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1 Einleitung

11 Retroviren

1.11 Geschichteund Taxonomie

Das ausgehende zweite Jahrtausend unserer Zeitrechnung wurde in medizinischer
Hinsicht von der weltweiten Ausbreitung des Acquired Immuno Deficiency Syndrome
(AIDS) dominiert. Mit der Entdeckung von HIV (Human Immunodeficiency Virus) als
Verursacher von AIDS (Barré-Sinoussi et al., 1983; Sarngadharan et al., 1984; Coffin et
al., 1986) ruckte die Gruppe der Retroviren in den Mittelpunkt des infektiologischen
I nteresses.

Dabel war bereits der Beginn der Retrovirusforschung durch eine wissenschaftliche
Sensation gekennzeichnet. Genauso wie heute die Moglichkeit einer reversen
Translation absurd erscheint, galt bis in die 60er Jahre des 20. Jahrhunderts das Gesetz
des unidirektionalen Flusses genetischer I nformation, also strikt von DNA Uber RNA zu
Protein. Fur die Entdeckung, dass ein Tell dieser Strecke eben doch keine
Einbahnstral3e ist (Baltimore, 1970; Temin & Mizutani, 1970), wurden Temin und
Baltimore 1975 mit dem Nobelpreis fir Medizin ausgezeichnet. Sie fanden bei RNA-
Tumorviren das Enzym reverse Transkriptase (RT), das in der Lage ist, RNA in eine
komplementére DNA zu transkribieren. Dieser rlckwaérts gerichtete, also retrograde
Mechanismus gab den Retroviren ihren Namen.

Spéter beschrieb man RT-Aktivitdt u.a. auch bei den Vertretern der Gruppe der
Hepadnaviren (Summers & Mason, 1982) und schliefdlich auch als Teilfunktion des
zelluldren Ribonukleoproteins Telomerase, das mit dem Phanomen des Alterns in
Verbindung gebracht wird (Zakian, 1995).

Ein zweites Charakteristikum der Retroviren, das sie von allen anderen viralen Erregern
abgrenzt, ist die stabile Integration des DNA-Provirus in das Wirtszellgenom. Diese
ermoglicht ihnen zum einen die Persistenz in den infizierten Zellen, er6ffnet ihnen aber
auch durch Befall der Keimbahn die Mdoglichkeit der vertikalen Ubertragung von
Parental- auf Filialorganismen (Goff, 2001).



Die fruher gultige Klassifikation der Retroviren nach der Partikelmorphologie im
elektronenmikroskopischen Bild in A- bis D-Typ-Viren ist heute ebenso tUberholt wie
die Unterscheidung von Onko-, Lenti- und Spumaviren nach biologischen
Eigenschaften. Eine neuere Einteilung beriicksichtigt zusdtzlich moderne Kriterien wie
genetische Sequenzhomologien und differenziert zwischen sechs Genera der
Orthoretroviren, denen die Spumaviren nun gegenubergestellt werden (Tabelle 1;
modifiziert nach Goff, 2001)

Orthoretroviridae  Vertreter Genom

Alpharetrovirus Rous Sarcoma Virus (RSV) Einfach
Avian Leukosis Virus (ALV)

Betaretrovirus Mouse Mammary Tumor Virus (MMTV) Einfach

Mason-Pfizer Monkey Virus (MPMV)

Gammaretrovirus  Murine LeukemiaVirus (MuLV) Einfach
Feline Leukemia Virus (FeLV)

Deltaretrovirus Human T-Lymphotropic Virus (HTLV) -1, -2 Komplex
Bovine Leukemia Virus (BLV)

Epsilonretrovirus  Walleye Dermal SarcomaVirus Komplex
Lentivirus Human I mmunodeficiency Virus (HIV) -1, -2 Komplex
Simian Immunodeficiency Virus (SIV)

Spumaviridae Primate Foamy Virus (PFV) -1 Komplex
Feline Foamy Virus (FFV)

Tab. 1:
Einteilung der Retroviren in Spumaviren und sechs Genera der Orthoretroviren mit Angabe von
Hauptvertretern und Komplexitdt des Genoms (modifizert nach Goff, 2001).

Nach der Struktur des Genoms ist aul3erdem eine Einteilung in einfache und komplexe
Retroviren moglich  (Cullen, 1991). Einfache Retroviren, die zu den
Orthoretrovirusgenera Alpha-, Betae oder Gammaretrovirus gehtren, besitzen fast
ausschliefdlich nur die Gene Gag, Pro, Pol und Env. Komplexe Retroviren (Deltaretro-,
Epsilonretro-, Lenti- und Spumaviren) dagegen tragen zusétzlich noch Gene fir
regulatorische Proteine, die die virale Genexpression auf transkriptionaler und
postranskriptionaler Ebene beeinflussen kénnen. HIV kann as Prototyp eines
komplexen Retrovirus angesehen werden (Cullen, 1991).



1.1.2  Struktur retroviraler Genome und Partikel

Die infektiosen Partikel der Retroviren sind sphérisch und haben einem Durchmesser
von ca. 100nm. Die von der Wirtszellmembran abgeleitete Virushille mit eingelagerten
viral kodierten Glycoproteinen umgibt das Kapsid. In diesem befinden sich die
enzymatisch aktiven Proteine und die beiden +Strang RNA-Genome, die von 7kb beim
MuLV bis zu 13kb bei Foamyviren in der Grol3e variieren. Die genetische Information
liegt also in diploider Form vor. Fig. 1 zeigt schematisch den Aufbau eines retroviralen
Partikels.

Fig. 1:

Aufbau eines retroviralen Partikels. Die beiden RNA-Genome sind eng mit dem Nukleokapsid (NC)
assoziiert und befinden sich zusammen mit der reversen Transkriptase (RT), der Integrase (IN) und der
Protease (PR) im Inneren des Cores, das durch Kapsid-Proteine (CA) gebildet wird. Das Core wird von
einer Schicht aus Matrix-Proteinen (MA) umgeben. Die Hillmembran besteht aus einem Lipidbilayer
(LB), in das die Transmembran-Glycoproteine (TM) eingelagert sind. Diese sind mit den Surface-
Glycoproteinen (SU) assoziiert (modifiziert nach Freed & Martin, 2001).



Die Struktur des RNA-Genoms eines einfachen Retrovirus ist in Fig. 2 dargestellt. Im
Partikel interagieren die beiden identischen RNA-Genome im 5°-Bereich mit Hilfe der
Dimer Linkage Structure (DLS), einer selbst-komplementdren Region (Goff, 2001).
Wie bei zelluldren mRNAS befindet sich am 5 -Ende ein Cap, am 3"-Ende ein etwa
200nt langer Poly-A-Schwanz (Coffin, 1990).
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Fig. 2
Schematische Dar stellung eines einfachen r etr oviralen Genoms (Erlauterungen im Text).

