: Ohne AZT nahm der Anteil der blauen Zellen in allen mit Viren
infizierten Zellkulturen relativ rasch zu und nach 12 oder spitestens 15 Tagen war die
jeweilige Zellkultur durch CPE zerstort. Der Anteil der blauen Zellen bei Infektion
mit den verschiedenen Viren war dabei jeweils gleich, lediglich SK29 schien teilweise
geringfiigig langsamer zu replizieren. Damit war die Infektionsfdhigkeit von BK3,
BK4 und BK64 nachgewiesen.

In Anwesenheit von AZT konnte sich das wildtypische Virus SK29 nicht vermehren
und ab dem 9. oder 12. Tag wurden keine blauen Zellen mehr nachgewiesen. Die
anderen Viren, mit den vier pol-Mutationen oder zuséztlich noch den gag-Mutationen,
replizierten etwas langsamer als in Abwesenheit von AZT, die Zahl der blauen und
damit der virusinfizierten Zellen nahm jedoch auch in Anwesenheit von AZT stetig zu
und nach drei bis vier Wochen war auch hier die Zellkultur durch CPE zerstort.
Hiermit war die AZT-Resistenz von BK3, BK4 und BK64 im Vergleich mit SK29
nachgewiesen. AuBerdem wurde kein Unterschied zwischen SFVmacazrrs, BK3,
BK4 und BK64 festgestellt, weder in Abwesenheit noch in Anwesenheit von AZT.
Damit war nachgewiesen, dass die klonierten Derivate ein dem biologisch selektierten

Virus SFVmacazres vergleichbares Verhalten in Zellkultur zeigten und dass in
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zukiinftigen Experimenten auf diese proviralen Konstrukte zuriickgegriffen und von
ihren Eigenschaften Riickschliisse auf SFVmacazrres getroffen werden konnten.

Dass insbesondere zwischen SFVmacazrr.s und BK64 kein Unterschied beziiglich der
AZT-Resistenz festgestellt wurde, spricht weiterhin dafiir, dass die beiden gag-
Mutationen sowie die stumme Mutation in po/ keine entscheidende Rolle beziiglich
der AZT-Resistenz spielen, da sich diese in SFVmacazrres, nicht aber in BK64 finden.
Auch dass weitere, bisher unentdeckte Mutationen einen Beitrag zur AZT-Resistenz
von SFVmacaztres leisten, konnte durch die fehlende Uberlegenheit von SFVmacaztres
gegeniiber BK64 ausgeschlossen werden.

Das Plasmid pBKS5, das die gag-, nicht jedoch die pol-Mutationen enthélt, wurde in
einem der Versuche ebenfalls verwendet und das entsprechende Virus BKS5 zeigte
keinen Unterschied im Vergleich mit SK29, was ebenfalls gegen eine Bedeutung der
beiden Aminosduresubstitutionen in Gag beziiglich Replikationskompetenz oder

AZT-Resistenz spricht.

3.1.4 Optimierung eines Testsystems fiir AZT-Resistenz

Aufgrund der Besonderheit im foamyviralen Replikationszyklus, die darin besteht,
dass die Reverse Transkription zumindest zu einem grof3en Anteil nicht wie bei den
Orthoretroviren in der Zielzelle sondern in der virusproduzierenden Zelle erfolgt (Yu
et al. 1996a; Moebes et al. 1997; Yu et al. 1999), konnte die phinotypische Resistenz
von Foamyviren nicht wie bei HIV durch ein Testsystem untersucht werden, in dem
eine definierte Menge an Viren auf Zielzellen gegeben wird, denen AZT zugesetzt
wurde. Vielmehr musste fiir eine wirksame Infektionshemmung AZT bei der
Virusproduktion oder sowohl in der virusproduzierenden als auch in der infizierten
Zelle zugegeben werden (Moebes et al. 1997; Roy et al. 2003). Die Versuche von
Moebes et al. und Roy et al., die dies nachgewiesen hatten, dienten der Aufklarung
des funktionellen Genoms von PFV bzw. FFV und wurden mit einer AZT-
Konzentration von 5 bzw. teilweise 50 uM durchgefiihrt. Bei Roy et al. waren
ebenfalls Versuche mit pSFV-1 durchgefiihrt worden, so dass fiir die in dieser
Arbeiten erforderlichen Untersuchungen an SFVmac auf dieses Testsystem
zuriickgegriffen werden konnte. Da jedoch im Gegensatz zu Moebes et al. und Roy et

al. nicht die Untersuchung des Zeitpunkts der Reversen Transkription im Vordergrund
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stand sondern die Untersuchung der AZT-Resistenz verschiedener Klone auf
pSFV-1-Basis, in die mutmaBliche Resistenzmutationen eingefiigt worden waren,
wurde das Testsystem zundchst auf seine Tauglichkeit diesbeziiglich iiberpriift und
etwas erweitert.

293T-Zellen wurden mit dem Plasmid pSK29, das in der proviralen Sequenz dem
wildtypischen pSFV-1 entspricht, dem Plasmid pBK3, das die beiden gag- sowie alle
vier pol-Mutationen enthélt, sowie in einzelnen Versuchen noch weiteren proviralen
Konstrukten mit verschiedenen Kombinationen von mutmaBlichen AZT-Resistenz-
Mutationen, transfiziert und die Genexpression und damit die Virusproduktion
induziert (siehe 2.2.2.5), die Viruspartikel geerntet, auf Indikatorzellen gegeben, eine
lacZ-Farbung durchgefiihrt und der Titer ausgezihlt (siehe 2.2.2.8). Dies wurde in
parallelen Ansdtzen in Abwesenheit von AZT durchgefiihrt, in Anwesenheit von
unterschiedlichen AZT-Konzentrationen sowohl bei der Virusproduktion als auch bei
der Titration, in Anwesenheit von AZT nur bei der Titration und in Anwesenheit von
AZT nur bei der Virusproduktion (4bbildung 11). Die AZT-Konzentrationen betrugen
dabei 0,5 uM, 5 uM und 50 uM, in einzelnen Versuchen auch 0,05 uM und 500 pM.
Dabei zeigte sich, dass auch das wildtypische SK29-Virus bei einer AZT-
Konzentration von 0,05 uM selbst bei Zugabe sowohl bei Virusproduktion als auch
bei der Titration kaum gehemmt wurde, weshalb diese Konzentration im Weiteren
nicht mehr getestet wurde. Eine AZT-Konzentration von 500 uM wiederum erbrachte
gegeniiber einer Konzentration von 50 uM keinen weiteren Informationsgewinn, so
dass die Versuche mit dieser hohen AZT-Konzentration ebenfalls nicht weitergefiihrt

wurden.

-9 .



Ergebnisse

Transfektion von 293T-Zellen () AZT 0.5/5/50 pmol AZT
Induktion i

Virusproduktion

(spite Reverse Transkription)

Titration i i

lacZ-Farbung in Zielzellen 0 AZT 0,5/5/50 umol AZT

(frithe Reverse Transkription)

Abbildung 11: Versuche zur Untersuchung der AZT-Resistenz mit Zugabe von AZT

zu unterschiedlichen Zeitpunkt im viralen Replikaitonszyklus

Die Versuche wurden entsprechend den friiheren Versuchen zur Untersuchung des
funktionellen Genoms der Foamyviren durchgefiihrt (Moebes et al. 1997, Roy et al.
2003), jedoch mit Zugabe von unterschiedlichen Konzentrationen von AZT (0,5 uM, 5
uM und 50 uM) nur bei der Virusproduktion (D), nur bei der Titration (C), oder
sowohl bei Virusproduktion als auch bei Titration (B), bzw. als Kontrolle véllig ohne

Zugabe von AZT (A).

In den dreimal durchgefiihrten Versuchen mit SK29 und BK3, sowie jeweils einer
AZT-Konzentration von 0 uM, 0,5 uM, 5 uM und 50 uM, bestitigten sich die
Ergebnisse, dass eine Zugabe von AZT bei der Titration nur einen geringen Einfluss
auf den Virustiter hat (4bbildung 12): Selbst bei einer AZT-Konzentration von 50 uM
in den Zielzellen hatte das wildtypische SK29-Virus noch einen Titer von mehr als
einem Drittel des Vergleichtiters ohne AZT. Die Suppression von SK29 bei 50 uM
AZT auf 34% unterschied sich dabei nur unwesentlich von der Suppression bei
niedrigeren Konzentrationen (41% bzw. 45% bei 0,5 uM und 5 pM). BK3 wies in
Abwesenheit von AZT einen hoheren Titer auf als SK29, der in Anwesenheit von
AZT auf weniger als die Hélfte absank, wobei auch hier die Hohe der AZT-

Konzentration kaum Einfluss auf den Titer hatte.
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Zugabe von AZT nur bei Titration

M SK29 [IBK3
250

200 l
150 ‘

. H 5
| H H =

Titer (% von SK29 ohne AZT)

0 uM 0,5 uM 5uM 50 uM
W SK29 100 40,9 45 34,2
[ JBK3 157,9 77,4 67,8 68,8

AZT-Konzentration

Abbildung 12: AZT-Resistenz-Versuche mit SK29 und BK3 bei Zugabe

unterschiedlicher AZT-Konzentrationen bei der Titration

AZT-Versuche wurden wie im Text beschrieben durchgefiihrt in Abwesenheit von AZT
und in Anwesenheit von 0,5 uM, 5 uM oder 50 uM AZT in den Zielzellen bei der
Titration (C in Abbildung 11). Der Titer von SK29 in Abwesenheit von AZT (A in
Abbildung 11) wurde willkiirlich als 100% festgesetzt und die anderen Titer auf
diesen Wert bezogen. Die Experimente wurden jeweils dreimal durchgefiihrt. Die

Balken zeigen die einfache Standardabweichung an.

Bei den Versuchen, in denen AZT nur in der virusproduzierenden Zelle zugegeben
wurde (Abbildung 13), bestitigte sich, dass hierdurch die Infektion der Zielzellen
durch Viren effizient gehemmt werden kann. Die Inhibition bei 5 pM AZT war dabei
mit 4,2% allerdings nicht ganz so ausgepriagt wie in den Versuchen zur Untersuchung
des funktionellen Genoms (Moebes et al. 1997; Roy et al. 2003). Auf BK3 hatten
dagegen steigende AZT-Konzentrationen nur einen geringen Einfluss, selbst bei 50
uM betrug der Titer noch mehr als die Halfte des Ausgangstiters von BK3. Im
Unterschied zur Zugabe von AZT bei der Titration zeigte sich bei der Zugabe von
AZT bei der Virusproduktion, dass steigende AZT-Konzentrationen zu einem

abnehmenden Titer fiihrten, bei SK29 ausgeprégter als bei BK3. Das resistente Virus
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BK3 hatte dabei bei der Zugabe von AZT bei der Virusproduktion hohere Titer als bei
der Zugabe von AZT bei der Titration, also umgekehrt zur Situation bei SK29.

Zugabe von AZT nur bei Virusproduktion
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Abbildung 13: AZT-Resistenz-Versuche mit SK29 und BK3 bei Zugabe

unterschiedlicher AZT-Konzentrationen bei der Virusproduktion

AZT-Versuche wurden wie im Text beschrieben durchgefiihrt in Abwesenheit von AZT
und in Anwesenheit von 0,5 uM, 5 uM oder 50 uM AZT bei der Virusproduktion (D in
Abbildung 11). Der Titer von SK29 in Abwesenheit von AZT wurde willkiirlich als
100% festgesetzt und die anderen Titer auf diesen Wert bezogen. Die Experimente
wurden jeweils dreimal durchgefiihrt. Die Balken zeigen die einfache

Standardabweichung an.

Am effizientesten wurde die Replikation der Viren gehemmt, wenn AZT bei der
Virusproduktion und bei der Titration zugegeben wurde (4bbildung 14). BK3 zeigte
sich jedoch auch hier insofern resistent, als selbst bei AZT-Konzentrationen von 50
UM noch ein Titer erzielt wurde, der etwa einem Viertel des Ausgangstiters von BK3
entsprach, wihrend SK29 bereits bei 0,5 uM AZT nur noch einen Titer von 1,1%

aufwies und bei 5 oder 50 uM AZT keine blauen Zellen mehr nachweisbar waren.
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Auffillig ist, dass SK29 bei Zugabe von 0,5 uM AZT nur bei der Virusproduktion
oder nur bei der Titration auf 43% bzw. 51% supprimiert wurde, bei Zugabe von 0,5

uM AZT sowohl bei Virusproduktion als auch bei Titration jedoch auf 1%.

Zugabe von AZT bei Virusproduktion und bei Titration
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W SK29 100 1,1 0 0
[ 1BK3 157,9 77,9 64,6 42,8
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Abbildung 14: AZT-Resistenz-Versuche mit SK29 und BK3 bei Zugabe
unterschiedlicher AZT-Konzentrationen sowohl bei Virusproduktion als auch bei

Titration

AZT-Versuche wurden wie im Text beschrieben durchgefiihrt in Abwesenheit von AZT
und in Anwesenheit von 0,5 uM, 5 uM oder 50 uM AZT sowohl in den
virusproduzierenden Zellen als auch in den Zielzellen bei der Titration (B in
Abbildung 11). Der Titer von SK29 in Abwesenheit von AZT wurde willkiirlich als
100% festgesetzt und die anderen Titer auf diesen Wert bezogen. Die Experimente
wurden jeweils dreimal durchgefiihrt. Die Balken zeigen die einfache

Standardabweichung an.

Insgesamt zeigte sich, dass bei Konzentrationen von 0,5 uM, 5 uM und 50 puM in
diesem System die AZT-Resistenz gut zu untersuchen ist und der Unterschied
zwischen wildtypischem SK29 und dem die mutmaBlichen Resistenz-Mutationen
tragenden BK3 am besten darstellbar ist, wenn AZT sowohl bei Virusproduktion als

auch bei Titration zugegeben wird.
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3.1.5 Uberpriifung der Proteinexpression der proviralen SFVmac-

Konstrukte

Um den jeweiligen Beitrag der vier pol-Mutationen zur AZT-Resistenz zu
untersuchen, waren auf der Grundlage von pSFV-1 mittels zielgerichteter PCR-
Mutagenese in vitro provirale Konstrukte hergestellt worden, die jeweils eine
bestimmte Kombination der in SFVmacazrres festgestellten vier mutmaBlichen AZT-
Resistenz-Mutationen im pol/-Gen tragen (siehe 3.1.2). Diese Konstrukte sollten nun
alle mit dem in 3.1.4 optimierten Testsystem auf ihre AZT-Resistenz untersucht
werden.

Zunichst wurde jedoch die Proteinexpression von Gag und Pol der jeweiligen
Konstrukte untersucht, um auszuschlieBen, dass die eingefiihrten Mutationen zu einer
Anderung der Stabilitit oder anderer Eigenschaften des Pol-Proteins fiihren. Hierfiir
wurden 293T-Zellen mit den in Tabelle 13 aufgefiihrten Plasmiden jeweils transfiziert
und nach Induktion der Virusproduktion mittels Western Blot die Proteine Gag und

Pol in Zelllysaten und in Viruspartikeln nachgewiesen.

Anzahl der Aminosaure Aminosaure
Virus' | Mutationen in Gag in Pol

(Gag / Pol) 535 596 211 224 345 350
SK29 0/0 R G K I S E
BK30 0/1 R G I I S E
BK65 0/1 R G K T S E
SK50 0/1 R G K I T E
SK51 0/1 R G K I S K
BK81 0/2 R G I T S E
BK38 0/2 R G I I T E
BK31 0/2 R G I I S K
BK78 0/2 R G K T T E
BK76 0/2 R G K T S K
SK39 0/2 R G K I T K
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BK80 0/3 R G I T E
BK77 0/3 R G I S K
BK37 0/3 R G I I T K
BK79 0/3 R G K T T K
BK64 0/4 R G I T T K
BK4 0/4 R G I T T K
BK3 2/4 Q R I T T K

Tabelle 13: Ubersicht der von pSFV-1 abgeleiteten infektiosen Klone mit AZT-

Resistenz-Mutationen

Mutationen gegeniiber der wildtypischen SK29-Sequenz sind fett hervorgehoben.
BK64 und BK4 weisen die gleiche Sequenz auf und enthalten beide die vier pol-
Mutationen. In pBK64 wurden diese sukzessive mittels zielgerichteter Mutagenese
eingefiihrt, wdihrend pBK4 ein mittels PCR aus dem biologisch selektierten
SFVmaczrres amplifiziertes Fragment enthdlt, das die vier pol-Mutationen umfasst.

' Die den Viren entsprechenden Plasmide haben jeweils ein “p” vorangestellt, also

pSK29, pBK30 etc.

Fiir die Herstellung der im Western Blot eingesetzten Antikorper war es dabei notig
gewesen, die Proteine einzeln in Bakterien zu exprimieren und aufzureinigen, um
damit Kaninchen immunisieren zu lassen. Fiir die Aufreinigung von Pol wurde
zunidchst das pol-Gen aus pSFV-1 mittels PCR amplifiziert (sieche 2.2.1.12) und in
pET28c, einen Expressionsvektor mit His-Tag, kloniert. In der PCR kamen dabei
mutagene Primer zum Einsatz, die proximal eine Ncol-Schnittstelle im Bereich des
Startcodons einfiigten und distal das Stopcodon entfernten und eine Sa/l-Schnittstelle
einfiigten. Damit konnte das PCR-Produkt mit diesen Restriktionsenzymen verdaut
werden und in den entsprechend gedffneten Vektorhintergrund pET28c hineinligiert
werden. In dem entstandenen Konstrukt pBK1 hat Pol nun ein C-terminales His-Tag.
Da jedoch die in pol kodierte Protease eine Erkennungssequenz innerhalb von Pol
besitzt, konnte das Pol-Vorlduferprotein mit diesem Konstrukt noch nicht ohne
Weiteres aufgereinigt werden, weil bei der Proteinexpression die Protease die
Integrase samt His-Tag vom Rest des Proteins (PR-RT/RH) abspalten wiirde.