Stromabwérts der Cap-Struktur befindet sich die 5’'R-Region. Diese kurze Sequenz
wiederholt sich am 3"-Ende des Genoms, daher R fir Repeat oder redundante Region.
Das doppelte Vorhandensein ist wichtig fur den Mechanismus der reversen
Transkription. An die R-Region schliefdt in 3"-Richtung der U5-Bereich (unique, also im
Gegensatz zu R nur einmal vorhanden und am 5°-Ende) an, der fur die Integration
wichtige Sequenzen beeinhaltet, gefolgt von der Primer Binding Site (PBS). Diese hat
eine Lange von 18nt und ist im Partikel an eine zelluldre tRNA, die als Primer fur die
Synthese von -Strang DNA bendtigt wird, gebunden.

Auf die PBS folgt der Leader-Bereich mit einem fir alle gespleil3ten RNAS
verwendeten SpleilRdonator (SD) und dem Verpackungssignal ), das sich z.B. bei
MuLV auch bis in das Gag-Gen erstrecken kann (Bender et al., 1987) und fir den
Einschluss der genomischen RNA in das Partikel wichtig ist (Coffin, 1990).

Das Gag-Gen kodiert fur ale inneren Strukturproteine des Partikels. Von 5" nach 3
liegen die Sequenzen fir die Untereinheiten Matrix (MA), Kapsid (CA) und
Nukleokapsid (NC). Im Partikel (Fig. 1) interagieren die NC-Proteine Uber basische
Bereiche und ein bis zwei Cys-His-Boxen, die Ahnlichkeit zu nukleinsiurebindenden

Zink-Finger-Motiven aufweisen, mit den RNA-Genomen. CA as weiteres Gag-



Genprodukt formt das Viruskapsid oder Core, eine Proteinkapsel, die die RNA-Genome
und assoziierte NC-Proteine, sowie die pol-kodierten Proteine mit einschliefdt. Das
Kapsid ist meist sphéarisch geformt, aber auch konische oder zylindrische Formen sind
beschrieben. Zwischen dem Kapsid und der Virushtlle befindet sich das Matrix-Protein,
das am Aminoterminus meist myristiniert ist und so mit der Lipidmembran der Hulle
interagiert (Goff, 2001).

Das Pro-Gen, das die virale Protease (PR) kodiert, wird je nach dem Verhdltnis zu den
angrenzenden Leserastern Gag (z.B. bei ALV) oder Pol (z.B. bel HIV) zugeordnet, oder
als eigenes Gen bezeichnet, wenn das Pro-Leseraster sowohl gegentiber dem Gag- als
auch dem Pol-Leseraster verschoben ist, wie dies bei HTLV der Fall ist. Das
Genprodukt, die virale Protease, eine Aspartat-Protease, liegt im Inneren des Kapsides
als Dimer vor (Goff, 2001).

Stromabwaérts der Pro-Sequenzen liegt das Pol-Gen, das im 5"-Bereich fur die reverse
Transkriptase (RT) und am 3"-Ende fir die Integrase (IN) kodiert. Beide Genprodukte
befinden sich im Partikel im Inneren des Kapsides.

Das Env-Gen tragt die Sequenzen fur die beiden Glykoproteine der Virushille, das
Surface- (SU) und das Transmembranprotein (TM). Die Hulle besteht aus der
Phospholipiddoppelschicht der Wirtszellmembran. Das TM-Protein it mit einem
hydrophoben Bereich von etwa 20 Aminosduren in der Membran verankert, das SU-
Protein ist in der Regel nichtkovalent an den auf3erhalb der Membran gelegenen Teil
von TM gebunden (Modrow & Falke, 1997).

Bei komplexen Retroviren schlief3en sich nach den Genen fur Gag, Pro, Pol und Env
noch weitere akzessorische Gene zur Regulation der Genexpression an. In 1.1.4 ist der
Aufbau von HIV als Beispiel fur ein komplexes Retrovirus naher erlautert.

Vor dem Beginn der U3-Region befindet sich noch der Polypurintrakt (PPT), ein
Bereich von mindestens 9 A- oder G-Basen, der fir die Initiation der +Strang DNA bei
der reversen Transkription wichtig ist (Coffin, 1990).

Zwischem dem PPT und dem 3"R-Bereich liegt die U3-Region (unique 3). Sie enthalt
wie die U5-Region fur die Integration wichtige Sequenzen. Zusétzlich tragt sie aber
auch noch den viralen LTR-Promotor, der die Genexpression des integrierten Provirus

steuert, und cis-aktive Elemente, die Uber Interaktion mit zellularen, oder bei komplexen



Retroviren auch viralen Faktoren, die Genexpression regulieren (Modrow & Falke,
1997)

1.1.3 Replikation der Retroviren

Am Beginn des retroviralen Replikationszyklus steht die spezifische Interaktion mit
einem zelluldren Rezeptor und die Einschleusung des Partikelkerns in das Zellinnere.
Die dabei ablaufenden Mechanismen sind im Detail noch nicht geklért. Die SU-
Untereinheit erkennt spezifisch ein zelluldres Oberflachenprotein. Dies fuhrt vermutlich
zu einer Konformationséanderung der Env-Proteine, die eine durch die TM-Untereinheit
vermittelte Fusion der Virushille mit der Zellmembran ermoéglicht. Das Kapsid wird
dabei in das Zellinnere ausgestilpt (Goff, 2001). Heute kennt man die zelluléren
Rezeptoren fir eine Vielzahl von Retroviren. Das CD4-Oberflachenprotein, das als
Hauptrezeptor essentiell fur eine Infektion mit HIV-1 ist, wurde als erstes identifiziert
(Dalgleish et a., 1984; Klatzman et a., 1984).

Nachdem das Kapsid in das Zytoplasma entlassen wurde, beginnt die reverse
Transkription. Diese findet in einem Komplex statt, der mindestens aus NC, RT und IN
sowie der genomischen RNA besteht (Bowerman et al., 1989). Die Gag-Proteine
mussen hierfir in prozessierter Form vorliegen, d.h. das Gag-V orléuferpeptid muss von
der viralen Protease in die reifen Untereinheiten gespalten worden sein (Goff, 2001).
Die Schltsselrolle spielt die pol-kodierte reverse Transkriptase, eine von divalenten
Kationen (Mg*" oder Mn?*) abhangige DNA-Polymerase, die sowohl RNA als auch
DNA als Vorlage nutzen kann. Sie besitzt keine Proofreading-Aktivitét, was dazu fuhrt,
dass mit einer Wahrscheinlichkeit von 10° bis 10* Mutationen geschehen. Der
carboxyterminale Bereich der RT besitzt RNase H-Aktivitét, ist also in der Lage, die
RNA in RNA-DNA-Hybriden abzubauen (Cullen, 1990; Modrow & Falke, 1997).

Die reverse Transkription ist ein komplexer Prozess, der in Fig. 3 schematisch
dargestellt ist. Beginnend am 3"-Ende der an die PBS gebundenen tRNA wird von der
reversen Transkriptase zunachst in 5°-3"-Richtung eine komplementéare —Strang strong-
stop DNA Uber die U5- und R-Region synthetisiert. Der RNase H-Anteil der RT baut
dabel den RNA-Anteil des RNA-DNA-Hybrides ab, bevor die strong-stop DNA vom
5°- zum 3-Ende des Genoms springt und dort Uber die komplementdren R-Regionen
interagiert. Jetzt wird die Verlangerung der strong-stop DNA zur langen —Strang DNA
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Fig. 3

Mechanismus der reversen Transkription (Coffin, 1990). Feine Linien représentieren RNA,
mittelstarke —Strang DNA und fette Linien markieren +Strang DNA. (1) Synthese von —Strang strong-
stop DNA, (2) 1. Umlagerung, Synthese (3) der langen —Strang DNA und (4) von +Strang strong-stop
DNA, (5) Bildung eines zirkuldaren Intermediates, (6) Vervallstdndigung der — und +Strang DNA zur
linearen Virus-DNA. PB = Primer Binding Site, PP = Polypurintrakt



Uber das gesamte Genom bis zur PBS mdglich. Im nun vorliegenden RNA-DNA-
Hybrid kann der RNA-Anteil wieder durch die RNase H abgebaut werden. Lediglich
der PPT am 3'-Ende des Genoms ist zunéchst gegen den Abbau resistent und dient als
Primer fur die Synthese der +Strang strong-stop DNA, wird aber schlief3lich auch
eliminiert. Die +Strang strong-stop DNA erstreckt sich tber U3, R, U5 und die PBS.
Die nun nicht mehr bendtigte tRNA wird durch RNase H abgebaut. Jetzt kann eine
zweite Umlagerung erfolgen, die +Strang strong-stop DNA kann tber die PBS mit der
langen —Strang DNA hybridisieren. Dies geschieht in Form eines zirkuléren
Intermediates. Nun konnen + und —Strang DNA vervollstandigt werden und der Zirkel
Offnet sich zur linearen Virus-DNA, die an beiden Enden jetzt eine vollstdndige LTR
(Long Terminal Repeat) mit U3-, R- und U5-Region in 5°-3"-Abfolge besitzt (Goff,
2001).

Die lineare VirussDNA gelangt als Préintegrationskomplex mit Kapsidkomponenten
entweder nach der Auflosung und Wiederherstellung der Zellmembran im Rahmen der
Mitose oder im Falle von Lenti- und Foamyviren durch aktiven Transport in den
Nukleus (Bukrinsky et al., 1992; Saib et al., 1997).

Die Integration des Provirus in das Wirtszellgenom ist ein essentieller Schritt im
Replikationszyklus der Retroviren. Er wird durch die pol-kodierte Integrase vermittelt,
die entweder als Dimer oder aber auch als Tetramer auftritt. Sowohl ein DNA-
bindendes Zink-Finger-Motiv im N-terminalen Bereich, as auch die sauren
Aminosauren eines DD35E-Motivs im aktiven Zentrum sind hochkonserviert (Goff,
2001; Kulkosky et al., 1992).

Die virale Integrase schneidet zunéchst die auf3eren Enden der LTRs, die z.B. bel MuLV
aus einem CATT-Motiv (inverted repeat) bestehen (Fig. 4). Je ein TT-Dinukleotid wird
entfernt, an beiden Seiten verbleiben UGberhdngende 5-Enden aus je zwei
Adenosinresten. Durch eine Umlagerung der Phosphodiesterbindungen wird die
zellulzre DNA gedffnet, wobei 5-Uberhdnge von vier bis sechs Basen entstehen.
Gleichzeitig erfolgt die Verknipfung der 5°-terminalen Basen der Wirtszell-DNA mit
den 3’-terminalen Basen des Provirusgenoms. Die viralen 5-AA-Uberhange bleiben
dabei frei. Die Erganzung der Liicken und der Abbau der 5'-Uberhénge erfolgt durch

zelluldre Reparaturenzyme. So werden die flankierenden zelluldren Sequenzen



verdoppelt, wahrend von der linearen VirussDNA die jeweils endstandigen zwei

Basenpaare verloren gehen (Goff, 2001).
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Fig. 4:

Umorganisation der DNA-Sequenzen bei der Integration der Virus-DNA in das Wirtszellgenom.
Vier bis sechs Basenpaare der zelluléren DNA werden verdoppelt, wéhrend an den Enden der linearen
virdlen DNA jeweils zwel Basenpaare verloren gehen. ABCD symbolisieren vier beliebige Nuklectide,
komplementére Basen sind durch horizontal e Spiegelung dargestel It.

Mit der Integration des Provirus endet die frihe Phase der Infektion und geht in die
gpéte Phase Uber. Die U3-Region enthalt den LTR-Promotor mit TATA- und CCAAT-
Box als typische Konsensus-Sequenzen und Enhancer-Elemente, die Uber Interaktion
mit zelluldren Faktoren die Expression regulieren. Komplexe Retroviren exprimieren
zusatzlich zu den Proteinen einfacher Retroviren regulatorische Proteine, wie Tax bel
HTLV-1, das als Transaktivator die Aktivitét des U3-Promotors steigern kann, oder Tat
bei HIV-1, das tUber Wechselwirkung mit einem RNA-Element (TAR) die Elongation
der Transkripte ermoglicht (Goff, 2001).

Die Transkription der viralen RNA erfolgt durch die zelluldare RNA-Polymerase 11 und
beginnt am Ubergang U3-R. Sie endet stromabwarts des retroviralen Genoms in der
zelluldren DNA. Zelluldre Mechanismen modifizieren die RNA, indem sie am 5 -Ende
ein Cap anfiigen und das 3"-Ende nach einer Spaltung an der R-U5-Grenze mit einem
Poly-A-Schwanz versehen. Die meisten Retroviren haben ein AAUAAA-Motiv als
Polyadenylierungssignal in der R-Region (Goff, 2001).

Alle Orthoretroviren benutzen ein solches RNA-Transkript in voller Lange (Fig. 2) als
RNA-Genom fur neue Viren und als mRNA fir die Expression von Gag, Pro und Pol.
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Einfache Retroviren generieren lediglich eine gespleiite RNA. Diese wird zur
Expression von Env verwendet. Komplexe Retroviren nutzen dagegen mehrere
subgenomische RNAs fiur die Synthese von Env und akzessorischen Proteinen. Alle
gespleifiten RNAs werden durch Verwendung desselben 5°-Spleil3donators, meist im
Leader-Bereich (Fig. 2), in Kombination mit verschiedenen stromabwaérts gelegenen
Spleil3donatoren und -Akzeptoren hergestellt und haben jeweils die terminalen 5°- und
3"-Enden mit der genomischen RNA gemeinsam. Die Leseraster subgenomischer RNAs
besitzen eigene Startcodons (Coffin, 1990).