Vielmehr musste die Protease durch die Mutation von Aspartat nach Alanin im
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aktiven Zentrum inaktiviert werden (D24A) und/oder das His-Tag an das Ende der
RT/RH und nicht an das Ende des Pol-Vorlauferproteins und damit der Integrase
gekoppelt werden. Dieser Klonierungsschritt, sowie die Proteinexpression und
Aufreinigung von PR-RT/RH iiber His-Tag, wurde von Birgitta Wohrl und
Arbeitsgruppe in Bayreuth durchgefiihrt.

Fiir die Untersuchung der Proteinexpression in Zelllysaten wurden jetzt 293T-Zellen
ausgesit, mit den jeweiligen Plasmiden transfiziert (sieche 2.2.2.5) und die
Virusproduktion mit Natriumbutyrat induziert. Dann wurden die Zellen lysiert (siche
2.2.2.10), die Proteine in einer SDS-PAGE aufgetrennt (siche 2.2.3.1) und in einem
Western Blot Gag bzw. Pol mit den jeweiligen polyklonalen Antikorpern aus
Kaninchen nachgewiesen (siehe 2.2.3.2).

Beim Western Blot mit a.-SFVmac/Gag als priméren Antikorper und goat-a-rabbit als
sekunddrem Antikorper zum Nachweis von Gag in den Zelllysaten (4bbildung 15)
stellten sich die erwarteten Banden des ungespaltenen Vorlduferproteins (71 kDa) und
des prozessierten Gag-Proteins (68 kDa) dar. Die Expression in den mutierten
Varianten zeigte dabei untereinander und gegeniiber dem wildtypischen Konstrukt

keinen ersichtlichen Unterschied.
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Abbildung 15: Western Blot zum Nachweis der Expression von Gag in Zelllysaten

Mit den entsprechenden Plasmiden oder pcDNA als Negativkontrolle transfizierte
293T-Zellen wurden lysiert und die Gag-Expression in einem Western Blot mit dem
polyklonalen Kaninchen-Antikérper a-SFVmac/Gag als primdrem Antikorper und

goat-a-rabbit als sekunddrem Antikorper nachgewiesen.
Der Western Blot zum Nachweis von Pol erbrachte ebenfalls eine in allen

Konstrukten etwa gleichméBige Expression des Pol-Vorlauferproteins (4bbildung 16).

Neben einigen unspezifischen Banden unterschiedlicher GréBen, die auch in der
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Negativkontrolle nachweisbar waren, fand sich auch eine schwache Bande von etwa
85 kDa, dem prozessiertem PR-RT/RH entsprechend, in allen Zelllysaten aufler der
mit pcDNA transfizierten Negativkontrolle (nicht gezeigt).

Abbildung 16: Western Blot zum Nachweis der Expression von Pol in Zelllysaten

Mit den entsprechenden Plasmiden oder pcDNA als Negativkontrolle transfizierte
293T-Zellen wurden lysiert und die Pol-Expression in einem Western Blot mit dem
polyklonalen Kaninchen-Antikorper a-SFVmac/Pol als erstem und goat-o-rabbit als

zweitem Antikorper nachgewiesen.

Die Viruspartikelpriparation (siehe 2.2.2.11) aus dem Uberstand transfizierter 293T-
Zellen erbrachte beim Einsatz von a-SFVmac/Gag im Western Blot den Nachweis
des prozessierten Gag-Proteins von 68 kDa und schwicher ausgeprigt des
unprozessierten Vorlauferproteins von 71 kDa (A4bbildung 17). Unterschiede
zwischen den einzelnen Konstrukten beziiglich dem Nachweis von Gag in den
Viruspartikeln wurden nicht festgestellt, die in der Abbildung zu sehende schwichere

Auspriagung der Bande von BK30 war in einem anderen Versuch nicht nachweisbar.

go) (8] (%) (S) ~ N 5o} ~ 0 O (%) (S} A D A e

Q % 3 © ) () o) o) ™ A %N 0y o) A AN (o) (] " o)

S FF & F F & FFdFTTSFSFSS ST
pr71

‘-”.".ad“uuﬂﬁ.ﬂ.'-pee

Abbildung 17: Western Blot zum Nachweis von Gag in Viruspartikeln

293T-Zellen wurden mit den entsprechenden proviralen Konstrukten oder pcDNA als
Negativkontrolle transfiziert, induziert, der Virusiiberstand geerntet und die

Viruspartikel aufgereinigt. Im Western Blot mit o-SFVmac/Gag als primdrem
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Antikorper und goat-o-rabbit als sekunddrem Antikorper erfolgte der Nachweis von
pr71° und p68°.

In der Untersuchung der Viruspartikel mit a-SFVmac/Pol stellte sich bei allen
Konstrukten eine relativ schwache, in der Negativkontrolle nicht nachweisbare Bande
von 85 kDa dar, die dem Pol-Spaltprodukt PR-RT/RH entspricht (Abbildung 18).
Dabei wies die Auspriagung der Bande eine gewisse Variation zwischen den einzelnen
Konstrukten auf. Jedoch war in der Zusammenschau mehrerer derartiger Versuche
nicht feststellbar, dass ein bestimmtes Virus weniger Pol als andere enthielt, so dass
die Unterschiede als nicht signifikante Variation gedeutet wurden. Andere Banden,

etwa eine des Pol-Vorlduferproteins, waren nicht nachweisbar.

p85

Abbildung 18: Western Blot zum Nachweis von Pol in Viruspartikeln

293T-Zellen wurden mit den entsprechenden proviralen Konstrukten oder pcDNA als
Negativkontrolle transfiziert, induziert, der Virusiiberstand geerntet und die
Viruspartikel aufgereinigt. Im Western Blot mit a-SFVmac/Pol als primdrem
Antikorper und goat-o-rabbit als sekunddrem Antikorper erfolgte der Nachweis von

p857°! (PR-RT/RH).

Insgesamt wurde durch den Nachweis von Gag und Pol in Zelllysaten und
Viruspartikeln gezeigt, dass alle klonierten Derivate in vergleichbarem Ausmal} diese
Proteine exprimieren und verpacken. Da ein Einfluss der AZT-Resistenz-Mutationen
auf die Viruspartikelproduktion an sich damit weitgehend ausgeschlossen ist, konnten
also in den folgenden Untersuchungen Unterschiede in den Titern der einzelnen Viren
mit hoherer Wahrscheinlichkeit auf die Reverse Transkription bei unterschiedlichen
AZT-Konzentrationen und den Einfluss der mutmaBlichen AZT-Resistenz-

Mutationen auf die Reverse Transkription zurlickgefiihrt werden.
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3.1.6 AZT-Resistenz der mutierten proviralen SFVmac-Konstrukte

Alle mutierten SFVmac-Klone, deren gleichmifBige Gag- und Pol-Expression

nachgewiesen worden war (siche 3.1.5), wurden nun mittels des in 3.1.4

beschriebenen Testsystems durch Transfektion von 293T-Zellen, Virusproduktion bei

unterschiedlichen AZT-Konzentrationen und Titration in Indikatorzellen, ebenfalls in

Anwesenheit der jeweiligen AZT-Konzentration, auf ihre Sensitivitit gegeniiber

Zidovudin untersucht (Tabelle 14).

AZT-Konzentration bei Virusproduktion und Titration

Virus/
Mutationen 0uM 05 HM > UM OuM
Virustiter in % des Virustiters von SK29 ohne AZT
SK29 | KISE 100,0 (*) 0,7+0,5 <0,1 <0,01
BK30 | IISE 1,2+1,2 <0,1 <0,1 <0,01
BK65 | KTSE 146,5 + 21,4 1,2+0,9 <0,1 <0,01
SK50 | KITE 40,0 + 16,8 5,6+ 3,2 11+1,0 <0,1
SK51 | KISK 31,7+8,8 1,8+0,8 <0,1 <0,01
BK81 | ITSE 25+0,6 <0,1 <0,1 <0,01
BK38 | IITE <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
BK31 | lIISK 230+79 0,6+0,5 <0,1 <0,01
BK78 | KTTE 86,7 + 20,5 18,7 £ 12,9 05+0,3 <0,1
BK76 | KTSK 175,5 + 33,9 81145 <0,1 <0,01
SK39 | KITK 20,6 +5,5 10,8+ 7,5 3,0+ 2,1 1,0+ 0,6
BK80 | ITTE 7,3+3,6 4,0+ 27 1,0+£0,8 0,3+0,2
BK77 | ITSK 33,6 +11,3 3,8+3,0 09+0,5 <0,01
BK37 | IITK 86127 59+3,0 28+13 20+0,8
BK79 | KTTK 138,2 + 21,8 86,9+ 115 16,4 + 10,9 1,4+04
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BK64 | ITTK 113,0 £ 19,2 79,3 + 20,1 68,8 + 18,8 31,4+20,6
BK4 ITTK 117,0 + 18,4 84,3 +27,8 71,0+12,7 349+129
BK3 ITTK 92,7 £22,7 75,6 £234 64,4 + 19,2 34,4 + 15,1

Tabelle 14: AZT-Resistenz der mutierten SFVmac-Konstrukte

Die in der ersten Spalte angegebenen Viren wurden wie im Text beschrieben auf ihre
AZT-Reistenz hin untersucht. In der zweiten Spalte ist zur besseren Ubersicht
nochmals die jeweilige Aminosdure an den Positionen der mutmaflichen AZT-
Resistenz-Mutationen 211, 224, 345 und 350 in Pol angegeben (Fettdruck bei
Mutation gegeniiber dem wildtypischen SK29, beziiglich BK64, BK4 und BK3 siehe
Tabelle 13). Der Virustiter von SK29 in Abwesenheit von AZT (im Schnitt 7,0 x 10%)
wurde willkiirlich als 100% festgesetzt (*). Die in der Tabelle angegebenen Werte der
Klone bei den unterschiedlichen AZT-Konzentrationen (jeweils sowohl bei
Virusproduktion und bei Titration) in der dritten bis sechsten Spalte verstehen sich
also als Prozentwerte des Ausgangstiters von SK29 ohne AZT. Sie sind Mittelwerte
aus vier unabhdngigen Experimenten. Die einfache Standardabweichung ist

angegeben.

Bei der Untersuchung des Titers der Varianten in Abwesenheit von AZT zeigten sich
dabei deutliche Unterschiede in der Fitness der jeweiligen Viren (4bbildung 19).
BK65krse, BK78krTE, BK76KT5K, BK79% 11K, SOWIiEe die Konstrukte mit allen vier
Aminoséuresubstitutionen in Pol (BK64irrk, BK4ir1k, BK317171K) Wiesen dabei mit 86
bis 175 Prozent des Titers von SK29sg einen dhnlich hohen oder eventuell gar
hoheren Titer auf als der wildtypische Klon. Alle Viren aus dieser Gruppe mit einem
hohen Titer in Abwesenheit von AZT, abgesehen vom wildtypischen SK29, weisen
dabei die Mutation 1224T in Pol auf. AuBerdem weisen alle Konstrukte dieser
Gruppe, abgesehen von den Vierfachmutanten BK64, BK4 und BK3, an Position 211
das wildtypische Lysin (K) auf.

In einer mittleren Gruppe fanden sich bei SK50kire, SK51xisk, BK3 sk, SK39%irk
und BK77yrsk ein Titer zwischen 20 und 40 Prozent des Vergleichstiters von SK29,
bei BK80yttr und BK3 71k von 7,3% bzw. 8,6%.

- 103 -




Ergebnisse

Die Klone BKS81lirsg und BK30psg wiederum wiesen mit 2,5% bzw. 1,2% die
niedrigsten Titer auf, abgesehen von BK38yrg, bei dem in der lacZ-Farbung keine
blauen Zellen nachweisbar waren. Die vier Klone mit den niedrigsten Titern in
Abwesenheit von AZT weisen damit alle die Mutation K22 11 auf und gleichzeitig an
Position 350 das wildtypische Glutamat (E350).

Einige Kombinationen an Resistenzmutationen haben demnach einen negativen
Einfluss auf die virale Fitness in Abwesenheit von AZT, wihrend andere, z. B. auch
die Kombination aller vier Mutationen, keinen negativen Effekt oder sogar eine leicht
positive Tendenz aufweisen.

Ein statistisch signifikanter Unterschied (p<0,05) im Vergleich mit dem Virustiter von
SK29 zeigten hierbei im zweiseitigen t-Test die Virustiter von BK30, SK51, BKS81,
BK38, BK31, SK39, BK80, BK77 und BK37. Dagegen konnte bei BK65, SK50,
BK78, BK76, BK79, BK64, BK4 und BK3 in dieser Arbeit ein statistisch
signifikanter Unterschied zu SK29 nicht nachgewisen werden, so dass

strenggenommen jeweils nur von einer Tendenz gesprochen werden kann.
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Abbildung 19: Titer der mutierten SFVmac-Klone in Abwesenheit von AZT

In Anwesenheit von 0,5 uM AZT bei Virusproduktion und Titration (4bbildung 20),

der niedrigsten niher untersuchten AZT-Konzentration, war das wildtypische SK29-
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Virus bereits auf unter 1% seines Ausgangstiters supprimiert. Bei BK81rsg und
BK30ysg, die bereits in Abwesenheit von AZT sehr niedrige Titer aufgewiesen hatten,
fanden sich Werte von unter 0,1%. Die Einzelmutanten BK65ktsg und SK51kisk,
sowie die Doppelmutante BK31psk wiesen Titer von unter 2% des Titers von
SK29ksk in Abwesenheit von AZT auf.

Bei der Einzelmutante SK50kre dagegen wurde mit 5,6% ein Wert nachgewiesen,
der achtfach iiber demjenigen von SK29 bei 0,5 uM AZT liegt. Vergleichbare Werte
(zwischen 3,8% und 5,9%) fanden sich bei den Dreifachmutanten BK77irsk,
BK80yrre und BK37111K, etwas hohere bei den Doppelmutanten SK39x 1k, BK76kTsk
und BK78krrE (zwischen 8,1% und 18,7%).

Die mit Abstand hochsten Werte wiesen die Dreifachmutante BK79rrk (86,9%)
sowie die Vierfachmutanten BK64, BK4 und BK3 (zwischen 75,6% und 84,3%) auf.
Wihrend also das wildtypische SK29 in Anwesenheit von 0,5 pM AZT (sowohl bei
Virusproduktion als auch bei Titration) von seinem auf 100% festgesetztem
Ausgangstiter (7,0 x 10* in Abwesenheit von AZT) auf einen Wert von 0,7%
supprimiert wird, zeigen sich eine Reihe von Mutanten weitaus weniger sensitiv: Die
Einfachmutante SK50k e weist bei 0,5 uM bereits einen achtfach hoheren Titer auf
als SK29, die Doppelmutante BK78krrg einen mehr als 25fachen, die
Dreifachmutante BK79k 1k ebenso wie die Vierfachmutanten einen iiber 100fachen.
Beim Vergleich der jeweiligen Virustiter mit den gemessenen Virustitern von SK29
in Anwesenheit von 0,5 uM AZT zeigte sich dabei im zweiseitigen t-Test, dass einige
Verdnderungen statistisch signifikant waren und die Teilresistenz dieser Konstrukte
damit nachgewiesen werden konnte. Dies gilt fiir SK50, BK76, BK80, BK37, BK79,
BK64 und BK4 im Sinne eines p<0,05 und fiir BK30, SK51, BK81, BK38, BK31,
SK39, BK77 und BK3 mit einem p<O0,1.
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Abbildung 20: Titer der mutierten SFVmac-Klone in Anwesenheit von 0,5 uM AZT

In Anwesenheit von 5 uM AZT bei Virusproduktion und Titration (4bbildung 21)
findet sich beim wildtypischen SK29kisg ein Titer von weniger als 0,1% des
Ausgangstiters in Abwesenheit von AZT. Auch drei der vier Einfachmutanten und
vier der sechs Doppelmutanten weisen einen solchen Wert auf. Ausnahmen stellen die
Einzelmutante SK50kre (1,1%), sowie die Doppelmutanten BK78xrre (0,5%) und
SK39%rk (3,0%) dar, die allesamt die Mutation S345T aufweisen. Ahnliche Werte
finden sich mit 0,9% bis 2,8% auch bei drei der Dreifachmutanten. Die vierte
Dreifachmutante BK79«trk weist mit 16,4% einen deutlich hoheren Wert auf, der
jedoch wiederum um einiges niedriger ausfillt als die Ergebnisse der
Vierfachmutanten (zwischen 64,4% und 71,0%).

Im t-Test ergab sich dabei bei BK77;rsk und BK4 ein p<0,05, bei SK39, SK50,
BK38, BK78, BK80, BK37, BK64 und BK3 ein p<0,1.
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Abbildung 21: Titer der mutierten SFVmac-Klone in Anwesenheit von 5 uM AZT

In Anwesenheit von 50 uM AZT wiesen neben dem wildtypischen SK29 auch alle
vier Einfachmutanten, fiinf von sechs Doppelmutanten und mit BK77;rsk eine
Dreifachmutante Werte von unter 0,1% des Ausgangstiters von SK29 in Abwesenheit
von AZT auf (4bbildung 22). Einzige Doppelmutante, die noch in Anwesenheit von
50 uM eine gewisse Replikation zeigte, war SK39rx mit 1,0%. Den hochsten Wert
unter den Dreifachmutanten zeigte mit 2,0% BK37yrk. BK79% 11k, das bei 0,5 uM
und 5uM jeweils noch mit Abstand den hochsten Wert aufwies, lag mit 1,4% etwas
niedriger. Die Vierfachmutanten replizierten auch bei 50 uM noch recht gut (Werte
zwischen 31,4% und 34,9%).

Statistisch signifikant (p<0,05 im t-Test) waren dabei die Virustiter von BK37, BK79,
BK64, BK4 und BK3 gegeniiber SK29 verindert, bei SK39 und BK80 fand sich ein
p<0,07.
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Abbildung 22: Titer der mutierten SFVmac-Klone in Anwesenheit von 50 uM AZT

Insgesamt ist festzuhalten, dass alle vier Mutationen zur AZT-Resistenz von
SFVmacazrres beitragen, da in Anwesenheit von 5 oder 50 uM AZT keine der Einzel-,
Doppel- oder Dreifachmutanten einen anndhernd hohen Titer wie die
Vierfachmutanten aufweist. Bei vielen Mutanten fand sich jedoch ein Titer, der
zwischen SK29 und den Vierfachmutanten lag, und damit flir eine gewisse
Teilresistenz der jeweiligen Klone spricht, wobei fiir einige Konstrukte bei
verschiedenen AZT-Konzentrationen auch eine statistische Signifikanz dieser

Teilresistenz herausgearbeitet werden konnte.

3.2 Versuche zur Gewinnung eines AZT-resistenten PFV

3.2.1 Einfiigen moglicher AZT-Resistenz-Mutationen in pczHSRV2

Im Gegensatz zu SFVmac konnte in Zellkultur kein AZT-resistentes PFV gewonnen
werden (siehe 3.1.1.1). Um die Hintergriinde hierfiir zu untersuchen, wurden die in
der Reversen Transkriptase von SFVmacazrres gefundenen Aminosiuresubstitutionen

soweit moglich in den infektiosen Klon pczHSVR2 eingefiihrt, um diese PFV-
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Mutanten dann in dem fiir die SFVmac-Klone beschriebenen Testsystem auf ihre
AZT-Resistenz hin zu untersuchen.

Da SFVmac und PFV an den Positionen 345 und 350 in Pol die gleiche Aminosiure
aufweisen, konnten die bei SFVmacaztes selektierten Mutationen S345T und E350K
analog in PFV eingefiihrt werden. An Position 224 war bei SFVmacazres e€in
Threonin gegeniiber dem Isoleucin in der Ausgangssequenz selektiert worden. Bei
PFV befindet sich bereits in der wildtypischen Sequenz ein Threonin (siche 3.1.1.5),
so dass an dieser Stelle keine Mutagenese durchzufiihren war. Als Aminosédure 211
(an dieser Stelle Mutation von Lysin zu Isoleucin bei SFVmacazr.s) findet sich bei
PFV ein Arginin. Dieses wurde in der Mutagenese durch ein Isoleucin ersetzt. Dabei
war fiir die Mutation des Codons in PFV eine Substitution von zwei Nukleinsduren
notwendig (AGG zu ATA) im Gegensatz zur Situation bei SFVmacazrres, bei dem nur

der Austausch einer einzelnen Base notig war (AAA zu ATA).

Die Mutationen wurden nacheinander in den infektosen PFV-Klon pczHSRV2
eingefiigt. Auf diesem Plasmid befindet sich neben den bei pSFV-1 beschriebenen
regulatorischen Sequenzen fiir die Vermehrung in Bakterien ein PFV-Genom unter
der Kontrolle eines CMV-Promotors (Moebes et al. 1997). Fiir das Einfiihren der
Mutationen war dabei zundchst die Konstruktion eines geeigneten Zwischenklons
notwendig, in dem eine zielgerichtete Mutagenese mit anschlieBendem Dpnl-Verdau
(sieche 2.2.1.15) durchgefiihrt werden konnte, und aus dem dann das Fragment mit den
jeweiligen Mutationen ausgeschnitten und in pczHSRV2 hineinkloniert werden
konnte. Hierfiir wurde eine Sequenz aus pczHSRV2, die bei einer Lénge von 1,8 kb
den Bereich der pol-Mutationen einschliefit, in das mit 2,7 kb gewiinscht kleine
Plasmid pUCI18 kloniert. Da dieses Plasmid im Polylinker nicht die passenden
Restriktionserkennungssequenzen (fiir Pacl und Swal) enthielt, mussten diese vorher
eingefiigt werden. Dies geschah durch Hybridisierung zweier komplementirer
Oligonukleotide, die so konstruiert wurden, dass sie zwischen zwei
Erkennungssequenzen, die auch im Polylinker enthalten sind (Xbal und Kpnl), die
beiden gewiinschten Nukleotidabfolgen aufweisen, und Einfiigen dieses hybridisierten
Oligonukleotids in den entsprechend gedffneten Vektor pUCI18. Das entstandene
Plasmid pBK9 konnte nun mit Pacl und Swal gedffnet werden, um das entsprechend

ausgeschnittene 1,8-kb-Framgent aus dem pol-Gen von pczHSRV2 einzufiigen. Mit
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4,5 kb wies das hieraus erhaltene Zwischenplasmid pBK 14 eine geeignete Grof3e auf,
um zielgerichtete Mutagenesen mit anschlieBendem Dpnl-Verdau durchzufiihren. Das
jeweilige 1,8-bp-Fragment konnte nach der Mutagenese mit Pacl und Swal
ausgeschnitten werden und in das entsprechend gedffnete pczHSRV2 eingefiigt
werden. Als Endergebnis lag das PFV-Konstrukt pBK54 vor, das in der DNA die zu
den Aminosdureverinderungen R211I, S345T und E350K in Pol fithrenden
Mutationen aufweist. Durch Sequenzierung des mutagenisierten Fragments im
fertigen Klon wurden Fehler der Polymerase in der PCR ausgeschlossen. Auch
Konstrukte mit Einzelmutationen (pBK34 mit R2111, pBK83 mit S345T, pBK39 mit
E350K) und Kombinationen zweier Mutationen (pBK86 mit R2111 und S345T,
pBK82 mit R2111 und E350K, pBK84 mit S345T und E350K) wurden hergestellt,
wobei hier nicht bei allen Klonen das gesamte Fragment sequenziert wurde, sondern
teilweise nur ein Ausschnitt, der dazu geeignet war, das Vorhandensein der Mutation
nachzuweisen.

AuBerdem wurden bei einigen Klonen Mutationen an Stellen eingefiigt, die den bei
HIV vorkommenden Thymidin-Analoga-Mutationen entsprechen und dort zur AZT-
Resistenz fithren (Yvon-Groussin et al. 2001): pBK85 mit V343F, pBK35 mit K347E,
pBK56 mit V343F und K347Q.

Plasmid Vektorhintergrund Insert

pBK9 pUC18 Xbal x Kpnl Hybridisierte Oligonukleotide:
(2718 bp) | (2665 bp) #1989 und #1990

pBK14 pBK9 Pacl x Swal pczHSRV2 Pacl x Swal
(4528 bp) | (2697 bp) (1831 bp)

pBK15 Mutagenisiertes Plasmid

(4528 bp) | Ausgangsplasmid: pBK14; mutagene Primer: #1992 und #1992

pBK17 Mutagenisiertes Plasmid
(4528 bp) | Ausgangsplasmid: pBK14; mutagene Primer: #1997 und #1998

pBK18 Mutagenisiertes Plasmid
(4528 bp) | Ausgangsplasmid: pBK14; mutagene Primer: #1999 und #4001

pBK21 Mutagenisiertes Plasmid
(4528 bp) | Ausgangsplasmid: pBK14; mutagene Primer: #1993 und #1994

pBK40 Mutagenisiertes Plasmid
(4528 bp) | Ausgangsplasmid: pBK21; mutagene Primer: #1991 und #1992

pBK41 Mutagenisiertes Plasmid
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Plasmid Vektorhintergrund Insert

(4528 bp) | Ausgangsplasmid: pBK14; mutagene Primer: #4020 und #4021
pBK45 Mutagenisiertes Plasmid

(4528 bp) | Ausgangsplasmid: pBK14; mutagene Primer: #4024 und #4025
pBK46 Mutagenisiertes Plasmid

(4528 bp) | Ausgangsplasmid: pBK40; mutagene Primer #4022 und #4023
pBK47 Mutagenisiertes Plasmid

(4528 bp) | Ausgangsplasmid: pBK15; mutagene Primer #4021 und #4022
pBK63 Mutagenisiertes Plasmid

(4528 bp) | Ausgangsplasmid: pBK14; mutagene Primer #4022 und #4023
pBK68 Mutagenisiertes Plasmid

(4528 bp) | Ausgangsplasmid: pBK14; mutagene Primer #4026 und #4027
pBK69 Mutagenisiertes Plasmid

(4528 bp) | Ausgangsplasmid: pBK45; mutagene Primer #1999 und #4001
pBK34 pczHSRV2 Pacl x Swal pBK15 Pacl x Swal

(16179 bp) | (14348 bp) (1831 bp)

pBK35 pczHSRV2 Pacl x Swal pBK17 Pacl x Swal

(16179 bp) | (14348 bp) (1831 bp)

pBK39 pczHSRV2 Pacl x Swal pBK21 Pacl x Swal

(16179 bp) | (14348 bp) (1831 bp)

pBK54 pczHSRV2 Pacl x Swal pBK46 Pacl x Swal

(16179 bp) | (14348 bp) (1831 bp)

pBK56 pczHSRV2 Pacl x Swal pBK45 Pacl x Swal

(16179 bp) | (14348 bp) (1831 bp)

pBK82 pczHSRV2 Pacl x Swal pBK40 Pacl x Swal

(16179 bp) | (14348 bp) (1831 bp)

pBK83 pczHSRV2 Pacl x Swal pBK41 Pacl x Swal

(16179 bp) | (14348 bp) (1831 bp)

pBK84 pczHSRV2 Pacl x Swal pBK63 Pacl x Swal

(16179 bp) | (14348 bp) (1831 bp)

pBK85 pczHSRV2 Pacl x Swal pBK68 Pacl x Swal

(16179 bp) | (14348 bp) (1831 bp)

pBK86 pczHSRV2 Pacl x Swal pBK47 Pacl x Swal

(16179 bp) | (14348 bp) (1831 bp)

Tabelle 15: Klonierung der infektiosen PFV-Klone pBK34, pBK35, pBK39, pBK54,

pBKS56, pBKS2, pBK83, pBK84, pBK85 und pBK86
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3.2.2 AZT-Resistenz der mutierten proviralen PFV-Konstrukte

Wie bei SFVmac wurde die AZT-Resistenz der PFV-Konstrukte untersucht durch
Transfektion von 293T-Zellen mit wildtypischem pczHSRV2 und den mutierten
Klonen, Induktion mit Natriumbutyrat, Virusproduktion in Anwesenheit von AZT
und anschlieBende Titration des Uberstandes in Indikatorzellen wiederum in
Anwesenheit von AZT (siehe 2.2.2.9).

Die Versuche mit wildtypischen HSRV2 und der Dreifachmutante BK54 wurden
dreimal durchgefiihrt, und daraus der Mittelwert sowie die Standardabweichung

berechnet (Tabelle 16).

AZT-Konzentration bei Virusproduktion und Titration

Virus 0 uM 0,5 uM 5uM 50 uM

Titer in % des Titers von HSRV2 ohne AZT

HSRV2 100 (*) 1,1+09 0,4+0,1 <0,1

BK54 1,3+0,1 0,5+0,1 0,4+0,1 <0,1

Tabelle 16: AZT-Resistenz des PFV-Konstruktes BK54

HSRYV?2 (wildtypisches PFV) und BK54 (PFV-Klon mit den SFVmaczr...-Mutationen
R2111, S345T und E350K in Pol) wurden wie im Text beschrieben auf ihre AZT-
Resistenz hin untersucht. Der Titer von HSRV?2 in Abwesenheit von AZT (im Schnitt
6,3 x 10°) wurde willkiirlich als 100% festgesetzt (*). Die in der Tabelle angegebenen
Werte der Klone bei den unterschiedlichen AZT-Konzentrationen (jeweils sowohl bei
Virusproduktion und bei Titration) verstehen sich also als Prozentwerte des
Ausgangstiters von HSRV2 ohne AZT. Sie sind Mittelwerte aus drei unabhdngigen

Experimenten. Die einfache Standardabweichung ist angegeben.

Die Dreifachmutante BK54 weist dabei in Abwesenheit von AZT einen Titer von nur
1,3% des Titers von HSRV2 auf. Trotz einer gewissen relativen AZT-Resistenz weist
BK54 daher auch in Anwesenheit von AZT keinen hoéheren Titer auf als das
wildtypische PFV, da dieses in Anwesenheit von AZT zwar relativ stirker im Titer

beeinflusst wird, jedoch einen absolut hoheren Ausgangstiter aufweist.
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Die Einzel- und Doppelmutanten wurden fiir eine grobe Abschitzung der jeweiligen
viralen Fitness und AZT-Resistenz ein- bis zweimal tranfiziert und in Abwesenheit
und Anwesenheit von AZT die Virusproduktion induziert und der Uberstand auf
Indikatorzellen titriert (Tabelle 17). Da sich in diesen Vorversuchen abzeichnete, dass
keine Kombination an Mutationen eine mit SFVmacazm.s vergleichbare AZT-
Resistenz aufweist, wurde auf die endgiiltige Durchfiihrung der Versuche, also eine
mindestens dreimalige zeitgleiche Transfektion und Titration aller Klone, wie sie bei
den SFVmac-Konstrukten und der Dreifachmutante von PFV (BK54) durchgefiihrt

wurde, verzichtet.

AZT-Konz. bei Virusproduktion und Titration
Virus Mut. in Pol 0 uM 0,5 uM 5uM 50 uM
Titer in % des Titers von HSRV2 ohne AZT
HSRV2 | WT 100 0,9 0,4 <0,1
BK34 | R211l ca. 50 ca. 1 <0,5 <0,1
BK83 | S345T ca. 100 ca.2 <0,5 <0,1
BK39 | E350K ca. 100 <1 <0,5 <0,1
BK86 | R211l, S345T <10 <1 <0,5 <0,1
BK82 R2111, E350K <50 <1 <0,5 <0,1
BK84 | S345T, E350K ca. 100 ca.2 <0,5 <0,1
BK85 | V343F <10 <1 <0,5 <0,1
BK35 | K347E <10 <1 <0,5 <0,1
BK56 | V343Y, K347Q <1 <1 <0,5 <0,1

Tabelle 17: AZT-Resistenz verschiedener PFV-Konstrukte

Gezeigt sind die Virustiter von PFV-Konstrukten mit Mutationen, die entweder den in
SFVmacazrres gefundenen Mutationen entsprechen (R2111, S345T, E350K) oder
manchen der TAMs von HIV (V343F/Y, K347Q/E). Die Werte sind Prozentwerte und
beziehen sich wieder auf den Ausgangstiter von HSRV?2 in Abwesenheit von AZT, der
als 100% festgelegt wurde. Die hier dargestellten Daten sind weniger zuverldssig als
die in Tabelle 14 oder Tabelle 16, da die Versuche fiir jedes Konstrukt nur ein- oder
zweimal durchgefiihrt wurden und auch nicht alle Konstrukte gleichzeitig getestet

wurden.
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Insgesamt zeigt sich, dass kein PFV-Konstrukt mit SFVmacazres-Mutationen in
Anwesenheit von AZT einen eindeutigen Vorteil gegeniiber dem wildtypischen Virus
aufzuweisen scheint, mit der eingeschrinkten Ausnahme von BKS83 (S345T) und
BK&84 (S345T und E350K), die moglicherweise in Anwesenheit von 0,5 uM AZT
einen jedoch im Vergleich zur Situation bei SFVmac auch nur leicht hoheren Titer als
HSRV2 aufweisen.

Die Konstrukte mit den HIV nachempfundenen Mutationen weisen in Abwesenheit
von AZT eine reduzierte Fitness auf und haben in Anwesenheit von AZT ebenfalls

keinen hoheren Titer als das wildtypische Virus.
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4 Diskussion

4.1 Das AZT-resistente Foamyvirus SFVmac,zyes

4.1.1 Vier Aminosauresubstitutionen in Pol als Ursache der AZT-

Resistenz von SEFVMAacazrres

AZT ist von den diesbeziiglich untersuchten Nukleosidanaloga dasjenige mit der
besten Wirksamkeit bei Foamyviren wie PFV, SFVcpz und SFVmac (Santillana-
Hayat et al. 1996; Rosenblum et al. 2001; Yvon-Groussin et al. 2001; Rinke et al.
2002).

Bei HIV sind verschiedene Muster an Mutationen, die zu einer Resistenz gegeniiber
AZT und anderen NRTIs fiithren, gut bekannt und es liegen zahlreiche Erkenntnisse
zum jeweiligen Mechanismus der Resistenz vor, aus denen auch Riickschliisse auf die
biologische Funktionsweise der wildtypischen Reversen Transkriptase von HIV
gezogen werden konnten. Neben resistenten HIV-Isolaten, die aus infizierten und
behandelten Patienten gewonnen wurden, gibt es daneben auch NRTI-resistentes
HIV, das durch Passagen in Zellkultur unter steigenden Medikamenten-
Konzentrationen selektiert wurde (Smith et al. 1987; Larder et al. 1991a; Dianzani et
al. 1992; Gao et al. 1992).

Dagegen liegen zu den Eigenschaften der foamyviralen Reversen Transkriptase nur
recht wenige, zum Teil bereits dltere Untersuchungen vor (Parks et al. 1971; Parks et
Todaro 1972; Liu et al. 1977; Benzair et al. 1982; Kogel et al. 1995a; Kdgel et al.
1995b; Rinke et al. 2002; Boyer et al. 2004; Boyer et al. 2007) und iiber ein
mogliches Auftreten von AZT-Resistenz bei Foamyviren und die verantwortlichen
Mechanismen gibt es bisher nur indirekte Erkenntnisse und Vermutungen (Yvon-
Groussin et al. 2001; Boyer et al. 2004). In der bisher einzigen verdffentlichten
experimentellen Arbeit zur Untersuchung von NRTI-Resistenzen bei Foamyviren
wurde versucht, durch die Mutation V313M im YXDD-Motiv des aktiven Zentrums
der Reversen Transkriptase von PFV ein 3TC-sensitives Foamyvirus zu gewinnen
(Rinke et al. 2002). Zugrunde lag die Beobachtung, dass HIV durch die umgekehrte
Mutation an entsprechender Stelle (M184V) eine 3TC-Resistenz entwickelt. Es zeigte
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sich jedoch, dass die Mutante einen Replikationsdefekt aufwies und die Sensitivitét
gegeniiber 3TC nicht erhoht werden konnte.