Die prozessierten RNAs werden aus dem Nukleus in das Zytoplasma transportiert und
stehen dort fr die Verpackung in Viruspartikel oder fur die Translation zur Verfligung.
Die RNA-Transkripte voller Lange werden fur die Synthese von Gag- und Pol-
Vorlauferproteinen genutzt. In etwa 5% der Félle liest das Ribosom die RNA nicht nur
bis zum Gag-Stopcodon ab, sondern translatiert auch noch die pol-kodierenden
Sequenzen zur Produktion des Gag-Pol-Vorlauferproteins. Fiir dieses Uberlesen des
Stopcodons gibt es zwei verschiedene Mechanismen. Liegen Gag und Pol nicht im
selben Leseraster (bei Alpharetroviren und Lentiviren), ermoglicht eine RNA-
Haarnadelschleife in Verbindung mit einer homopolymeren Oligo-A oder Oligo-U-
Region das Ruckwartsrutschen des Ribosoms um eine Base. Das nun in einem anderen
Leseraster liegende Gag-Stopcodon wird nicht erkannt. Bel einem von Gag und Pol
unterschiedlichen Pro-Leseraster (bei Beta- und Deltaretroviren) erfolgen zwei
Rasterwechsel zur Synthese eines Gag-Pro-Pol-Vorlauferproteins.
Die andere Mdglichkeit ist eine Unterdriickung des Gag-Stopcodons durch Verwendung
einer Glutamin-tRNA anstelle des Abbruches der Translation bei Gamma und
Epsilonretroviren, bei denen Gag, Pro und Pol im gleichen Leseraster liegen (Goff,
2001).

Die an freien Ribosomen translatierten Gag-Vorlauferproteine figen sich entweder
bereits im Zytoplasma zu Virionen zusammen (B- und D-Typ Viren) oder erst nach dem
Transport zur Zellmembran (C-Typ Viren). Dabel werden tber die Gag-Pro bzw. Gag-
Pro-Pol-Vorlaufer auch Pro- und Pol-Proteine mit eingebaut. Uber Wechselwirkung der
Cys-His-Boxen des NC-Anteils von Gag mit dem Verpackungssignal ¢ der
genomischen RNA werden zwei RNA-Genome ins Partikel gebracht. Auch ein

Gemisch zellulérer tRNAs wird mitverpackt.
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Der Aminoterminus des Env-Proteins besteht aus einer hydrophoben Signalsequenz, die
die wachsende Peptidkette ins rauhe endoplasmatische Retikulum leitet, dort aber von
einer Signalase abgespalten wird. Das Protein wird glykolysiert, vermutlich zu
Trimeren oligomerisiert und in den Golgi-Apparat exportiert. Dort werden die
Kohlenhydratketten modifiziert und der Vorléufer von einer Furinprotease in die SU-
und TM-Untereinheiten gespalten. Nach dem Transport zur Zellmembran erfolgt die
Interaktion des zytoplasmatischen Teils von TM mit dem Gag-Aminoterminus.

Die so entstehenden Partikel sind noch unreif und erlangen ihre Infektiositdt erst durch
Prozessierung der Vorlauferproteine. Die virale Protease schneidet sich zunéchst
autokatalytisch aus den Vorlaufern heraus, um diese dann als aktives Dimer in ihre
Untereinheiten zu spalten.

Das Partikel trennt sich durch Knospung von der Zelle und nimmt dabei einen Teil der
Zellmembran mit eingelagerten Env-Proteinen als Virushille mit (Goff, 2001).

1.1.4 HIV askomplexes Retrovirus
Als komplexes Retrovirus besitzt HIV-1 neben dem minimalen Satz retroviraler Gene
Gag, Pro, Pol und Env noch zusétzliche Leseraster fUr die Expression von sechs

regulatorischen oder akzessorischen Proteinen (Fig. 5).

HIV-1
SLTR 3LTR
gag B tat
[ pro pol R | rev B
U3RU5 vpu[[] [ nef ]usrus
I env |
Fig. 5

Struktur eines HIV-1-Provirus. Die allen Retroviren gemeinsamen Gene Gag, Pro, Pol und Env sind
farblos, die Gene fir die regulatorischen Proteine Tat und Rev sind schwarz und die Leserahmen fir die

akzessorischen Proteine Vif, Vpr, Vpu und Nef grau unterlegt.

Die unter der Kontrolle der 5LTR erzeugten RNA-Transkripte sind bei HIV
komplizierten Spleil3vorgangen unterworfen. Einfache Retroviren verwenden auf3er
genomischer RNA, die auch als mRNA fur Gag und Gag-Pro-Pol-Vorléuferproteine
dient, nur eine einfach gespleiRte MRNA zur Synthese von Env. In HIV-infizierten
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Zellen konnten mehr als 30 verschieden gespleifdte RNA-Transkripte gefunden werden
(Purcell & Martin, 1993; Schwartz et al., 1990). Mdglich wird dies durch die alternative
Kombination von 5 Spleifl3donatoren mit mehr als 10 Spleil3akzeptoren. Dabei entstehen
neben der ungespleifdten genomischen RNA partiell gespleiRte RNA-Molekile fur die
Expression von Vif, Vpr, Vpu und Env und mehrfach oder komplett gespleif3te RNAs
fur die Synthese der Tat-, Rev- und Nef-Proteine. Dasselbe Proteine kann so von
mehreren unterschiedlichen Spleil3produkten translatiert werden (Freed & Martin,
2001).

Zwei der zusétzlichen Proteine, Tat und Rev, sind Regulatoren der Genexpression. Das
Tat-Protein (transactivator of transcription) ist fur die Replikation von HIV essentiell
und wird frih im Infektionszyklus synthetisiert. Es existiert in zwel Varianten: Einmal
als 101 AS grol3es Produkt zweier Exons und als mit 72 AS kirzere Variante, die nur
von einem Exon kodiert wird. Ohne die Anwesenheit von Tat im Nukleus kommt es
zum vorzeitigen Abbruch der Transkription mit der Bildung unterschiedlich langer
insuffizienter RNAs. Tat bindet im Zellkern zundchst an den zelluléaren
Elongationsfaktor P-TEFb und dann an TAR (transactivator response region), ein RNA-
Element, dass am 5°-Terminus aller viralen Transkripte vorhanden ist. Eine so an den
Ort der Transkription gebrachte Untereinheit von P-TEFb kann nun die Polymerase 11
phosphorylieren, wodurch die Bildung langer Transkripte ermdglicht wird (Freed &
Martin, 2001).