Um die Hintergriinde der AZT-Resistenz bei Foamyviren zu untersuchen und durch
den Vergleich mit den bei HIV bekannten Gegebenheiten einerseits die Erkenntnisse
iber allgemeine Mechanismen der NRTI-Resistenz bei Retroviren zu erweitern und
andererseits einen Beitrag zur Untersuchung der biologischen Funktion und Struktur
der foamyviralen Polymerase zu leisten, wurde in dieser Arbeit das AZT-resistente
SFVmac-Isolat SFVmacazrres analysiert.

SFVmacazres war durch Selektion in Zellkultur unter steigenden AZT-
Konzentrationen gewonnen worden und ist das erste beschriebene AZT-resistente
Foamyvirus. Das in dieser Arbeit analysierte Muster an Mutationen, die SFVmacazrres
zu einer Resistenz gegeniiber AZT verhelfen, ist somit die erste Charakterisierung
einer AZT-Resistenz bei Foamyviren, die den bekannten NRTI-Resistenz-Mutationen
bei Orthoretroviren wie vor allem den TAMs von HIV gegeniibergestellt werden

kann.

In der Sequenzierung des gag- und pol-Gens von SFVmacazres wurden auf DNA-
Ebene sieben Mutationen nachgewiesen (siehe 3.1.1.2). Vier dieser Mutationen
filhrten zu Aminosiureverdnderungen in Pol (K2111, 1224T, S345T, E350K) und
zeigten sich verantwortlich fiir die AZT-Resistenz von SFVmacazrres, wihrend zwei
Aminoséduresubstitutionen in Gag und eine stumme Mutation in po/ keinen messbaren
Beitrag zur AZT-Resistenz leisteten. Dies wurde durch den Vergleich der Replikation
von SFVmacazres mit BK64 in Indikatorzellen nachgewiesen. BK64 enthélt die vier
zu Aminosdureverdnderungen in Pol fiihrenden Mutationen, die durch zielgerichtete
Mutagenese in vitro eingefligt wurden, nicht jedoch die zwei Mutationen in gag und
die stumme Mutation in pol. Weder in Abwesenheit noch in Anwesenheit von AZT
zeigte sich dabei ein Unterschied zwischen diesen beiden Viren (siehe 3.1.3). Auch
BK3 und BK4 unterschieden sich in diesen und anderen Versuchen nicht in ihren
Titern, zwei Konstrukte, die ein aus SFVmacazr.s amplifiziertes Fragment enthalten,
das bei beiden die pol-Mutationen umfasst, bei BK3 im Gegensatz zu BK4 jedoch
zusitzlich auch die gag-Mutationen, wodurch ein relevanter Beitrag der gag-

Mutationen zur AZT-Resistenz ausgeschlossen werden konnte.
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Bei allen drei Mutationen, die sich letztlich als irrelevant beziliglich der AZT-
Resistenz herausstellten, handelt es sich um die Transition von Guanin zu Adenin.
Dies passt zu neuen Daten, nach denen G—A bei PFV die héaufigste
Nukleotidsubstitution iiberhaupt darstellt (Boyer et al. 2007), wobei dieser
Sachverhalt allerdings bei SFVmac nicht untersucht wurde. Unbekannt ist auch, ob
die Mutationsrate von Foamyviren in Anwesenheit von AZT und/oder AZT-
Resistenzmutationen zunimmt, wie dies fiir Orthoretroviren wie MLV oder HIV-1

gezeigt wurde (Julias et al. 1997; Mansky et Bernard 2000).

Nachdem durch den Vergleich von SFVmacazrres und BK64 gezeigt war, dass die vier
zu Aminoséuresubstitutionen fiihrenden Mutationen in pol hinreichend fiir die AZT-
Resistenz von SFVmacaztes sind, wurde nun untersucht, ob alle vier Mutationen
notwendig fiir diese AZT-Resistenz sind, oder ob eine einzelne Mutation oder eine
bestimmte Kombination von zwei oder drei Mutationen bereits zu einer gleich stark
ausgeprigten Resistenz flihrt. Hierfiir wurden die entsprechenden Mutationen mittels
zielgerichteter Mutagenese in allen moglichen Kombinationen in den infektiosen
SFVmac-Klon pSFV-1 eingefiigt (siche 3.1.2.2) und diese Konstrukte auf ihre
Replikation in Abwesenheit und in Anwesenheit verschiedener AZT-Konzentrationen
untersucht. Dabei wurden die entsprechenden Plasmide in 293T-Zellen transfiziert,
und nach Induktion die Viruspartikel geernet und in Indikatorzellen titriert.
Bekanntermallen ist dabei die Zugabe von AZT nur in den Indikatorzellen aufgrund
der Besonderheiten des foamyviralen Replikationszyklus nicht ausreichend (Moebes
et al. 1997). Vielmehr zeigte sich in der Etablierung des verwendeten AZT-Resistenz-
Tests (sieche 3.1.4), dass eine Zugabe von AZT sowohl bei der Virusproduktion als
auch bei der Titration fiir diese Zwecke am aussagefdhigsten ist. AuBBerdem erwies es
sich fiir die Untersuchung der AZT-Resistenz hilfreich, AZT-Konzentrationen von 0,5
uM, 5 uM und 50 uM zu verwenden.

Um in diesem Testsystem Unterschiede in der Proteinexpression, Proteinstabilitit
oder dhnlichem als Ursache der unterschiedlichen Titer der Konstrukte mit den
verschiedenen Kombinationen von Mutationen auszuschlieen, wurden jeweils Gag
und Pol mittels Western Blot in Zelllysaten und Viruspartikeln nachgewiesen und das

gleichmiBige Vorhandensein in allen Konstrukten iiberpriift (siche 3.1.5).
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Bei der Untersuchung der Klone mit allen mdglichen Kombinationen der vier nicht
stummen pol-Mutationen zeigte sich, dass keine Einzelmutation oder Kombination
von zwei oder drei Mutationen eine dhnliche AZT-Resistenz wie alle vier Mutationen
zusammen hervorrief (siche 3.1.6). In Anwesenheit von 50 uM AZT etwa betrug der
Titer der besten Dreifachmutante BK37prxk weniger als 1/15 des Titers der
Vierfachmutanten BK64 oder BK4, bzw. der Sechsfachmutante mit den zusétzlichen
gag-Mutationen, BK3. Unter den anderen Dreifachmutanten hatten BK79% 1k einen
Titer von weniger als 1/20, BK80;rre von weniger als 1/100 des Titers von BK64,
BK4 oder BK3, und BK77yrsk schlieBlich einen nicht mehr nachweisbaren Titer. Die
beste Zweifachmutante SK39«rx hatte einen Titer von weniger als 1/30 des Titers
von BK64, BK4 oder BK3, alle anderen Zweifachmutanten und alle Einzelmutanten
einen Titer von weniger als 1/500 oder einen Titer unter der Nachweisgrenze. Fiir die
volle Auspriagung der AZT-Resistenz von SFVmacazrrs sind also bei 50 uM AZT
alle vier pol-Mutationen zwingend notwendig. Eine gewisse Teilresistenz, mit Titern
zwischen 3,2% und 6,4% des Titers der Vierfachmutante BK64irtk, findet sich
lediglich bei der Doppelmutante SK39 (mit S345T und E350K), sowie denjenigen
Dreifachmutanten, die ebenfalls diese Zweifachkombination von S345T und E350K
enthalten: BK79 (zusitzlich 1224T) und BK37 (zusétzlich K2111).

Bei 5 uM AZT weist die beste Dreifachmutante BK79krrk einen Virustiter von
immerhin knapp 1/4 des Virustiters von BK64yrrk auf, bei 0,5 pM AZT hat dieselbe
Mutante gar einen leicht hoheren Virustiter als die Vierfachmutanten. Die zweitbeste
Mutante bei 5 uM AZT, SK39%rk, erreicht weniger als 1/20, die zweitbeste Mutante
bei 0,5 uM AZT, BK78xrre, weniger als 1/4 des jeweiligen Virustiters von BK64.
Wie bei einer AZT-Konzentration von 50 uM, ist also bei 5 uM AZT auch das
Vorhandensein aller vier pol-Mutationen nétig fiir die volle Auspriagung der AZT-
Resistenz von SFVmacazres, wihrend bei 0,5 uM AZT eine Dreifachkombination
von 1224T, S345T und E350K keinen niedrigeren Virustiter erbringt als die

Vierfachmutante mit der zusitzlichen Mutation K2111.

Insgesamt konnte also gezeigt werden, dass fiir die AZT-Resistenz von SFVmacazrres
vier Mutationen in Pol hinreichend und notwendig sind: K2111, 1224T, S345T und
E350K. Dies ist vergleichbar mit der Situation bei HIV, wo ebenfalls mehrere TAMs

zusammen eine ausgepragte Resistenz gegeniiber AZT verleihen, wéhrend die
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Einzelmutationen nur eine unterschiedlich starke Teilresistenz verursachen (de Jong
et al. 1996; Harrigan et al. 1998; Whitcomb et al. 2003). Allerdings scheint bei
SFVmac im Vergleich mit HIV das Vorhandensein aller bekannter
Resistenzmutationen fiir eine ausgeprigte AZT-Resistenz noch deutlich mehr nétig zu
sein als bei HIV, wo bestimmte Kombinationen von TAMs eine stirkere Teilresistenz

aufweisen als bei SFVmac (Larder et al. 1991b; Harrigan et al. 1998).

4.1.2 Auswirkung der vier einzelnen Aminosiureaustausche im Pol-
Protein von SFVmac,zr..s auf die virale Fitness in Abwesenheit

und in Anwesenheit von AZT

4.1.2.1 K211I

Um den Effekt des Aminosdureaustausches vom basischen Lysin im wildtypischen
Virus zum neutralen Isoleucin im unter steigenden AZT-Konzentrationen selektierten
SFVmacazrres an Position 211 des Pol-Proteins von SFVmac zu analysieren, werden
die Titer von Konstrukten mit dieser Mutation und den entsprechenden Konstrukten

ohne diese Mutation jeweils gegeniibergestellt (Tabelle 18).

Mutationen | Jeweiliges Effekt in Effekt in Effekt in Effekt in
im Konstrukt Abwesenheit | Anwesenheit | Anwesenheit | Anwesenheit
Hintergrund | ohne und mit von AZT von 0,5 uyM von 5 uM von 50 uM
K211l AZT AZT AZT
keine SK29 100 0,7 <0,1 <0,01
| | | | |
BK30 1,2 <0,1 <0,1 <0,01
1224T BK65 146,5 1,2 <0,1 <0,01
| | | | |
BK81 2,5 <0,1 <0,1 <0,01
S345T SK50 40,0 5,6 1,1 <0,1
| | | | |
BK38 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
E350K SK51 31,7 1,8 <0,1 <0,01
| | | | |
BK31 23.0 0,6 <0,1 <0,01
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1224T BK78 86,7 18,7 0,5 <0,1
S345T ! ! | ! !
BK80 7,3 4,0 1,0 0,3
1224T BK76 175,5 8,1 <0,1 <0,01
E350K | ! | ! !
BK77 33,6 3,8 0,9 <0,01
S345T SK39 20,6 10,8 3,0 1,0
E350K | ! | ! !
BK37 8,6 5,9 2,8 2,0
1224T BK79 138,2 86,9 16,4 1,4
S345T | ! | ! !
E350K BK64 113,0 79,3 68,8 31,4

Tabelle 18: Vergleich von SFVmac-Konstrukten mit und ohne der Pol-Mutation
K2111

Dargestellt wird die Auswirkung der Mutation K2111 im Pol-Protein von SFVmac,
indem Klone mit allen moglichen Kombinationen der drei anderen Pol-Mutationen
von SFVmacazrres (1224T, S345T und E350K) verglichen werden mit den jeweiligen
Klonen, die zusdtzlich K2111 tragen. Die Werte stellen Prozentwerte des
Ausgangstiters von SK29 in Abwesenheit von AZT dar, siehe hierfiir auch Tabelle 14,

der die Werte entnommen wurden.

Es zeigt sich, dass die Mutation K2111 in Abwesenheit von AZT immer zu einer
Erniedrigung des Titers fiihrt. K2111I zusammen nur mit S345T fiihrt dabei gar zu
einem Titer von <0,01, aber auch K2111 alleine oder zusammen nur mit 1224T weisen
sehr niedrige Titer auf. Etwas weniger stark ausgeprigt ist der negative Effekt von
K211I, wenn sowohl 1224T als auch S345T vorliegen. Deutlich schwicher ist die
negative Auswirkung von K211I aber besonders bei allen Konstrukten, die zusitzlich
die Mutation E350K aufweisen.

In Anwesenheit der niedrigen AZT-Konzentration von 0,5 puM ergibt sich ein
dhnliches Bild wie in Abwesenheit von AZT. K211I fiihrt immer zu einer
Erniedrigung des Titers, jedoch besonders beim Vorhandensein von 1224T und S345T
oder 1224T und E350K etwas weniger stark ausgeprigt als in Abwesenheit von AZT.
Bei der mittleren AZT-Konzentration von 5 uM zeigen sich erstmals Vorteile der

K211I-Mutation: Die Konstrukte mit den Kombinationen 1224T und S345T, 1224T
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und E350K, sowie besonders 1224T, S345T und E350K erfahren bei 5 uM AZT eine
Titererhohung durch das Vorhandensein von K2111. Die meisten anderen Konstrukte
weisen sowohl mit als auch ohne K2111 einen sehr niedrigen Titer auf.

In Anwesenheit der hochsten untersuchten AZT-Konzentration von 50 uM zeigt sich
ein Vorteil von K2111I bei den Konstrukten, die 1224T und S345T, S345T und E350K,
oder wiederum besonders 1224T, S345T und E350K aufweisen. Wird K2111I dabei in
letztgenannte Dreifachmutante eingefiigt, fiihrt dies bei 50 uM AZT beispielsweise zu
einer liber 20fachen Erhohung des Titers.

Zusammenfassend fiihrt K2111 also zu negativen Auswirkungen in Abwesenheit von
AZT oder bei niedrigen AZT-Konzentrationen, jedoch zu einer Titererhohung in
Anwesenheit hoher AZT-Konzentrationen, wenn zusétzlich zwei andere, am besten

alle drei anderen Aminosdureaustausche vorliegen.

4.1.2.2 1224T

An Position 224 des Pol-Proteins von SFVmac war unter steigenden AZT-
Konzentrationen ein polares Threonin gegeniiber dem aliphatischen Isoleucin in der
Ausgangssequenz selektiert worden. Um die Auswirkung dieser Mutation zu
analysieren, konnen analog zum Vorgehen bei K2111 die Konstrukte ohne 1224T mit
den jeweiligen Konstrukten verglichen werden, die zusidtzlich 1224T aufweisen

(Tabelle 19)

Mutationen | Jeweiliges Effekt in Effekt in Effekt in Effekt in
im Konstrukt Abwesenheit | Anwesenheit | Anwesenheit | Anwesenheit
Hintergrund | ohne und mit von AZT von 0,5 uyM von 5 uM von 50 uM
1224T AZT AZT AZT
keine SK29 100 0,7 <0,1 <0,01
| | | | |
BK65 146,5 1,2 <0,1 <0,01
K211l BK30 1,2 <0,1 <0,1 <0,01
| | | | |
BK81 2,5 <0,1 <0,1 <0,01
S345T SK50 40,0 5,6 1,1 <0,1
| | | | |
BK78 86,7 18,7 0,5 <0,1
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E350K SK51 31,7 1,8 <0,1 <0,01
| | | | |
BK76 175,5 8,1 <0,1 <0,01
K211I BK38 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
S345T | ! | ! !
BK80 7,3 4,0 1,0 0,3
K211I BK31 23,0 0,6 <0,1 <0,01
E350K | ! | ! !
BK77 33,6 3,8 0,9 <0,01
S345T SK39 20,6 10,8 3,0 1,0
E350K | ! | ! !
BK79 138,2 86,9 16,4 14
K211I BK37 8,6 5,9 2,8 2,0
S345T | ! | ! !
E350K BK64 113,0 79,3 68,8 31,3

Tabelle 19: Vergleich von SFVmac-Konstrukten mit und ohne der Pol-Mutation
1224T

Dargestellt ist die Auswirkung der Mutation 1224T im Pol-Protein von SFVmac,
indem Klone mit allen moglichen Kombinationen der drei anderen Pol-Mutationen
von SFVmacazrres (K2211, S345T und E350K) verglichen werden mit den jeweiligen
Klonen, die zusdtzlich 1224T tragen. Die Werte stellen Prozentwerte des
Ausgangstiters von SK29 in Abwesenheit von AZT dar (siehe auch Tabelle 14, aus der

die Werte stammen).

Der Gegeniiberstellung ist zu entnehmen, dass 1224T fast immer zu einer Erhohung
des Titers fiihrt, und zwar sowohl in Abwesenheit als auch in Anwesenheit von AZT.
Ausnahmen stellen einige Fille in Anwesenheit vor allem hdherer AZT-
Konzentrationen dar, bei denen sowohl die jeweiligen Klone mit 1224T als auch
diejenigen ohne 1224T einen sehr niedrigen oder nicht nachweisbaren Titer haben.
Wiéhrend das Konstrukt mit K2111 und S345T weder in Anwesenheit noch in
Abwesenheit von AZT einen Titer aufweist, fithrt das zusétzliche Vorhandensein von
[224T zu einem zwar eher geringen, aber eindeutig nachweisbaren Titer. Abgesehen
davon ist der positive Effekt von 1224T am stirksten bei den Konstrukten mit
folgenden Kombinationen von Mutationen: nur E350K; S345T und E350K; K2111,
S345T und E350K.
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Die relative Titererhdung beim Vorhandensein von 1224T ist dabei, mit einigen
Schwankungen, in den jeweiligen Konstrukten oft etwa gleichméBig bei allen
untersuchten AZT-Konzentrationen von 0 uM, 0,5 uM, 5 uM und 50 pM. So fiihrt
beispielsweise 1224T, wenn man es in die Dreifachmutante mit K2111, S345T und
E350K einfiihrt, in Abwesenheit von AZT zu einer 13fachen Erhohung des Titers, in
Anwesenheit von 0,5 uM, 5 uM oder 50 uM AZT zu einer 13-fachen, 22-fachen bzw.
15-fachen Erhdhung.

Bemerkenswert ist, dass die Mutation 1224T in Abwesenheit von AZT zu einer knapp
1,5-fachen Titererh6hung fiihrt, wenn sie in das wildtypische SK29 eingefiihrt wird.
Eine Selektion vollig ohne AZT von Isoleucin zu Threonin an Position 224 erscheint
also durchaus moglich, so dass 1224T keine wirkliche AZT-Resistenz-Mutation wére.
Dabei muss allerdings auch bedacht werden, dass sich Foamyviren in vivo durch eine
niedrige Replikationsrate auszeichnen, und eine bessere Virusreplikation nicht immer
nur zum Vorteil des Virus ist, da dadurch wichtige Gleichgewichte zwischen Virus
und Wirt gestort werden konnen. Interessant ist auch, dass sich in den veroffentlichten
Sequenzierungen von SFVmac teilweise ein Isoleucin (GenBank accession number
X58484), teilweise ein Threonin (X54482) findet, wobei pSFV-1 aus der
Arbeitsgruppe stammt, die ein Isoleucin verdffentlichte (Mergia et Luciw 1991;
Mergia et Wu 1998). Dies ldsst unterschiedliche Interpretationen zu: 1.) An Position
224 konnte ein Art Polymorphismus vorliegen, unabhéingig davon, ob sich das Virus
im natlirlichen Wirt oder in Zellkultur vermehrt, der eher geringe Titerunterschied
zwischen SK29ksg und BK65krsg wiére also diesbeziiglich irrelevant. 2.) Das
Isoleucin konnte normalerweise in vivo vorliegen, wihrend Threonin eventuell bei
langerem Halten in Zellkultur selektiert wird. Zufdllig war diese Selektion bei der
einen Sequenzierung bereits geschehen, bei der anderen nicht. 3.) Die normale
Aminosdure an Position 224 ist eher ein Threonin. Bei dem SFVmac-Isolat, das als
Grundlage fiir pSFV-1 diente, liegt eine zufillige Mutation zu Isoleucin an Position
224 vor. Hierfiir wiirde auch sprechen, dass bei verwandten Foamyviren wie
SFVagm, SFVcpz und PFV an entsprechender Stelle ein Threonin vorliegt (siche
3.1.1.5).

Auf jeden Fall ist jedoch die positive Auswirkung von 1224T auf den SFVmac-Titer
etwa zehnmal stirker ausgeprigt, wenn zusétzlich die Mutationen K2111, S345T und

E350K, bzw. bestimmte Teilkombinationen, vorliegen. Das heift, unabhéngig davon,
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warum in der Ausgangssequenz ein Isoleucin vorlag, obwohl es auch eine
verOffentlichte SFVmac-Sequenz mit Threonin an dieser Position gibt, ist die
Mutation 1224T sehr vorteilhaft fiir das Virus, wenn AZT-Resistenz-Mutationen
vorliegen, und zwar sowohl in Abwesenheit als auch in Anwesenheit von AZT. Daher
und aufgrund der Tatsache, dass [224T in Anwesenheit von AZT tatsdchlich selektiert
wurde, soll 1224T weiterhin als AZT-Resistenz-Mutation gelten.

In aktuellen Untersuchungen, in denen verschiedene biochemische Eigenschaften der
Reversen Transkriptase von SK29kisg, BK37yte und BK64y1rE verglichen wurden,
zeigte sich, dass BK37 tatsichlich in Bezug auf die eigentliche AZT-Resistenz
dhnliche Eigenschaften wie BK64 aufweist, also eine gute Fihigkeit zur Exzision von
AZTMP mit Hilfe von ATP, aber einen im Vergleich zum wildtypischen SK29
erhohten Ky-Wert, einen erniedrigten vma.x-Wert und erniedrigte Polymeraseaktivitit,
wihrend das zusitzliche Vorhandensein von 1224T in BK64 den vim.,-Wert und die
Polymerase-Aktivitidt wieder auf annédhernd wildtypische Werte anhebt (Maximilian
Hartl und Birgitta Wohrl, pers. Mitteilung). Es bestétigt sich also, dass 1224T vor
allem dazu dient, negative Auswirkungen der AZT-Resistenz-Mutationen K2111I,

S345T und E350K auf Eigenschaften der RT aufzuheben.

4.1.2.3 S345T

An Position 345 in Pol fand sich bei SFVmacaztes €in Threonin anstelle des Serin in
der Ausgangssequenz. Beide Aminosduren sind neutral und dabei polar, so dass es
sich um eine eher konservative Mutation handelt. Dennoch fiihrt diese Mutation zu
deutlichen Auswirkungen auf den Titer von SFVmac in Abwesenheit oder

Anweseneit von AZT (Tabelle 20).
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Mutationen | Jeweiliges Effekt in Effekt in Effekt in Effekt in
im Konstrukt Abwesenheit | Anwesenheit | Anwesenheit | Anwesenheit
Hintergrund | ohne und mit von AZT von 0,5 uyM von 5 uM von 50 uM
S345T AZT AZT AZT
keine SK29 100 0,7 <0,1 <0,01
| | | | |
SK50 40,0 5,6 11 <0,1
K211I BK30 1,2 <0,1 <0,1 <0,01
| | | | |
BK38 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
1224T BK65 146,5 1,2 <0,1 <0,01
| | | | |
BK78 86,7 18,7 0,5 <0,1
E350K SK51 31,7 1,8 <0,1 <0,01
| | | | |
SK39 20,6 10,8 3,0 1,0
K211I BK81 2,5 <0,1 <0,1 <0,01
1224T | | | | |
BK80 7,3 4,0 1,0 0,3
K211I BK31 23,0 0,6 <0,1 <0,01
E350K | | | | |
BK37 8,6 5,9 2,8 2,0
1224T BK76 175,5 8,1 <0,1 <0,01
E350K | | | | |
BK79 138,2 86,9 16,4 1,4
K211I BK77 33,6 3,8 0,9 <0,01
1224T | | | | |
E350K BK64 113,0 79,3 68,8 31,4

Tabelle 20: Vergleich von SFVmac-Konstrukten mit und ohne der Pol-Mutation
8§345T

Dargestellt ist die Auswirkung der Mutation S345T im Pol-Protein von SFVmac,
indem Klone mit allen moglichen Kombinationen der drei anderen Pol-Mutationen
von SFVmacazrres (K2211, 1224T und E350K) verglichen werden mit den jeweiligen
Klonen, die zusdtzlich S345T tragen. Die Werte stellen Prozentwerte des
Ausgangstiters von SK29 in Abwesenheit von AZT dar (siehe auch Tabelle 14, aus der

die Werte stammen).
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Wie bereits bei K2111 erwéhnt, fithrt die Kombination von S345T mit dieser Mutation
zu einem ausgeprigten Replikationsdefekt. Abgesehen davon ist der Effekt von
S345T in Abwesenheit von AZT unterschiedlich. Haufig kommt es zu einer eher
moderaten Titererniedrigung auf etwa die Halfte, teilweise (beim Vorhandensein von
K211T und 1224T bzw. K2111, 1224T und E350K) jedoch auch zu einer Titererhohung
auf etwa das Dreifache.

In Anwesenheit von 0,5 pM AZT fiihrt S345T, abgesehen von der erwéhnten
Ausnahme zusammen nur mit K211I, immer zu einer ausgeprdgten Titererhhung,
meistens auf mehr als das Zehnfache.

In Anwesenheit von 5 uM oder 50 uM AZT fiihrt S345T bei vielen Kombinationen
zu einer Erhohung des Titers von sehr niedrigen oder nicht nachweisbaren
Ausgangswerten auf deutlich hohere Werte, besonders wenn im jeweiligen Konstrukt
E350K vorliegt, und dann umso mehr, je mehr weitere Mutationen vorliegen.
Besonders eindrucksvoll ist also der Effekt von S345T zu sehen, wenn man bei 5 oder
50 uM AZT die Dreifachmutante BK77 (K2111, 1224T und E350K) vergleicht mit der
Vierfachmutante, die zusétzlich S345T aufweist: Werten von 0,9% oder <0,01% ohne
S345T stehen dann Werte von 68,8% oder 31,4% mit S345T gegeniiber.

Obwohl also alle vier Mutationen fiir die AZT-Resistenz von SFVmacazrres
notwendig sind, nimmt die Aminosduresubstitution S345T dennoch eine
herausragende Stellung ein. So ist auch der Titer der Einfachmutante SK50grg in
Anwesenheit von 0,5 uM, 5 uM oder 50 puM jeweils hoher als der Titer der
Dreifachmutante BK77;rsk und aller Einzel- und Doppelmutanten ohne S345T, mit
der Ausnahme von BK76krsk bei 0,5 uM. Auch weisen z. B. alle fiinf Konstrukte, die
in Anwesenheit von 50 uM AZT noch einen Titer von iiber 0,1% des Ausgangstiters
von SK29 ohne AZT haben, die Mutation S345T auf. Es erscheint also insgesamt
durchaus berechtigt, S345T als die Schliisselmutation der AZT-Resistenz von

SFVmac zu bezeichnen.

4.1.2.4 E350K

Finf Aminoséduren stromabwirts der S345T-Mutation findet sich in SFVmacaztres €in

basisches Lysin anstelle des sauren Glutamat im wildtypischen SFVmac, also eine
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sehr unterschiedliche Aminosdure. Auch hier konnen die Konstrukte wieder aufgeteilt

werden in solche mit E350K und solche ohne E350K (Tabelle 21).

Mutationen Jeweiliges Effekt in Effekt in Effekt in Effekt in
im Konstrukt Abwesenheit | Anwesenheit | Anwesenheit | Anwesenheit
Hintergrund | ohne und mit von AZT von 0,5 uyM von 5 uM von 50 uM
E350K AZT AZT AZT
keine SK29 100 0,7 <0,1 <0,01
| | | | |
SK51 31,7 1,8 <0,1 <0,01
K211I BK30 1,2 <0,1 <0,1 <0,01
| | | | |
BK31 23,0 0,6 <0,1 <0,01
1224T BK65 146,5 1,2 <0,1 <0,01
| | | | |
BK76 175,5 8,1 <0,1 <0,01
S345T SK50 40,0 5,6 11 <0,1
| | | | |
SK39 20,6 10,8 3,0 1,0
K211I BK81 2,5 <0,1 <0,1 <0,01
1224T | | | | |
BK77 33,6 3,8 0,9 <0,01
K211I BK38 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
S345T | | | | |
BK37 8,6 5,9 2,8 2,0
1224T BK78 86,7 18,7 0,5 <0,1
S345T | | | | |
BK79 138,2 86,9 16,4 1,4
K211I BK80 7,3 4,0 1,0 0,3
1224T | | | | |
S345T BK64 113,0 79,3 68,8 31,3

Tabelle 21: Vergleich von SFVmac-Konstrukten mit und ohne der Pol-Mutation

E350K

Dargestellt ist die Auswirkung der Mutation E350K im Pol-Protein von SFVmac,

indem Klone mit allen moglichen Kombinationen der drei anderen Pol-Mutationen

von SEVmacazres (K2211, 1224T und S345T) verglichen werden mit den jeweiligen

Klonen,

die zusdtzlich E350K tragen.
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Ausgangstiters von SK29 in Abwesenheit von AZT dar (siehe auch Tabelle 14, aus der

die Werte stammen).

E350K fiihrt in Abwesenheit von AZT zu einer mehr als zehnfachen Titererhdhung,
wenn zusitzlich K2111 vorliegt, zu einer leichten Titererhdhung, wenn zusitzlich
1224T vorliegt, und zu einer leichten Titererniedrigung, wenn keine dieser beiden
Mutationen vorliegt.

Bei 0,5 uM AZT fiihrt E350K immer zu einer Titererhohung, die bei relativer
Betrachtung stirker ausfillt als die jeweilige Titererhohung ohne AZT. Noch stirker
ist diese relative Titererhohung in Anwesenheit von 5 oder 50 pM, abgesehen von den
Konstrukten, die sowohl ohne als auch mit E350K einen sehr geringen Titer
ausweisen.

SKS51gisg weist unter den Einzelmutanten die zweitstirkste AZT-Resistenz auf,
allerdings mit deutlichem Abstand nach SK50gre. E350K findet sich zusammen mit
S345T in SK39, dem Konstrukt mit der hochsten AZT-Resistenz unter den
Doppelmutanten. Die Kombination von S345T und E350K findet sich auch in den
Dreifachmutanten BK37 und BK79, die im Vergleich mit den beiden anderen
Dreifachmutanten, in denen jeweils eine dieser Mutationen fehlt, die hohere AZT-
Resistenz aufweisen.

Insgesamt kann also E350K als die Mutation mit der nach S345T zweitstarksten

Auswirkung auf die Resistenz gegeniiber AZT aufgefasst werden.

4.1.3 Mogliche Reihenfolge des Auftretens der Mutationen in
SFVmacazrres

Bei HIV treten die AZT-Resistenz verursachenden Mutationen meistens nacheinander
auf, wobei bestimmte Abfolgen bevorzugt werden (Boucher et al. 1992; Kellam et al.
1994; Cleland et al. 1996). Aus dem Wissen um den Titer der SFVmac-Konstrukte
mit unterschiedlichen Kombinationen von AZT-Resistenz-Mutationen ldsst sich nun
auch fiir SFVmac auf das Auftreten der Mutationen in bestimmter Reihenfolge
schlieBen. Direkte experimentelle Befunde, also etwa die Sequenzierung wihrend der
Entwicklung der AZT-Resistenz und der Nachweis einer Teilkombination an

Mutationen, liegen dabei allerdings nicht vor. Jedoch ldsst zum Beispiel der Befund,

- 128 -



Diskussion

dass das Konstrukt BK38yre durchgingig einen Titer von <0,01 aufweist, die
Schlussfolgerung zu, dass diese Zwischenstufe mit der Kombination von K2111I und
S345T in der Entwicklung der AZT-Resistenz nicht durchlaufen wird. Ahnliches gilt
bei HIV beispielsweise flir die Kombination der TAMs M41L und K70R: Zusammen
mit weiteren TAMs konnen beide Mutationen gemeinsam vorkommen, in
Abwesenheit weiterer TAMs fiihrt die Kombination von M41L und K70R jedoch zu
einem Replikationsdefekt und das Vorhandensein nur dieser beiden Mutationen wird
daher in der Entwicklung der AZT-Resistenz nicht beobachtet (Jeeninga et al. 2001).
Auch Zwischenstufen, die einen noch nachweisbaren, aber bei allen AZT-
Konzentrationen einen deutlich niedrigeren Titer als das Ausgangsprodukt aufweisen,
werden vermutlich nicht vorgefunden, da das Virus keinen Selektionsvorteil hieraus
ziehen wiirde. Damit scheidet K2111 beispielsweise als erste Mutation aus. Auch als
zweite Mutation zu einer der drei anderen Mutationen dazu fiihrt K2111 stets zu
negativen Auswirkungen. Erst als dritte und vor allem als vierte Mutation fithrt K2111
in Anwesenheit von 5 oder 50 uM AZT zu einer Titererhohung. K211I ist also eine
spite Mutation, die erst bei hoheren AZT-Konzentrationen selektiert wird, und auch
dann nur, wenn bereits mindestens zwei andere Mutationen vorliegen.

Uber den Zeitpunkt des Auftretens der anderen drei Mutationen konnen keine derart
wahrscheinlichen Aussagen wie iiber K2111 gemacht werden, da der Erwerb einer
dieser Mutationen bei bestimmten AZT-Konzentrationen jeweils zu einer
Titererh6hung fiihrt. Diese Titererh6hungen sind jedoch unterschiedlich ausgeprigt,
so dass zumindest mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit bestimmte Abfolgen in der

Entwicklung von SFVmacazes aufgetreten sind (4bbildung 23).

- 129 -



Diskussion

SK29

(wildtypische SFVmac-Sequenz)

\\

K211l 1224T S345T E350K 1. Mutation

/ \\
BK30 BK65 SK50 SK51

o ~
\ & 1224T
= 2. Mutation

E350K  1224T  ypqy; \
$345T

E35°K // K211

BK81 BK78| [BK76 BK38 SK39 BK31

\\\ /// W \
// S K211l 12241 —

;/21 1l \\\777T % K21 { 3. Mutation

K211l

BK80 BK79 BK77 BK37
\\\\ AN 777 ////
* E350K K211l SA4ST I224T 4. Mutation
BK64

(alle vier Pol-Aminosauresubstitutionen aus SFVmac, ;...)

Abbildung 23: Wahrscheinliche Reihenfolge des Mutationserwerbs in

SFVmacAZTm

Dargestellt sind mogliche Reihenfolgen des Erwerbs von AZT-Resistenz-Mutationen
in SFVmac, vom wildtypischen SK29 oben ausgehend nach unten hin zu BK64 mit
allen vier fiir die AZT-Resistenz von SFVmaczrres verantwortlichen pol-Mutationen.
Graue Striche zeigen eine Titererhohung in Abwesenheit von AZT an, griine, blaue
und violette Verbindungen dementsprechend Titererhohungen bei 0,5 uM, 5 uM bzw.
50 uM AZT. Die diinnen Striche entsprechen einer Titererhohung auf maximal das
Doppelte, die etwas dickeren auf maximal das Fiinffache, wieder dickere auf maximal
das Zehnfache und die dicksten Striche zeigen eine Erhohung des Titers auf mehr als
das Zehnfache an. Die wahrscheinlichste Reihenfolge von Konstrukten ist orange

hervorgehoben, nicht unwahrscheinliche Alternativen sind gelb gezeigt.