Das Rev-Protein (regulator of expression of virion proteins) ist ein posttranskriptionaler
Regulator der Genexpression. Es ist 116 AS lang, liegt als Multimer vor und wird von
zwel Exons translatiert, die mit denen von Tat Uberlappen. Ohne die Anwesenheit von
Rev werden lediglich die mehrfach gespleidten mRNAS, die fur Tat, Rev und Nef
kodieren, vom Kern in das Zytoplasma exportiert. Translatiertes Rev kann dann tber
Interaktion mit zelluldren Transportproteinen der Importin-B-Gruppe und dem
Kernporenkomplex in den Zellkern eindringen (Freed & Martin, 2001). Dort bindet es
an das RRE (rev response element), ein RNA-Element im Env-Gen, das auf allen
einfach oder ungespleif3ten viralen RNAs vorhanden ist. Diese fur Gag, Gag-Pro-Pol,
Env, Vif, Vpr oder Vpu kodierenden RNAs kdnnen nun Uber erneute Interaktion von
Rev mit zelluldren Transportmechanismen in das Zytoplasma exportiert werden
(Modrow & Falke, 1997).
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Die akzessorischen Proteine Vif, Vpu, Vpr und Nef sind fir die Replikation in vitro
nicht unbedingt notig, haben aber ihre Bedeutung bei der Replikation in vivo und fur die
Pathogenese von HIV.

Das Vif-Protein (viral infectivity factor) wird von einem Leserahmen translatiert, der
mit Pol und Vpr Uberlappt. Seine Bedeutung ist noch nicht vollstandig gekléart. In
manchen Zelllinien produzierte vif-defekte Viren sind aufgrund einer inkompletten
reversen Transkription nicht infektios. Auch wurde bei diesen Viren eine veranderte
Partikelmorphologie beobachtet (Modrow & Falke, 1997).

Das Vpr-Gen (viral protein rapid) tUberlappt mit dem Vif- und Tat-Leseraster. Es wird
durch Interaktion mit dem C-Terminus des Gag-Proteins in das Partikel eingebaut.
Vermutlich ist Vpr am aktiven Transport des Préintegrationskomplexes in den Zellkern
beteiligt, der es HIV im Gegensatz zu den meisten anderen Retroviren ermoglicht, nicht
proliferierende Zellen zu infizieren. Auch eine schwache Transaktivierung der viralen
LTR durch Vpr und eine Arretierung infizierter Zellen in der Gy-Phase des Zellzyklus
ist beschrieben (Freed & Martin, 2001).

Das ausschliefdlich in HIV-1 und SIV der Schimpansen (SIVcpz) kodierte Vpu-Gen
(viral protein u) wird von einer bicistronischen Vpu-Env-mRNA transatiert. Das
Produkt ist ein Membran-Phosphoprotein, das als Multimer vorliegt und kationen-
selektive lonenkandle bildet (Ewart e al., 1996). In Abwesenheit von Vpu ist die
Freisetzung viraler Partikel vermindert. Im endoplasmatischen Retikulum vermittelt
Vpu die Degradation von CD4 und verhindert so eine Komplexbildung zwischen CD4
und dem Env-Vorlauferprotein (Freed & Martin, 2001).

Der Leserahmen des Nef-Proteins (negative factor) Uberlappt mit der U3-Region der
3'LTR. Frihere Berichte Uiber einen negativ-regulierenden Einfluss auf die LTR wurden
widerlegt. Nef it ein membranassoziiertes Protein, das in der Lage ist, die Expression
von CD4- und MHC-I-Molekilen auf der Zelloberflache zu reduzieren, die virale
Infektiositdt zu erhdhen und moglicherweise in die zelluléare Signaltransduktion
einzugreifen (Freed & Martin, 2001).



-14 -

1.15 Vereinfachungretroviraler Genome

Das Bovine Leukéamie Virus (BLV) ist ebenfalls ein komplexes Retrovirus. Im 3'-
Bereich des Genoms befinden sich die Leseraster fur die beiden Proteine Tax und Rex,
die von mehrfach gespleifdten mRNAS transkribiert werden und mit den cis-aktiven
Sequenzen TRE (tax response element) bzw. RXRE (rex response element) fur eine
Regulation der Genexpression sorgen. Das Tax-Protein bewirkt zusammen mit dem
TRE in der 5'U3-Region eine Aktivierung der Transkription. Rex ist mit dem Rev-
Protein bei HIV vergleichbar und fordert tber Wechselwirkung mit dem RxRE in der
3'R-Region den nukledren Export ungespleifldter genomischer und einfach gespleil3ter
Env-mRNA. Tax und Rev sind beide fur die Replikation von BLV essentiell.
Boris-Lawrie et al. beschrieben die tax- und rex-unabhangige Replikation einer
vereinfachten BLV-Variante mit hybrid konstruierten LTRs (Fig. 6). Die terminalen
Integrationssequenzen von BLV wurden beibehalten, die restliche U3- und die R-
Region stammte vom Spleen Necrosis Virus (SNV), einem einfachen Retrovirus ohne
Abhangigkeit von einem transkriptionalen Transaktivator wie Tax. Auf diese Weise
wurden das TRE und das RXRE eliminiert und eine tax-unabhangige Transkription
erreicht. Die U5-Bereiche, die Gene Gag, Pro, Pol und Env, sowie der PPT, die PBS
und das Verpackungssignal von BLV waren erhalten, die Leserahmen fur Tax und Rex
jedoch deletiert. Um rex-unabhangige Expression zu erreichen, wurden die Splice-
Stellen fur die Env-mRNA entfernt und das Env-Gen unter der Kontrolle eines IRES-
Elementes von einer polycistronischen Gag-Pro-Pol-Env-mRNA translatiert (Boris-
Lawrie & Temin, 1995; Boris-Lawrie et a., 1997).

att Us att us
PBS IRES PPT
U3 |R w—' gag pro pol |—| env I— U3 R
SNV SNV
Fig. 6:

Struktur der vereinfachten BLV-Variante (Provirus) nach BorisLawrie e al. (1997). Die U3-
Region bis auf die Integrationssequenzen (att) und die R-Region stammen vom SNV (grau hinterlegt), das
IRES-Element vom Poliovirus (Beschriftung wie Fig. 2).
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Die Replikationskompetenz dieser vereinfachten BLV konnte tUber mehrere Passagen in
Zellkulturen nachgewiesen werden. Bel in vivo Infektions-Experimenten mit Ratten
wurde gezeigt, dass eine mit Wildtyp-BLV vergleichbare serologische | mmunantwort
auftritt und mindestens ein Replikationszyklus in mononukledren Zellen des peripheren
Blutes moglich ist (Boris-Lawrie et a., 1997).

Es wurden auch partiell vereinfachte HIV-1-Varianten beschrieben, bei denen Telle des
Enhancer-Bereichs der U3-Region durch ein immediate early gene Enhancer-Fragment
des Cytomegalievirus ersetzt wurden. Diese Viren waren auch nach funktionaler
Deletion des Tat-Gens durch Einfuhrung von Stopcodons in einigen Zellkulturen

lymphoiden Ursprungs replikationsfahig (Chang & Zhang, 1995).

1.2 Die Sonderstellung der Foamyviren

1.2.1 Geschichteder Foamyviren

Foamyviren (Spumaviren) werden wegen einiger Besonderheiten ihrer Replikation
(su.) den Orthoretroviren gegenubergestellt. lhren Namen verdanken sie dem
charakteristischen zytopathischen Effekt (CPE) in infizierten Zellkulturen. Es bilden
sich grof3e multinukleére Synzytien mit einem schaumig (engl.: foamy) erscheinenden
polyvakuolisierten Zytoplasma.

Erstmals beschrieben wurden sie 1954 in Zellkulturen aus Affennierengewebe (Enders
& Peebles, 1954). 1971 gelang die Isolation eines Foamyvirus aus lymphoblastoiden
Zellen eines Patienten mit Nasopharynxkarzinom (Achong et al., 1971), die erste
Isolation eines Retrovirus aus menschlichem Gewebe Uberhaupt. Das Virus wurde
Humanes Foamy Virus (HFV) bzw. Humanes Spumaretrovirus (HSRV) genannt, spater
wurden infektiose Klone etabliert (Rethwilm et al., 1990; Lochelt et al., 1991).

Auch in vielen anderen Spezies wurden Foamyviren nachgewiesen, darunter in vielen
Primaten, Katzen (Riggs et al., 1969), Rindern (Malmquist et al., 1969) und Pferden
(Tobaly-Tapiero et al., 2000).

Im Laufe der Zeit wurden Foamyviren mit einer Vielzahl unterschiedlicher
Erkrankungen in Verbindung gebracht. Darunter z.B. Chronische Myeloische Leukamie
(Young et al., 1973), Amyotrophe Lateralsklerose (Westarp et al., 1992), Morbus
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Basedow (Wick et al., 1993) und viele andere. Heute besteht weitgehend Konsens
dartiber, dass Foamyviren trotz des spektakuldren CPEs, der in vitro in Zellkulturen
auftritt, in vivo apathogen sind (Linial, 2000). Lediglich fur immuninkompetente
Nacktmause kann die Infektion lethal sein (Imrich et a., 1999).

Frihe serologisch orientierte Prévalenzstudien ergaben eine endemische Verbreitung
der Foamyviren in der Bevolkerung der pazifischen Inseln und Afrikas (Achong &
Epstein, 1978; Achong & Epstein, 1983; Loh et al., 1980; Mdller et al., 1980). Neuere
Untersuchungen mit mehreren kombinierten Testmethoden konnten jedoch zeigen, dass
es kein natrliches Reservoir fir Foamyviren in der menschlichen Bevolkerung gibt.
Lediglich bei Laborpersonal mit Kontakt zu Affen konnten akzidentelle
Foamyvirusinfektionen bestatigt werden (Schweizer et al., 1995; Schweizer et al., 1997,
Ali et a., 1996; Heneine et al., 1998). Eine horizontale Ubertragung auf andere
Menschen konnte dabei bisher nicht nachgewiesen werden (Callahan et al., 1999).
Weiterhin konnte durch Sequenzvergleiche gezeigt werden, dass HFV nahezu identisch
zu Isolaten von SFV aus Schimpansen ist (Herchenrdder et a., 1994). Dies und die
Tatsache, dass Menschen offenbar keine nattrlichen Wirte fir Foamyviren sind, fuhrte
dazu, dass HFV mehrfach umbenannt und seither als SFVcpz(hu), CFV/hu
(Chimpanzee Foamy Virus strain human) bzw. PFV-1 (Primate Foamy Virus Type 1)
bezeichnet wird.

Wissenschaftliches Interesse erlangten Foamyviren in jingeren Zeit vor allem durch die
Aufdeckung ihrer funktionalen Mittelstellung zwischen Retro- und Hepadnaviren
einerseits (Rethwilm, 1996; Linial, 1999) und Retroviren und Retrotransposons
(Heinkelein et al., 2000) andererseits.

1.2.2  Foamyviren sind komplexe Retroviren

Foamyviren sind 100 - 140nm grof3e sphérische Partikel, die im Unterschied zu anderen
Retroviren eine Vielzahl 5 — 15nm grof3e Spikes auf der Oberflache tragen. Das Core
erscheint im EM im Vergleich zu anderen Retroviren unreif (Saib et al., 1995).
Aufgrund ihres Genomaufbaus werden die Foamyviren den komplexen Retroviren
zugeordnet. Neben den Ublichen retroviralen Genen Gag, Pro, Pol und Env tragen sie
zwei zusétzliche offene Leserahmen Bel-1 und Bel-2 (between Env and LTR), die fir
akzessorische Proteine kodieren (Rethwilm et al., 1987). Die Struktur des proviralen
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Genoms und die durch Verwendung beider Promotoren und verschiedener Spleif3stellen
entstehenden RNA-Transkripte sind in Fig. 7 schematisch dargestellt.

Das Genom ist mit 12 — 13kb das Langste unter den Retroviren und besitzt wie das
Genom der Lentiviren in der Mitte einen zweiten PPT. Neben 5 im Genom gelegenen
Verpackungssignalen wurden weitere cis-aktive Sequenzen im Pol-Bereich gefunden,
die fur die effiziente Verpackung von Vektoren bendtigt werden (Erlwein et al., 1998;
Heinkelein et a., 1998).

In chronisch infizierten Zelllinien wird eine durch alternatives Splei3en verkirzte
Variante mit einer 301bp Deletion im Bel-1-Leserahmen (ATas) gefunden, die als
defective interfering virus (DI) wirkt (Saib et al., 1993).

PFV-1

5LTR tagbel-1 3LTR

[ pro pol |
| |

| gag | il

U3RU5 | env

be-2 [ U3RUS
g —

prégenomisch, Gag

RNAs

ATas

Pro-Pol

Env

Env-Bet

Tas

Bet

Tas

Bet

Tas

Bet

Fig. 7:
Struktur des proviralen Genoms von PFV-1. Die akzessorischen Leserahmen Bel-1 und Bel-2 sowie
das Bet-Genprodukt sind grau unterlegt. Mit Strichen dargestellt sind die unterschiedlich gespleif3ten

RNA-Transkripte. Unterbrechungen symbolisieren entfernte Introns. |P = Interner Promotor.
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Das Genom wird von den beiden LTRs flankiert, die 5° mit der U3-Region beginnen.
Diese enthélt neben den terminalen Integrationssequenzen mehrere Bindungsstellen fir
zelluldre Transkriptionsfaktoren (Maurer et al., 1991) und Erkennungsstellen fir den
transkriptionalen Transaktivator Tas (Erlwein & Rethwilm, 1993).