Unter diesem Gesichtspunkt handelt es sich bei S345T um eine frithe Mutation. Am
wahrscheinlichsten scheint dabei der Erwerb von S345T gleich als erste Mutation,
wenn auch ein Auftreten nach E350K und besonders 1224T mdoglich ist. 1224T und

E350K wiren demnach die mittleren Mutationen, wobei es bei E350K am
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wahrscheinlichsten ist, dass sie nach S345T und vor K2111I auftritt, wahrend 1224T
von allen Mutationen am ehesten zu jedem beliebigen Zeitpunkt auftreten kann. Auch
kommt es vermutlich zur Bevorzugung leicht unterschiedlicher Abfolgen der
Mutationen, je nachdem ob die AZT-Konzentration langsam oder schnell ansteigt
bzw. eher niedrig oder besonders hoch ist. [224T erscheint demnach eher frither bei
niedrigen oder langsam steigenden AZT-Konzentrationen (sieche die grauen und
griilnen Verbindungen in Abbildung 23, sowie zum Beispiel den Weg iiber BK65 und
BK78 zu BK79), wihrend bei schnell steigenden oder von Beginn an hohen AZT-
Konzentrationen mit einem fritheren Auftreten von E350K und K2111 zu rechnen ist
(siehe die blauen und violetten Verbindungen und beispielsweise den Weg liber SK50
oder SK51 zu SK39, gefolgt von BK37 und schlielich BK64).
Insgesamt findet sich also nach diesen Uberlegungen folgende Reihenfolge am
haufigsten:

1.) SK50 mit S345T,

2.) SK39 zusitzlich mit E350K,

3.) BK79 zusitzlich mit 1224T und

4.) BK64 zusitzlich mit K211 als letzter Mutation.
Die hiufigste Variation wére der Tausch von E350K und 1224T als zweiter und dritter
Mutation, so dass die Entwicklung von SK29 und SK50 nicht iiber SK39, sondern
tiber BK78 zu BK79 und schlie8lich BK64 ginge.
AuBler Acht gelassen wurde bei der Betrachtung der Abfolge von AZT-Resistenz-
Mutationen bisher, dass vermutlich bei SFVmac bestimmte Transitionen und
Transversionen bevorzugt auftreten, dhnlich wie dies kiirzlich fiir PFV gezeigt wurde
(Boyer et al. 2007). Fiir SFVmac liegen diesbeziiglich keine Ergebnisse vor, da
jedoch selbst von den zu unterschiedlichen Subfamilien gehorenden PFV und HIV-1
relativ  dhnliche Mutationen bevorzugt werden, kann mit einer gewissen
Wabhrscheinlichkeit davon ausgegangen werden, dass sich SFVmac édhnlich verhélt
wie das zum selben Genus gehdrende PFV. Demnach wiirde es sich bei der zu E350K
fiihrenden Transition G—A um die hiufigste Mutation {iberhaupt handeln (25 von 70
berichteten Mutationen bei Boyer et al.). Die zu S345T fiihrende Transversion T—A
war ebenfalls relativ hdufig (6 von 70), wihrend die zu 1224T fiihrende Transition
A—T (1 von 70) und die zu K211I fiihrende Transversion A—T (0 von 70) eher

selten bzw. gar nicht auftraten. Da also bestimmte Mutationen haufiger sind, ist davon
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auszugehen, dass diese auch frither als andere selektiert werden konnen, da eine viel
groBBere Anzahl von viralen Zyklen benétigt wird, bis zufillig auch einmal eine der
seltenen Mutationen auftritt. Unter diesem Gesichtspunkt wire also folgende
Entwicklung logisch:

1.) SK51 mit E350K,

2.) SK39 zusitzlich mit S345T,

3.) BK79 zusitzlich mit 1224T und

4.) BK64 zusitzlich mit K2111 als letzter Mutation.
Vergleicht man dies mit der oben erwdhnten wahrscheinlichsten Reihenfolge nach
AZT-Resistenz-Gesichtspunkten, ist festzustellen, dass dabei lediglich die ersten
beiden Mutationen vertauscht sind, also SK51kisk anstelle von SK50kre als erste
Zwischenstufe zu finden ist, wihrend die iibrige Entwicklung iiber SK39rx und
BK79%rrk zu BK64yr1Kk sich nicht unterscheidet. Sollte also die Wahrscheinlichkeit
der einzelnen Transitionen und Transversionen bei SFVmac denen bei PFV ungeféhr
entsprechen, spriche dies im GroBlen und Ganzen nicht gegen die vermutete
wahrscheinlichste Reihenfolge aufgrund der Uberlegungen zur AZT-Resistenz der
einzelnen Konstrukte mit unterschiedlichen Kombinationen von AZT-Resistenz-
Mutationen. Vielmehr ergibt sich zum Beispiel aus beiden, vollig voneinander
unabhiingigen Uberlegungen, dass es sich bei K2111 mit sehr grofer

Wabhrscheinlichkeit um eine spite Mutation handelt.

4.2 Keine AZT-Resistenz bei PFV

Im Gegensatz zu SFVmac waren die Versuche, ein AZT-resistentes PFV zu
gewinnen, nicht erfolgreich. Bereits der Ansatz, in Zellkultur unter steigenden AZT-
Konzentrationen ein resistentes Isolat zu selektieren, hatte aus unbekannten Griinden
zwar bei SFVmac, nicht aber bei PFV und SFVcpz zum Erfolg gefiihrt.

In dieser Arbeit wurde nun versucht, durch das Einfligen von Mutationen in den
infektiosen PFV-Klon pczHSRV2 ein resistentes Konstrukt zu erhalten. Die
Mutationen entsprachen dabei denjenigen, die bei SFVmacazrres festgestellt worden
waren oder in anderen Ansétzen solchen, die den TAMs bei HIV entsprechen sollen

(Yvon-Groussin et al. 2001).
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Das PFV-Konstrukt BK54, das an den vier Positionen der AZT-Resistenzmutationen
von SFVmac dieselben Aminosduren aufweist wie SFVmacazrres, zeigte jedoch einen
Replikationsdefekt in Abwesenheit von AZT und auch in Anwesenheit von 0,5 uM, 5
uM oder 50 uM keinen Vorteil gegeniiber dem wildtypischen HSRV2 (siche 3.2.2).
Dabei liegt an Position 224 bereits im wildtypischen PFV das in SFVmacazrres
vorgefundene Threonin vor, wihrend die anderen drei Positionen durch zielgerichtete
Mutagenese entsprechend geéndert wurden.

Konstrukte mit Einzelmutationen und verschiedenen Kombinationen der Mutationen
wurden ebenfalls kloniert. Die AZT-Resistenz-Tests mit diesen Konstrukten wurden
zwar nur ein- bis zweimal durchgefiihrt, so dass eine statistisch zuverldssige Aussage
iber die jeweiligen Titer letztlich nicht moglich ist, jedoch wurden die Ergebnisse als
ausreichend angesehen, um eine entscheidende AZT-Resistenz dieser Konstrukte
ausschlieBen zu konnen, zumindest in GrdéBenordnungen, wie sie bei SFVmac
gefunden wurde.

Die Unterschiede zwischen SFVmac und PFV beziiglich der AZT-Resistenz sind
dabei durchaus iiberraschend, da die Reverse Transkriptase dieser beiden Viren zu
etwa 80% identische Aminoséuren, bzw. sogar zu knapp 90% &hnliche Aminosduren
aufweisen (Mergia et Luciw 1991), und damit ndher miteinander verwandt sind als
etwa HIV-1 und HIV-2, die zwar auch Unterschiede in der Entwicklung einer AZT-
Resistenz zeigen, jedoch nicht so ausgeprigt, wie dies bei SFVmac und PFV der Fall

zu sein scheint (Boyer et al. 2006).

Es gab Uberlegungen, nach denen die Sensitivitit von Foamyviren gegeniiber AZT
und die Resistenz gegeniiber einigen anderen NRTIs auf Aminosdureresten beruht,
die den Orten der jeweiligen Resistenzmutationen in HIV entsprechen (Yvon-
Groussin et al. 2001). An den entsprechenden Stellen von AZT-Resistenz-Mutationen
weist PFV dabei hiufig die in HIV wildtypische Aminosdure auf, wahrend an den
entsprechenden Stellen von Resistenz-Mutationen gegeniiber 3TC und anderen NRTIs
hiufig die Aminosédure vorliegt, die in resistenten HIV-Isolaten vorgefunden wird.

Es wurde jedoch bereits gezeigt, dass beispielsweise die Resistenz zumindest von
PFV gegeniiber 3TC nicht daran liegt, dass im YXDD-Motiv des aktiven Zentrums

ein Valin vorliegt, wie bei resistenten HIV-Isolaten, da die Mutation zu einem
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Methionin, wie es im wildtypischen HIV gefunden wird, das Virus nicht sensitiv
gegeniiber 3TC machte (Rinke et al. 2002).

In dieser Arbeit wurden nun einige der Aminosduren, die von Yvon-Groussin et al.
fiir die Sensitivitit von PFV gegeniiber AZT verantwortlich gemacht wurden,
entsprechend den Resistenz-Mutationen von HIV gedndert. Es zeigte sich jedoch, dass
zumindest die Mutationen V343F oder K219E bzw. die Kombination von V343Y und
K219Q dem prototypischen Foamyvirus nicht zu einer Resistenz gegeniiber AZT
verhalf, sondern vielmehr sowohl in Abwesenheit als auch in Anwesenheit von AZT
zu einer mehr oder weniger stark ausgeprédgten Titererniedrigung im Vergleich mit
dem wildtypischen Virus fiihrten. Auch hatten sich ja bei SFVmac, das an diesen
Positionen die gleichen Aminosduren wie PFV aufweist, bei der Selektion in
Anwesenheit von AZT vollig andere Mutationen ergeben, die nicht den TAMs von
HIV entsprechen. Es scheint also, dass die Aminosduren, die aufgrund von
Sequenzvergleichen und Computersimulationen fiir die Sensitivitdt von Foamyviren
gegeniibber AZT verantwortlich gemacht wurden, in Wirklichkeit nicht in dem

geforderten Ausmal} zu den Gegebenheiten beitragen.

4.3 AZT-Resistenz und Reverse Transkriptase bei
Foamyviren und HIV

4.3.1 Pyrophorphorylyse in Anwesenheit von ATP bei HIV-1, HIV-1
mit TAMs, HIV-2, PFV, SFVmac und SFVmac,ztres

Wiéhrend bei HIV eine Unmenge an Daten zu den Hintergriinden der AZT-Resistenz
existieren, wurden zur AZT-Resistenz bei Foamyviren bisher keine direkten
experimentellen Arbeiten verdffentlicht. In zwei Verdffentlichungen wurden
allerdings Uberlegungen in Bezug auf eine mogliche AZT-Resistenz von Foamyviren
angestellt. Bereits angesprochen wurden die Hypothesen der einen Arbeit, dass bei
Foamyviren die gleichen Aminosiduren wie bei HIV fiir Sensitivitit oder Resistenz
gegeniiber den einzelnen NRTIs verantwortlich sein sollen (Yvon-Groussin et al.
2001), und dass sich Teilaspekte dieser Hypothese bisher weder hier noch an anderer
Stelle bestitigen lieBen (Rinke et al. 2002). In der anderen Arbeit wurde die Reverse

Transkriptase von PFV mit der von HIV-1 verglichen, und zwar unter anderem in
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Bezug auf die Prozessivitét, sowie die Fahigkeit zur Pyrophosphorylyse entweder mit
PP; oder ATP als Pyrophosphatdonor (Boyer et al. 2004). Dabei ergab sich eine
deutlich hohere Prozessivitit der foamyviralen RT und eine entsprechend hohere
Féhigkeit zur Pyrophosphorylyse mit PP; als Donor, wobei die Pyrophosphorylyse mit
PP; als Donor genau der umgekehrten Reaktion des Einbaus eines Nukleotids in den
wachsenden DNA-Strang entspricht. Dagegen zeigte sich, dass PFV eine sogar leicht
schlechtere Fahigkeit als HIV-1 aufwies, mit ATP als Pyrophosphatdonor eingebautes
AZT wieder zu entfernen. Besonders im Verhéltnis zur hoheren Prozessivitit ergibt
sich also bei PFV eine relativ gesehen sehr viel schlechtere Fahigkeit als bei HIV-1,
Pyrophosphorylyse mit ATP als Pyrophosphatdonor zu betreiben. Dies wurde letztlich
so interpretiert, dass die Entwicklung einer AZT-Resistenz bei PFV mit dem
Mechanismus einer vermehrten Pyrophosphorylyse mit ATP als Donor
unwahrscheinlich ist, da wildtypisches PFV hierfiir deutlich schlechtere
Ausgangsbedingungen aufweist als HIV-1. Ahnliches gilt fiir Unterschiede in der
AZT-Resistenz von HIV-1 und HIV-2 (Boyer et al. 2006). Wildtypisches HIV-1
bindet besser als HIV-2 ATP und weist demnach bereits ohne Mutationen bessere
Féhigkeiten als HIV-2 zur Pyrophosphorylyse mit ATP als Donor auf. Bei der
Entwicklung einer AZT-Resistenz bevorzugt HIV-1 im Gegensatz zu HIV-2 nun
deutlich den Erwerb von TAMs, der besonders im Fall von T215Y/F eine bessere
Bindung von ATP ermoglicht, was zu einer vermehrten Pyrophosphorylyse und damit
zur AZT-Resistenz fithrt (Meyer et al. 1999; Boyer et al. 2001; Naeger et al. 2002).
Dagegen findet sich bei wildtypischem HIV-2 ein verminderter Einbau von AZT im
Vergleich zu HIV-1, der auch fiir die generell niedrigere Empfindlichkeit von HIV-2
gegeniiber AZT verantwortlich ist (Reid et al. 2005). Aufgrund dieser anderen
Ausgangsbedingungen findet sich nun bei HIV-2 in Anwesenheit von AZT haufiger
die Mutation QI51M, die dem retroviralen Enzym das Erkennen des falschen
Nukleotids AZT erleichtert, also zur sterischen Inhibition fiihrt (Deval et al. 2002).

Aufgrund der im Vergleich zu HIV-1 verminderten Fihigkeit von PFV, ATP als
Pyrophosphatdonor in der Pyrophosphorylyse zu nutzen, folgerten die Autoren also,
dass die Entwicklung einer AZT-Resistenz bei PFV schwierigere Voraussetzungen
hat als bei HIV und dass weder hier noch an anderer Stelle ein AZT-resistentes PFV
beschrieben werden konnte, wiirde durchaus zu diesen Uberlegungen passen (Boyer

et al. 2004).
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Wihrend zwar meistens davon ausgegangen wird, dass die bei PFV gewonnenen
Erkenntnisse sich im Gro3en und Ganzen auf andere simiane Foamyviren iibertragen
lassen, und dies auch bei verschiedenen Gegebenheiten gerade fiir das nach PFV wohl
am zweitbesten untersuchte simiane Foamyvirus SFVmac gezeigt wurde, gibt es
bisher letztlich keine veroffentlichten Untersuchungen fiir SFVmac beziiglich der
Prozessivitit der Reversen Transkriptase oder der Moglichkeit, Pyrophosphorylyse
mit ATP als Donor zu betreiben (Tabelle 22). Gerade aufgrund der Unterschiede von
SFVmac und PFV beziiglich der AZT-Resistenz erscheint es aber fraglich, ob die bei
PFV gewonnenen Erkenntnisse auch in diesem Fall ohne weiteres auf SFVmac
iibertragen werden konnen. Wiirde sich aber tatsdchlich bei SFVmac eine dhnlich
hohe Prozessivitit wie bei PFV und eine &hnlich geringe Moglichkeit zur
Pyrophosphorylyse mit ATP als Donor finden, wére nach Boyer et al. moglicherweise
also eigentlich der Mechanismus der sterischen Inhibition als Ursache der AZT-
Resistenz oder gar ein bisher nicht bekannter Mechanismus wahrscheinlicher als die
ATP-vermittelte Pyrophosphorylyse. In biochemischen Untersuchungen konnte
jedoch mittlerweile gezeigt werden, dass die in SFVmacazrmes vorgefundenen
Mutationen als Resistenzmechanismus eine Exzision von AZTMP in Anwesenheit
von ATP aufweisen (Maximilian Hartl und Birgitta Wohrl, pers. Mitteilung). Ob nun
wildtypisches SFVmac eine an sich dhnlich niedrige Féhigkeit zur ATP-vermittelten
Pyrophosphorylyse aufweist wie PFV und trotzdem eine AZT-Resistenz iiber diesen
Mechanismus entwickelt, oder ob sich wildtypisches SFVmac und PFV in diesem
Punkt unterscheiden, also SFVmac eine von sich aus bessere Fahigkeit zur ATP-
vermittelten Pyrophosphorylyse aufweist, und darin die Ursache zu sehen ist, dass
sich bei SFVmac eine AZT-Resistenz entwickeln kann, bei PFV jedoch nicht, ist noch
unbekannt. Auch ist unklar, ob die verbesserte ATP-vermittelte Pyrophosphorylyse in
Anwesenheit der jeweiligen AZT-Resistenz-Mutationen bei HIV-1 und SFVmac auf
dhnlichen Ursachen beruht. Jedenfalls liegen die Resistenz-Mutationen in
SFVmacaztes durchaus in Nachbarschaft zu den Aminosduren, die den TAMs von
HIV entsprechen (siehe 3.1.1.6), wenn sie sich auch nicht direkt entsprechen und die

Mutationen vollig andere sind.
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HIV-1 HIV-2 SFVmac PFV
Prozessivitat der niedriger als vergleichbar unbekannt hoch
witRT PFV HIV-1
Moglichkeit zur relativ hoch niedriger als unbekannt niedriger als
Pyrophosphorylyse HIV-1 HIV-1
in Anwesenheit
von ATP
Sensitivitit der hoch niedriger als hoch hoch
wtRT gegen AZT HIV-1
AZT-Resistenz ja ja ja nein
beschrieben
Bevorzugter Pyro- Sterische Pyro- keine AZT-
Mechanismus der phosphorylyse | Inhibition phosphorylyse | Resistenz
AZT-Resistenz in Anwesenheit | (vermittelt in Anwesenheit | bekannt

von ATP durch Q151M- | von ATP

(vermittelt Komplex); (vermittelt

durch TAMs); Pyro- durch K2111,

sterische phosphorylyse | 1224T, S345T

Inhibition (vermitteltt und E350K);

(vermittelt durch TAMs) sterische

durch Q151M- | seltener Inhibition

Komplex) unbekannt

selten, aber

moglich
Methionin im wildtypisch wildtypisch nicht replikations-
YXDD-Motiv des 3TC-sensitiv 3TC-sensitiv untersucht defekt
aktiven Zentrums 3TC-resistent
Valin im YXDD- 3TC-resistent 3TC-resistent wildtypisch wildtypisch

Motiv des aktiven

Zentrums

3TC-resistent

3TC-resistent

Tabelle 22: Reverse Transkriptase und AZT-Resistenz bei verschidenen Retroviren

Vergleichende Zusammenfassung einiger im Text behandelter Aspekte der Reversen

Transkriptase und der AZT-Resistenz bei den Foamyviren SFVmac und PFV, sowie
den Lentiviren HIV-1 und HIV-2 (Rinke et al. 2002; Boyer et al. 2004, Boyer et al.