Nach der 5'LTR und einer kurzen Leadersequenz folgt das Gag-Gen. Es wird von der
genomischen RNA transatiert. Das synthetisierte 71kD Vorlauferprotein wird teilweise
am Carboxyterminus von der viralen Protease gespalten, so dass im Partikel beide
Formen p71 und p68 vorliegen. Diese Spaltung ist fur die Infektiositét essentiell (Enssle
et a., 1997). Eine Teilung in die Komponenten MA, CA und NC wie bei anderen
Retroviren findet jedoch nicht statt (Pfrepper et al., 1999). Im Gegensatz zu den meisten
anderen Retroviren ist das foamyvirale Gag-Protein nicht myristiniert und enthalt statt
der Ublichen Cys-His-Boxen drei Glycin-Arginin-reiche basische Boxen (GR-Boxen).
GR1 wirkt als nukleinsaurebindende Doméne, wahrend GR2 als NLS fir die nukledre
Lokalisation des Gag-Proteins verantwortlich ist (Schliephake & Rethwilm, 1994). Das
Core-Protein des Hepatitis-B Virus (HBV) interagiert ebenfalls tGber Glycin-Arginin-
reiche Boxen mit Nukleinsauren.

Das Pol-Gen uberlappt 22nt mit dem Gag-Gen und ist im Leseraster um +1 gegentiber
Gag verschoben. Pol wird wie das HBV-P-Protein anders als bei allen anderen
Retroviren von einer eigenen gespleifdten Pol-RNA translatiert (Enssle et al., 1996;
Jordan et al., 1996). Das 127kD-Vorléuferprotein wird im Partikel teils autokatalytisch
von der viralen Protease in die Untereinheiten gespalten. Im Unterschied zu den Ubrigen
Retroviren findet man in infizierten Zellen nur eine 80kD PR-RT- und eine 40kD IN-
Untereinheit. Das aktive Zentrum der Integrase beinhaltet das tbliche DD35E-Motiv.
Da kein Gag-Pro-Pol-Fusionsprotein existiert, ist noch unklar, wie die Pol-Genprodukte
ins Partikel gelangen.

Das Env-Protein wird wie bei anderen Retroviren von einer einfach gespleifldten mRNA
translatiert. Der 130kD-Vorlaufer wird durch eine zellulére Protease in die gp80 SU-
und gp48 TM-Untereinheit gespalten. Wie das HBV-S enthdlt die TM-Untereinheit ein
ER retrieval signal (Goepfert et al., 1997), das den Transport an die Zelloberflache
hemmt. Im Gegensatz zu anderen Retroviren ist die Knospung der Partikel ohne Env
genauso unmdglich (Baldwin & Linial, 1998; Fischer et al., 1998) wie eine
Pseudotypisierung mit heterologem Env (Pietschmann et al., 1999). Die Funktion eines
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kirzlich entdeckten 170kD Env-Bet Fusionsproteins, das durch mehrfaches Spleif3en
entsteht, ist unbekannt (Lindemann et a., 1998).

Die zusétzlichen Leserahmen Bel-1 und Bel-2 werden unter der Kontrolle eines internen
Promotors (IP) im Env-Gen transkribiert (Lochelt et al., 1993). Diesist unter Retroviren
einmalig und wird durch das Fehlen eines posttranskriptionalen Regulators, wie Rev bei
HIV-1, nttig. Wéahrend der LTR-Promotor ohne Tas fast gar keine Transkription
zuldsst, besitzt der | P eine deutliche Basalaktivitét (Yang et a., 1997).

Der transkriptionale Transaktivator Tas (36kD) wird durch das Bel-1-Gen kodiert und
ist fur die Replikation essentiell (Keller et al., 1991; Rethwilm et al., 1991). Er bindet
sequenzspezifisch an die TREs und aktiviert sowohl den U3-Promotor der LTR als auch
den internen Promotor (He et al., 1996).

Das Bet-Protein (60kD) entsteht durch Translation einer multigespleif3ten mRNA. Die
ersten 88 AS sind Bel-1-, der Rest Bel-2-kodiert. Die Funktion des Bet-Proteins ist noch
unklar. Fur die Replikation in vitro ist es nicht essentiell. Bet-defekte Mutanten
erreichen bei gleichen intrazelluldren Partikelzahlen jedoch nur um etwa den Faktor 10
reduzierte extrazellulére Virustiter (Yu & Linial, 1993). Bet wird von den Zellen in den
Uberstand abgegeben und stabil bet-exprimierende Zelllinien zeigten sich resistent
gegen Superinfektion (Bock et al., 1998). Vermutet wird eine Funktion des Bet-Proteins
fur die Persistenz des Virusin vivo (Linial, 1999; Lecellier & Saib, 2000).

1.2.3 Replikation der Foamyviren

Der Replikationsmechanismus der Foamyviren unterscheidet sich in vielen Punkten
erheblich von dem retroviraler Prototypen und &hnelt in Teilaspekten dem von
Hepadnaviren und Retrotransposons.

Foamyviren besitzen keinen posttranskriptionalen Regulator. Die zeitliche Koordination
der Proteinexpression wird durch das Zusammenspiel von Tas und TRES geregelt. Der
IP hat eine deutliche Basalaktivitét, wahrend der U3-Promotor ohne Tas fast inaktiv ist
(Yang et al., 1997). So werden |P-gesteuert zunéchst Tas und Bet synthetisiert. Das
TRE des IP hat eine hdhere Affinitét zu Tas as die TREs des U3-Promotors (Kang et
al., 1998). Tas stimuliert also seine eigene Expression, bis es ausreichend vorhanden i<,
um die Transkription genomischer RNA und der mRNAs fir Pol und Env zu

ermoglichen.
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In foamyvirus-infizierten Zellen ist die grof3e Menge linearer nichtintegrierter DNA
aufféllig (Schweizer et al., 1989). Diese ist von proviraler Lange und enthalt eine
einzelstrangige Lucke, vermutlich aufgrund der diskontinuierlichen +Strang DNA-
Synthese bei zwei PPT (Kupiec et a., 1988). Weiterhin konnte in einem Teil der
Viruspartikel statt RNA DNA nachgewiesen werden (Yu et al., 1996). Durch Versuche
mit dem RT-Hemmer Azidothymidin konnte schliefdlich gezeigt werden, dass die
reverse Transkription bei Foamyviren wie bel Hepadnaviren nicht friih, sondern spat im
Replikationszyklus stattfindet, d.h. groftenteils vor Freisetzung der neu gebildeten
Partikel (Moebes et al., 1997), und dass die so synthetisierte DNA infektios ist (Yu et
al., 1999).