2006).
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4.3.2 AZT-Resistenz bei anderern Foamyviren als SFVmac und PFV

Wihrend in dieser Arbeit ein AZT-resistentes SFVmac beschrieben wurde, und die
Versuche zur Generierung eines AZT-resistenten PFV nicht erfolgreich waren, wurde
an anderer Stelle berichtet, dass FFV moglicherweise eine gewisse natiirliche
Resistenz aufweist (Roy et al. 2003). Wie der Sequenzvergleich von FFV mit
SFVmacazrres zeigt, beruht diese mdgliche Teilresistenz wohl auf anderen Ursachen
als die bei SFVmac beobachtete AZT-Resistenz (siche 3.1.1.5). Auch fiir FFV ist
dabei die Prozessivitit der RT oder die Moglichkeit zur ATP-vermittelten
Pyrophosphorylyse unbekannt, so dass keine Aussage getroffen werden kann, ob
beispielsweise die natiirliche Resistenz von FFV im Vergleich mit PFV oder SFVmac
auf einem vermindertem Einbau von AZT beruht wie die natiirliche Resistenz von
HIV-2 im Vergleich mit HIV-1 (Boyer et al. 20006).

Interessant wire moglicherweise die Untersuchung der Frage, ob SFVagm, das ndher
mit SFVmac verwandt ist als SFVcpz oder PFV (Bieniasz et al. 1995; Schweizer et
Neumann-Haefelin 1995; Thiimer et al. 2007), und beispielsweise als einziges
untersuchtes Foamyvirus als Aminoséure 211 in Pol ein Lysin aufweist wie SFVmac
(siche 3.1.1.5), in Anwesenheit von AZT die bei SFVmacazres beschriebenen
Mutationen entwickelt bzw. ob das Einfiihren dieser Mutationen in SFVagm zu einer
Resistenzentwicklung wie bei SFVmac und nicht zu einem Replikationsdefekt wie bei

PFV fiihrt.

4.3.3 Offene Fragen und Ausblick

Die Tatsache, dass die zu AZT-Resistenz fithrenden Mutationen in SFVmac weder
den TAMs noch dem QI151M-Komplex in HIV entsprechen, ist auch insofern
bemerkenswert, als beispielsweise bei Lamivudin (3TC) bei sehr unterschiedlichen
Viren dhnliche Mutationen selektiert werden: Lamivudin wird nicht nur bei HIV-
Infektionen, sondern auch bei Hepatitis B eingesetzt, und dhnlich wie bei HIV ist bei
HBV die Mutation von Methionin zu Valin (oder Isoleucin) im YXDD-Motiv des
aktiven Zentrums bei Resistenz gegeniiber 3TC zu finden (Bartholomew et al. 1997;
Allen et al. 1998), obwohl diese beiden Viren keineswegs néher miteinander verwandt

sind als SFVmac und HIV.
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Die weitere Untersuchung von SFVmacazrres konnte daher das allgemeine Wissen um
NRTI-Resistenzen um vollig neue Aspekte erweitern, auch da es sich um ein Virus
handelt, das deutlich entfernter mit HIV verwandt ist, als andere Viren, zu denen
Untersuchungen zu einer AZT-Resistenz vorliegen, wie beispielsweise das feline
Immundefizienzvirus, FIV (Remington et al. 1991; North et LaCasse 1995; Smith et
al. 1998). Interessant wire in diesem Zusammenhang die Durchfiihrung einiger
Versuche an SFVmacazrr.s, die fiir AZT-resistentes HIV bereits durchgefiihrt wurden.
An erster Stelle steht hier die Frage nach dem Mechanismus der AZT-Resistenz bei
SFVmac, aber auch die Auswirkung der AZT-Resistenz-Mutationen auf die
Prozessivitit oder Fehlerrate der foamyviralen RT wire untersuchenswert, oder die
Frage, ob die beschriebenen Mutationen auch Auswirkungen auf die Sensitivitit bzw.
Resistenz von SFVmac gegeniiber anderen NRTIs haben. Bei HIV ist beispielsweise
bekannt, dass die zu 3TC-Resistenz fithrende Mutation M184V eine bessere
Ansprechbarkeit auf AZT nach sich zieht (Naeger et al. 2001), und der &hnlich
gelagerte Fall einer besseren Ansprechbarkeit von SFVmac auf 3TC oder andere
NRTIs in Anwesenheit der AZT-Resistenz-Mutationen, wire durchaus denkbar.
Moglich wire aber auch ein umgekehrter Effekt, also eine weitere Resistenzerh6hung
gegen andere NRTIs in Anwesenheit der in SFVmacazrres festgestellten Mutationen.
Fiir einige Gegebenheiten wurde hier oder an anderer Stelle allerdings bereits gezeigt,
dass sich die Verhéltnisse bei HIV und Foamyviren beziiglich Sensitivitit oder
Resistenz gegeniiber NRTIs nicht ohne weiteres iibertragen lassen. So fiihrte die in
dieser Arbeit durchgefiihrte Untersuchung von PFV mit einigen der TAMs bei HIV
entsprechenden Mutationen nicht zur Generierung einer AZT-Resistenz und die von
anderen durchgefiihrten Versuche zur Gewinnung eines 3TC-sensitiven PFV durch
die Mutation von Valin zu Methionin im YXDD-Motiv des aktiven Zentrums
erbrachte ebenfalls Ergebnisse, die sich von der Situation bei HIV unterscheiden
(Rinke et al. 2002). Interessant wiére in diesem Zusammenhang sicherlich auch eine
Untersuchung, ob diese Mutation bei SFVmac dhnliche Ergebnisse wie bei PFV
erbringt.

Andererseits ist nicht vollig ausgeschlossen, dass nicht doch gewisse Aminoséuren,
die bei HIV wichtige Rollen in der AZT-Resistenz einnehmen, auch bei Foamyviren
eine solche Aufgabe iibernehmen. Noch nicht untersucht wurden etwa die Positionen

in PFV oder SFVmac, die den bei HIV bekannten TAMs M41L, D67N, K70R oder
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L210W entsprechen. Auch findet sich bei PFV an der Position, die der Q151M-
Mutation bei HIV entspricht, ein Glutamin (Q), und es bleibt offen, ob hier die
Mutation zu Methionin eine AZT-Resistenz verursachen wiirde. Auch ist an dieser
Stelle zu erwidhnen, dass an den Positionen, die in PFV den Mutationen in HIV
entsprechen, die unter anderen antiretroviralen Substanzen selektiert werden und zu
einer Sensitivierung gegeniiber AZT fiihren, sich bei PFV hiufig diejenige
Aminoséure findet, die in HIV fiir die Sensitivierung verantwortlich gemacht wird.
Dies gilt etwa an den Positionen in PFV, die in HIV den Mutationen L74V, L1001
oder M184V entsprechen. Moglicherweise konnte hier in PFV das Einfithren der
jeweils in HIV-wildtypischen Aminosduren, die dort mit einer geringeren Sensitivitit

gegeniiber AZT assoziiert sind, zu einer gewissen Resistenz fithren.

SFVmacazres wurde durch steigende AZT-Konzentrationen in Zellkultur selektiert.
Unklar ist dabei, ob sich in vivo dasselbe Muster an Mutationen herausbilden wiirde,
wo auch meist nicht steigende, sondern im Idealfall eine von Anfang an
gleichbleibend hohe AZT-Konzentration vorherrscht, oder ob dann andere
Mutationen bevorzugt wiirden, oder mdglicherweise gar keine AZT-Resistenz zu
Stande kdme. Fiir HIV wurde allerdings gezeigt, dass sich die in vitro selektierten
Mutationen zum GroBteil mit den in vivo vorgefundenen decken. Es ist also nicht
vollig ohne Berechtigung anzunehmen, dass auch in vivo SFVmac leichter eine AZT-
Resistenz entwickelt als SFVcpz oder PFV. Sollte dies so sein, kdnnte man wiederum
den Schluss ziehen, dass fiir eventuelle zukiinftige Untersuchungen, in denen z. B. in
einem Versuchstier zu einem bestimmten Zeitpunkt die virale Replikation durch AZT
unterbunden werden soll, bevorzugt SFVcpz oder PFV und nicht SFVmac
herangezogen werden sollte, da letzteres zur Entwicklung einer AZT-Resistenz neigt
und einen solchen Versuchsansatz erschwert. Auch bei einem Einsatz von viralen
Vektoren am Menschen wire die unterschiedliche Neigung von Foamyviren, eine
AZT-Resistenz zu entwickeln, unter Umstdnden zu bedenken. Andererseits kann
SFVmacazres moglicherweise in zukiinftigen Versuchen benutzt werden, in denen
beispielsweise bestimmte Eigenschaften zweier Konstrukte in Abwesenheit und in
Anwesenheit von AZT untersucht werden, von denen eines eine resistente RT
aufweist und das andere nicht. Es lésst sich in einem solchen System die Aktivitdt der

RT durch AZT ausschalten und dann durch Zugabe der resistenten RT wieder
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einfithren, wodurch untersucht werden kann, ob eine Reverse Transkriptase als
Protein oder die Reverse Transkription als Vorgang fiir bestimmte Gegebenheiten

benotigt wird.

Bei AZT-resistentem HIV waren zunéchst vier TAMs festgestellt worden, wahrend
die Entdeckung der fiinften und sechsten Mutation, M41L und L210W, erst in den
folgenden Jahren berichtet wurde (Larder et Kemp 1989; Kellam et al. 1992; Harrigan
et al. 1996). Es ist also durchaus moglich, dass sich in Zukunft auch bei SFVmac noch
weitere Mutationen zu den in dieser Arbeit beschriebenen vier gesellen, die zu einer
AZT-Resistenz beitragen. Auch wére es vorstellbar, dass es bei SFVmac wie bei HIV
mit den TAMs einerseits und dem QI151M-Komplex andererseits zwei
unterschiedliche Mechanismen der AZT-Resistenz gibt, fiir die zwei unterschiedliche
Muster an Mutationen verantwortlich sind, oder dass es ebenfalls wie bei HIV mit
TAM-1 und TAM-2 zwei sich iiberlappende Muster von Mutationen gibt, von denen
die in dieser Arbeit beschriebenen vier nur eines darstellen (Marcelin et al. 2004;

Boyer et al. 2006).

Wie bereits erwidhnt, konnte kiirzlich der Mechanismus der AZT-Resistenz von
SFVmacazres aufgeklart werden (Maximilian Hartl und Birgitta Wohrl, pers.
Mitteilung). Es handelt sich um eine Exzision von AZTMP in Gegenwart von ATP,
also einer Pyrophosphorylyse, die der durch TAMs verursachten AZT-Resistenz von
HIV-1 entspricht, im Gegensatz zur sterischen Inhibition, wie sie durch den Q151M-
Komplex vor allem bei HIV-2 verursacht wird. Durch die weitere Untersuchung der
Hintergriinde der AZT-Resistenz von SFVmacazrrs kann sicherlich das Wissen um
den allgemeinen Mechanismus dieser ATP-vermittelten Pyrophorphorylyse als
Ursache einer NRTI-Resistenz weiter erweitert werden. Andererseits konnte die
Tatsache, dass nun bekannt ist, dass K2111I, 1224T, S345T und E350K in SFVmac
zum gleichen Effekt fiihren wie die TAMs in HIV, auch als Hinweis fiir die Funktion
bestimmter Aminosiuren in wildtypischem SFVmac angesehen werden, da die AZT-
Resistenz-Mutationen von SFVmac dhnlich wie die TAMs von HIV wohl direkt oder
indirekt mit der ATP-Bindung oder jedenfalls der damit zusammenhingenden

Pyrophosphorylyse zu tun haben.
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4.4 Zeitpunkt der Reversen Transkription bei Foamyviren

Die Untersuchung des Zeitpunkts der Reversen Transkription bei Foamyviren war
nicht eigentlicher Gegenstand dieser Arbeit. Bei den Versuchen zur Optimierung
eines Testsystems fiir AZT-Resistenz bei Foamyviren (siche 3.1.4) wurden aber
einige Ergebnisse erhalten, die in Hinblick auf diese Frage interessant sein kdnnten.
Es wurde bereits erwéhnt, dass die Reverse Transkription bei Foamyviren zu einem
groBBen Teil spit im Replikationszyklus stattfindet, also in der virusproduzierenden
Zelle, dass dies einer der entscheidenden Unterschiede der Foamyviren im Vergleich
zu den Orthoretroviren ist und dass dies unter anderem in Versuchen festgestellt
wurde, in denen AZT bei verschiedenen Zeitpunkten zugegeben wurde (Yu et al.
1996a; Moebes et al. 1997; Yu et al. 1999; Roy et al. 2003). Es gibt jedoch daneben
auch Uberlegungen, nach denen eine teilweise Reverse Transkription friih im
Replikationszyklus, also in der infizierten Zielzelle, ebenfalls eine gewisse Rolle
spielt (Delelis et al. 2003).

Wihrend bei Zugabe von 5 oder 50 uM AZT bei der Virusproduktion oder bei der
Titration oder bei beiden Zeitpunkten im Prinzip die bekannten Gegebenheiten
bestitigt wurden, ergab die erstmals durchgefiihrte Zugabe von 0,5 uM AZT folgende
Ergebnisse: Bei Zugabe nur bei der Virusproduktion eine Reduktion des Titers auf
52,9%, bei Zugabe nur bei der Titration eine Reduktion auf 40,9% und bei Zugabe
sowohl bei Virusproduktion als auch bei Titration eine Reduktion auf 1,1% (siehe
3.1.4). Dies lasst sich, zusammen mit den Ergebnissen bei Versuchen mit 5 uM AZT,
nidmlich Reduktion des Titers auf unter 5% in Anwesenheit von AZT wihrend der
Virusproduktion und Reduktion auf 45% in Anwesenheit von AZT wihrend der
Titration, zum Beispiel folgendermallen interpretieren (4bbildung 24): Die Reverse
Transkription in der virusproduzierenden Zelle wird jeweils in einer gewissen Anzahl
vollstindig durchgefiihrt, mindestens bis zu einem bestimmten Punkt durchgefiihrt
(Punkt X) oder nicht bis zu diesem Punkt X durchgefiihrt. In der Zielzelle kann nun
die Reverse Transkription vervollstindigt werden, sofern sie mindestens bis zum
Punkt X durchgefiihrt wurde, wihrend die Reverse Transkription bis zum Punkt X
nicht in der Zielzelle geschehen kann, sondern nur in der virusproduzierenden Zelle.
Zunichst soll nun davon ausgegangen werden, dass normalerweise der Anteil von

Transkripten, die in der virusproduzierenden Zelle vorgefunden werden, zu jeweils
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gleichen Teilen aus solchen besteht, die vollstdndig sind, und solchen, die mindestens
bis zum Punkt X revers transkribiert wurden, aber nicht vollstindig sind. Auflerdem
soll vorausgesetzt werden, dass alle unvollstindigen, aber iiber den Punkt X
hinausgehenden Transkripte, in der Zielzelle vervollstindigt werden. Das heifit, von
den letztlich in der Zielzelle integrierten Proviren wiirde die eine Hélfte vollstéindig in
der virusproduzierenden Zelle von der Reversen Transkriptase generiert, bei der
anderen Hailfte finde die Reverse Transkription mindestens bis zum Punkt X ebenfalls
in der virusproduzierenden Zelle statt, die Vollendung der Reversen Transkription
jedoch in der Zielzelle.

Bei Zugabe von 0,5 uM AZT bei der Titration, also in der Zielzelle, wird nun die
Vollendung der Reversen Transkription verhindert, so dass im Vergleich zur Situation
in Abwesenheit von AZT nur die Hilfte des Titers erreicht wird, da nur die Proviren
vollstindig sind, bei denen die Reverse Transkription bereits in der
virusproduzierenden Zelle abgeschlossen wurde.

Bei Zugabe von 0,5 uM AZT wihrend der Virusproduktion wird andererseits die
vollstindige Reverse Transkription in der virusproduzierenden Zelle verhindert,
wihrend die Reverse Transkription bis zum Punkt X in der Hélfte der Fille noch
stattfinden kann. Diese Produkte kdnnen in der Zielzelle fertiggestellt werden, so dass
der Titer wiederum etwa die Hilfte des Titers in Abwesenheit von AZT betrigt.

Bei Zugabe von 0,5 uM AZT sowohl bei der Virusproduktion als auch bei der
Titration konnnen demnach in der virusproduzierenden Zelle keine vollstindigen
Transkripte hergestellt werden, wihrend die Transkripte, die iiber den Punkt X
hinausgehen, in der Zielzelle nicht fertiggestellt werden konnen, so dass der Titer sehr
niedrig ausfallt.

In Anwesenheit von 5 uM AZT bei der Titration ergibt sich der gleiche Titer wie in
Anwesenheit von 0,5 uM AZT bei der Titration. Wiahrend bereits 0,5 uM AZT die
Fertigstellung von bis zum Punkt X transkribierten Genomen in der Zielzelle effizient
blockiert, bleibt auch bei hoheren AZT-Konzentrationen in der Zielzelle die
vollstindige Reverse Transkription, wie sie in der Hailfte der Fille in der
virusproduzierenden Zelle stattfindet, unbeeinflusst.

In Anwesenheit von 5 uM AZT in der virusproduzierenden Zelle ergibt sich dagegen
ein sehr niedirger Titer, da diese hohere AZT-Konzentration im Gegensatz zu 0,5 uM

AZT auch die Reverse Transkription bis zum Punkt X vollstindig inhibiert.
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Reverse Transkription in der virusproduzierenden Reverse Transkription in der Zielzelle (friih
Zelle (spatim Replikationszyklus) im Replikationszyklus)
1) Kein AZT
‘Punid X"
—————— —————
—— ; Vervollstandigung der Reversen ———
—— | Volldandige Transkiption in der Zielzelle, ——
—— T ranskripte ——
sofern in der virusproduzierenden
Zelle mindestens biszum Punk
X transkribiert wurde
—— Transkripte mind. > 4
——— biszum Punk X ——
—_— —
— — Keine Reverse Transkription in der
— e Zielzelle moglich, sofemn in der

virusproduzierenden Zelle der Punkt X
nicht erreicht wurde

2) 0,5 uM AZT (oder mehr) in Zielzelle

‘Puni X"

——— ———
——|— ——
—— | Volldandige ——
—— T ranskripte ——————
—— ————
—— e Keine Fortfihrung der e
——— Reversen Transkription ——
——— Transkripte mind. > ——|—
———— r ——
—|— big zum Rt X Generell keine Reverse
— — Transkription in Zielzelle in
— — Anwesenheit von 0,5 uM AZT
— —

3) 0,5 uM AZT in virusproduzierender Zelle

‘Pund X"

—— ———
—|— ——

Transkripte mind.

o‘::umDPZr:?d';( Ve.'vo.Hstand:gung der Reverse:
—— Transkription in der Zielzelle,

sofern in der virusproduzierenden
Keine volistandige Reverse Zelle mindestens bis zum Punkt Keine Reverse Transkiption in der

1 ranskription in der X transkribiert wurde

— [0|zelle moglich, sofern in der

——  Virusproduzierenden Zelle in — yirusproduzierenden Zelle der Punkt X

Anwesenheit von 0,5 pM AZT

— === nicht erreicht wurde
4) 0,5 yM AZT in virusproduzierender Zelle und Zielzelle
‘Punit X"

—— ——
——|— ——

Tr te m K A >

b}::‘imnopir:;:(d Keine Forfuhrung der Reversen ————
—— Transkription —
—— ——
 — ’_(9‘»”9. vollstandige Reverse Generell keine Reverse Transkription
a1 ranskription in der — 0 Zielzelle in Anwesenheit von 0,5
-—  Virusproduzierenden Zelle in — M AZT
— Anwesenheit von 0,5 pM AZT —

5) 5 uM AZT in virusproduzierender Zelle

= Keine Reverse Transkription bis > —
e zum Punit X in Anwesenheit s = Keine Reverse Transkiption in
e von 5 uM AZT l;z::;::;ih‘ung der.Revarman ———  Zielzelle moglich, da der Punkt X

nicht erreicht wurde

Abbildung 24: Hypothese zur Wirkung von 0,5 uM und 5 uM AZT bei Zugabe zu

unterschiedlichen Zeitpunkten im viralen Replikationszyklus

Die im Text ndher erlduterte Hypothese liefert eine mogliche Erklirung fiir die

Ergebnisse, dass in Anwesenheit von 0,5 uM AZT bei der Titration (2) etwa 50% des
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Ausgangstiters in Abwesenheit von AZT (1) erreicht werden, ebenso etwa 50% in
Anwesenheit von 0,5 uM AZT bei der Virusproduktion (3), wihrend die Zugabe von
0,5 uM AZT sowohl bei Virusproduktion als auch bei Titration (4) oder die Zugabe
von 5 uM AZT bei der Virusprodukiton (5) zu einem sehr niedrigen Titer fiihrt.

Bisher wurde der Einfachheit halber davon ausgegangen, dass in Abwesenheit von
AZT das Verhiltnis von in der virusproduzierenden Zelle vollstindig transkribierten
Genomen zu bis zum Punkt X transkribierten Genomen 1:1 betrégt, dass von den in
der virusproduzierenden Zelle bis zum Punkt X transkribierten Genomen 100% in der
Zielzelle zu Ende transkribiert werden, und dass in Anwesenheit von 0,5 uM AZT in
der virusproduzierenden Zelle eine Anzahl von Genomen bis zum Punkt X
transkribiert wird, die 50% der Produkte entspricht, die in Abwesenheit von AZT
entweder fertiggestellt oder wenigstens bis zum Punkt X transkribiert wurden. Die
Ergebnisse lassen sich jedoch auch erkldren, wenn hierfiir andere Voraussetzungen
gelten sollen, die in einem entsprechendem Verhiltnis zueinander stehen. So konnte
das Verhiltnis vollstindig transkribierter zu bis zum Punkt X transkribierten Genome
beispielsweise 1:2 oder 1:100 betragen, wenn 50% bzw. 1% der in der
virusproduzierenden Zelle bis zum Punkt X transkribierten Genome in der Zielzelle
vervollstindigt werden und in Anwesenheit von 0,5 uM in der virusproduzierenden
Zelle eine Anzahl von Genomen bis zum Punkt X transkribiert wird, die 67% bzw.
100% der Produkte entspricht, die in Abwesenheit von AZT entweder fertiggestellt
oder wenigstens bis zum Punkt X transkribiert werden. Bei letzterem Beispiel wiirde
also von 100 Transkripten, die in der virusproduzierenden Zelle bis zum Punkt X
durchgefiihrt wurden, jeweils nur eines in der virusproduzierenden Zelle
vervollstindigt und eines in der Zielzelle, und die Anwesenheit von 0,5 uM AZT
wihrend der Virusproduktion verhindert die vollsténdige Durchfiihrung der Reversen
Transkription in der virusproduzierenden Zelle, inhibiert aber nicht nennenswert die
Reverse Transkription bis zum Punkt X. Welches dieser Verhéltnisse tatsdchlich
vorherrscht, kann aus den vorliegenden Daten nicht erschlossen werden. Auch ist
unklar, wie weit die Reverse Transkription in der virusproduzierenden Zelle
fortgeschritten sein muss, damit sie in der Zielzelle fertiggestellt werden kann, also
was genau der “Punkt X ist. Es konnte sich sowohl um einen nur kleinen Schritt am

Beginn handeln als auch um eine fast vollstindige Reverse Transkription, oder um
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irgendeinen der zahlreichen Schritte, die wihrend der Reversen Transkription notig

sind (siehe auch 4bbildung 3).

Es handelt sich bei diesen Uberlegungen um unbewiesene Hypothesen, die jedoch gut
zu den Ergebnissen einer biphasischen DNA-Synthese passen (Delelis et al. 2003)
und den bekannten Ergebnissen bei Zugabe von 5 uM AZT nicht widersprechen
(Moebes et al. 1997; Roy et al. 2003). Auch die Tatsache, dass zwar DNA als
funktionelles Genom der Foamyviren angesehen wird, jedoch in Viruspartikeln
sechsmal mehr RNA als DNA gefunden wird, spricht dafiir, dass die Reverse
Transkription in der virusproduzierenden Zelle nicht immer vollstindig geschieht (Yu

et al. 1996a; Yu et al. 1999).

Die Versuche mit Zugabe von 0,5 uM AZT zu unterschiedlichen Zeitpunkten im
Replikationszyklus wurden daneben auch, allerdings nur einmalig, mit dem PFV-
Konstrukt pczHSRV2 anstelle des SFVmac-Konstruktes pSK29 durchgefiihrt, und

erbrachten dabei vergleichbare Ergebnisse (Daten nicht gezeigt).

Interessant ist auch, dass entsprechende Versuche mit dem AZT-resistenten SFVmac-
Konstrukt BK3 anstelle des wildtypischen SFVmac-Konstrukts SK29 erbrachten, dass
die Zugabe von 0,5 uM AZT in der Zielzelle den Titer relativ gesehen dhnlich stark
senkte wie bei SK29, und Erh6hungen der Konzentration auf 5 uM oder 50 uM kaum
weitere Auswirkungen zeigten. Man konnte also folgern, dass sich die Resistenz von
BK3, und damit wohl auch von SFVmacazres, vor allem auf die Reverse
Transkription in der virusproduzierenden Zelle bezieht, wéihrend die Reverse
Transkription in der Zielzelle auch beim Vorhandensein von AZT-Resistenz-
Mutationen durch Zidovudin gehemmt wird, und zwar maximal auch schon durch die

eher geringe Konzentration von 0,5 uM AZT.

Interessant wire in diesem Zusammenhang sicherlich auch die Durchfithrung von
Versuchen zur Frage nach biphasischer DNA-Synthese bzw. nach frither und spéter
Reverser Transkription, wie sie von anderen fiir wildtypisches PFV bei hohen AZT-

Konzentrationen durchgefiihrt wurden (Delelis et al. 2003), einerseits mit niedrigeren
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AZT-Konzentrationen um 0,5 uM bei PFV und/oder SFVmac und andererseits bei

verschiedenen AZT-Konzentrationen mit AZT-resistentem SFVmac.
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5 Zusammenfassung

Azidothymidin (AZT) ist ein nukleosidischer Reverse-Transkriptase-Inhibitor
(NRTI), der bei HIV-Infektionen in Kombination mit anderen antiretroviralen
Substanzen eingesetzt wird. AZT zeigt dariiberhinaus auch eine gute Wirksamkeit
gegen Foamyviren, eine Subfamilie der Retroviren mit charakteristischen
Besonderheiten in ihrer Molekularbiologie und ihrem Replikationszyklus, deren
Vertreter verschiedene Affenarten und andere Sdugetiere infizieren, wobei sie sich
sowohl im jeweils natiirlichen Wirt als auch bei seltener zufdlliger Infektion des
Menschen apathogen zeigen.

In der vorliegenden Arbeit wurde das AZT-resistente Foamyvirus SFVmacazrres
untersucht, das in Anwesenheit steigender AZT-Konzentrationen in Zellkultur
selektiert worden war. Hierzu wurde SFVmacazres zundchst einer genotypischen
Analyse unterzogen, wobei im Vergleich mit der wildtypischen Ausgangssequenz
zwei Mutationen in gag und vier Mutationen in pol nachgewiesen wurden, die zu
Anderungen auf Aminosiureebene fiihrten. Mittels PCR wurden Fragmente, die alle
sechs Mutationen oder nur die vier pol-Mutationen enthielten, aus der Sequenz von
SFVmacazrres amplifiziert und jeweils in einen SFVmac-Klon eingefiigt. Im weiteren
Verlauf zeigte sich dabei kein Unterschied zwischen diesen beiden Konstrukten
beziiglich der Replikation in Abwesenheit oder Anwesenheit von AZT, so dass
gefolgert werden konnte, dass die gag-Mutationen keinen Beitrag zur AZT-Resistenz
leisten. Die pol-Mutationen befanden sich siamtlich im fiir die Reverse Transkriptase
kodierenden Bereich und fiihrten zu den Aminosduresubstitutionen K2111, 1224T,
S345T und E350K. An Position 224 fand sich dabei in einer verdffentlichten Sequenz
bereits ein Threonin, so dass hier unabhingig von der Selektion in Anwesenheit von
AZT moglicherweise ein Polymorphismus vorliegt. Der Vergleich der vier
Mutationen der RT von SFVmacaztes mit den bei HIV bekannten Mustern an
Mutationen wie den TAMs und dem QIl151M-Komplex zeigte keine
Ubereinstimmungen.

Um den jeweiligen Beitrag der vier nachgewiesenen pol-Mutationen zur AZT-
Resistenz zu untersuchen, wurden sie einzeln und in Kombinationen mittels
zielgerichteter Mutagenese in einen SFVmac-Klon eingefiigt und die entsprechenden

Konstrukte auf ihre Replikation in Abwesenheit und Anwesenheit von 0,5 uM, SuM
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und 50 pM AZT untersucht. Hierfiir wurden 293T-Zellen mit dem jeweiligen Plasmid
transfiziert und nach Uberpriifung der gleichmiBigen Expression von Gag und Pol
mittels Western Blot der virushaltige Uberstand auf Zielzellen gegeben und der Titer
ausgezdhlt. Es konnte gezeigt werden, dass keines der Konstrukte mit Einzel-,
Doppel- und Dreifachmutationen eine dhnlich ausgeprigte AZT-Resistenz wie die
Vierfachmutante aufwies, allerdings einige in unterschiedlichen Ausmal teilresistent
waren, wahrend andere weder ohne noch mit AZT gut replizierten. S345T erwies sich
vor E350K als die Mutation mit dem grofiten Beitrag zur AZT-Resistenz, 1224T
erhohte den Titer in Abwesenheit und Anwesenheit um etwa den gleichen Faktor,
wohingegen sich K2111I in den meisten Kombinationen eher negativ auswirkte. Der
Klon, in den alle vier Mutationen mittels zielgerichteter Mutagenese eingefiihrt
worden waren, zeigte die gleiche AZT-Resistenz wie das in Zellkultur selektierte
Virus. Damit war gezeigt, dass diese vier Mutationen sowohl notwendig als auch
hinreichend fiir die AZT-Resistenz von SFVmacaztres sind.

Die pol-Mutationen von SFVmacazres wurden weiterhin soweit mdglich an
entsprechenden Stellen in Klon des prototypischen Foamyvirus PFV eingefiihrt, bei
dem es zuvor nicht gelungen war, ein resistentes Isolat in Zellkultur zu generieren.
Das PFV-Konstrukt mit den Mutationen aus SFVmacazrres zeigte sich jedoch nicht
AZT-resistent, sondern wies einen Replikationsdefekt auf. Einige HIV-Mutationen,
die in den PFV-Klon eingefiigt wurden, fiihrten ebenfalls zu keiner AZT-Resistenz.
Es bestehen also beziiglich AZT-Resistenz und damit gewisser Eigenschaften der
Reversen Transkriptase deutliche Unterschiede zwischen PFV und SFVmac.

Die durchgefiihrten Arbeiten stellen die Grundlage fiir weitere Untersuchungen dar, in
denen beispielsweise dem biochemischen Mechanismus der AZT-Resistenz von
SFVmacazres nachgegangen werden kann. Die gewonnenen Erkenntnisse konnen
zum Verstindnis allgemeiner Mechanismen der NRTI-Resistenz bei Retroviren
ebenso beitragen wie zur weiteren Charakterisierung der foamyviralen Reversen

Transkriptase an sich.
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7 Anhang

7.1 Abkiirzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

a anti

P Verpackungssignal (Psi)

3TC 2’,3’-Dideoxy-3’-thiacytidin (Lamivudin)

A Adenin

AIDS erworbenes Immunschwichesyndrom (engl. acquired

immunodeficiency syndrome)

APOBEC Apolipoprotein B editing complex

AS Aminosiure

ATP Adenosintrisulfat

AZT 3’-Azido-3’-Deoxythymidin (Azidothymidin, Zidovudin)
AZTTP Azidothymidintriphosphat

Bet akzessorisches Protein der Foamyviren (Bel-Tas)
BFV Bovines Foamyvirus

bp Basenpaare

C Cytosin

CA Kapsidprotein

CAS cis-aktive Sequenz

CIAP alkalische Phosphatase aus Kélberdarm
CPE zytopathischer Effekt

dest. destilliert

DDI Didanosin

DNA Desoxyribonukleinséure

EFV Equines Immundefizienzvirus

Env Hiillprotein (engl. envelope)

ER Endoplasmatisches Retikulum

FCS Fotales Kélberserum

FFV Felines Foamyvirus

FIV Felines Immundefizienzvirus
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FV Foamyvirus

G Guanin

Gag Gruppenspezifisches Antigen
HAART hochaktive antiretrovirale Therapie
HBV Hepatitis-B-Virus

HIV Humanes Immundefizienzvirus

IN Integrase

1P interner Promotor

iPPT interner Polypurintrakt

kb Kilobasen

kDa Kilo-Dalton

LTR long terminal repeat

MA Matrixprotein

min Minuten

MLV murines Leukédmievirus

mRNA messenger RNA

MTOC Mikrotubuli organisierendes Zentrum
NC Nukleokapsidprotein

NLS Nukledres Lokalisationssignal
NNRTI nicht-nukleosidischer Reverse-Transkriptase-Inhibitor
NRTI nukleosidischer Reverse-Transkriptase-Inhibitor
OD optische Dichte

ORF offenes Leseraster

ori Replikationsursprung

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese

PBS Primerbindungsstelle

PCR Polymerasekettenreaktion

PFV Prototypisches Foamyvirus (ehemals HFV, Humanes Foamyvirus)
PI Proteaseinhibitor

PIC Préintegrationskomplex

Pol Polymerase

PP; Pyrophosphat

PPT Polypurintrakt
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PR

RNA
rpm

RT

SA
SAP
SD
SDS
sec
SFV
SFVmac
SFVmacazrres
SFVcpz
SIV

SU

T

TAM
Tas

™
TRE
tRNA
U

UTR
Vif
ZDV

Protease

RNaseH

Ribonukleinsédure

Umdrehungen pro Minute

Reverse Transkriptase

SpleiBakzeptor

alkalische Phosphatase aus Eismeergarnelen
Splei3donor

Natriumdodecylsulfat

Sekunden

Simianes Foamyvirus

Simianes Foamyvirus aus Makaken
AZT-resistentes Foamyvirus aus Makaken
Simianes Foamyvirus aus Schimpansen
Simianes Immundefizienzvirus
Oberflacheneinheit des Hiillproteins (engl. surface unit)
Thymidin

Thymidin-Analoga-Mutation
Transaktivator der Spumaviren
Transmembraneinheit des Hiillproteins
Tas-responsives Element

transfer RNA

unit (Enzymeinheit)

untranslatierte Region

viral infectivity factor

Zidovudin = Azidothymidin (AZT)

Dariiberhinaus wurden die {iblichen Abkiirzungen der SI-Einheiten verwendet sowie

der Einbuchstabencode der Aminoséauren.
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