Die Integration der proviralen DNA scheint bel Foamyviren mit einer asymmetrischen
Prozessierung der viralen DNA einherzugehen. Wahrend am 3'-Ende das terminale
CAAT-Motiv bei Integration zu CA reduziert wird, bleiben die Nukleotide am 5'-
Terminus (TGTG) vollsténdig erhalten. Vier Basenpaare der zelluldren DNA werden
verdoppelt (Enssle et al., 1999).

Kirzlich konnte gezeigt werden, dass Foamyviren zu einem intrazelluldren
Replikationszyklus fahig sind. Durch die spéae reverse Transkription ist es ihnen
madglich, die neu entstandene virale DNA in den Zellkern zu importieren und dort als
weltere Proviruskopien zu integrieren. In dieser Hinsicht verhalten sich Foamyviren wie
Retrotransposons  (Heinkelein et al.,, 2000). Dies &hnelt auch dem
Replikationsmechanismus der Hepadnaviren, bei denen die intrazelluldre Replikation
als Mechanismus der Persistenz bendtigt wird, da Hepadnaviren im Unterschied zu
Retroviren nicht in das Genom der Wirtszelle integrieren (Nassal & Schaller, 1993).

Die Knospung der fertigen Partikel erfolgt im Falle von PFV-1 grofdtenteils intrazellulér
indas ER, nur ein geringer Teil wird von der Zellmembran aus freigesetzt.
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1.3  Zidsetzung der Arbeit

Fur das komplexe Retrovirus BLV konnte bereits gezeigt werden, dass eine genetische
Vereinfachung und damit Replikation unabhangig von den regulatorischen Proteinen
nur mit den Genen Gag, Pro, Pol und Env mdglich ist. Foamyviren sind ebenfalls
komplexe Retroviren, die sich jedoch in vielen Punkten von allen anderen Retroviren
deutlich abgrenzen und eine funktionale Mittelstellung zwischen Retroviren,

Retrotransposons und Hepadnaviren einnehmen. Die Ziele dieser Arbeit waren deshalb:

1. Konstruktion einer genetisch vereinfachten Variante des PFV-1 durch Einfuhrung
eines konstitutiv aktiven Promotors in einer hybriden LTR und Deletion der
akzessorischen Gene.

Untersuchung der Replikationskompetenz und Stabilitét der vereinfachten Viren.
Versuche zur Steigerung des erreichbaren Virustitersin zellfreien Kulturiberstanden.
Analyse der Promotor-Aktivitét der hybriden LTR.

Untersuchung der Bedeutung einer funktionsfahigen Integrase fur die Replikation der

a ~ w N

vereinfachten Viren.
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2.1 Gerdteund Materialien

Autoklav
Bakterienbrutschrank
Bakterienschuittler
Blotkammer
Chamberslide-Objekttrager
Einmalpipetten (5ml, 10ml)
Einwegspritzen
Eismaschine
Elektrophoresegeréte
Elektrophoresekammern
FACScan
FACS-R6hrchen
Feinwaage

Filme

Filterpapier
Fluoreszenzmikroskop
Fotokamera
Gefrierschrank (-20°C)
Glasmaterial
Handschuhe

Heizblock

Kuhlschrank (+4°C)
Kunststoffmaterial
Laborwaage
Magnetrihrer
Mikroskop

Mikrowelle
Neubauerzahlkammer

Munchner Medizin Mechanik & Melag
Heraeus

Certomat H und R, Fa. B. Braun
Institutswerkstatt

Nunc

Hartenstein

Primo

Scotsman AF 10

Consort E 455, Pharmacia LKB MultiDrive XL
Institutswerkstatt

Becton & Dickinson

Hartenstein

Sartorius

Agdfa, Ilford, Kodak

Whatman

Zeiss

Nikon

Bosch

Hartenstein

Baxter

Thermostat 5320, Eppendorf
Bosch

Eppendorf, Greiner, Falcon, Nunc
Precisa 800 M-200 C

Flatspin 2

LeitzDM IL

Space Cube 40, Phillips

GLW



Nitrozellulosemembran
pH-Meter
Photometer
Pipetten
Pipettenspitzen
Quarzkivetten
Reaktionsgefalde
Rontgenfilme
Rotationsmischer
Sequenziergerét
Steril-Arbeitsbank
Sterilfilter
Thermocycler
Transilluminator
UV-Handlampe
Vakuumtrockner
Vortex
Wasserbad
Well-Platten
Wippe
Zellkulturbrutschrank
Zellkulturflaschen
Zentrifugen

Zentrifugenrotoren
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Schleicher & Schuill

Wissenschaftlich-technische Werkstétten Weilheim

Pharmacia

Gilson, Eppendorf
Hartenstein

Helma

Eppendorf, Sarstedt

Fuji RX, Kodak X-Omat AR

Heidolph
ABI 310, Perkin Elmer

Nuaire, Class |l Type A/B3

Millipore 0,45um
Perkin Elmer Cetus
MWG-Biotech
Bachofer

BioRad 583
Heidolph

IKA TER 2, MGW
Costar

Edmund Buhler
Heraeus

Greiner

Eppendorf 5417C
Heraeus

Hettich Rotanta
Sorvall RC 5B, Du Pont
Sorvall GS3, SS34
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2.2 Chemikalien

Wenn nicht anders angegeben wurden die Chemikalien von den Firmen Ferak, Merck,
Roth, Serva oder Sigma bezogen.

Acrylamid Gel40

Adenosintriphosphat (ATP)

Agarose Gibco
3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC)

Ammoniumpersulfat (APS)

Ampicillin

Amplify Amersham
Aprotinin

5-Azacytidin (AZC)

Bovines Serum Albumin (BSA)

Bromphenolblau (BPB)

1-Butanol

Calziumchlorid (CaCl, x 6 H20)

Chloroform

Desoxynukleotide (ANTPs) Roche-Boehringer
Dimethylformamid

Dinatriumhydrogenphosphat (NaxHPO,)

DTT (Dithioerythritol)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)  Gibco

E64

EDTA

Ethanol

Ethidiumbromid

Essigsaure

Fotales Kélberserum (FCS) Gibco
Geneticin (G418) PAN-Systems
Glucose

Glutamin Fluka
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Glutaraldehyd

Glycerol Applichem
Glycin

Hepes

| sopropanol Applichem

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO.)
Kaliumferricyanid

Kaliumferrocyanid
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2POy,)

Kristallviolett

LB Broth-Base Gibco
Luciferin

Magermilchpulver Wertkauf

Magnesiumacetat (MgOAC)
Magnesiumchlorid (MgCl, x 6 H,0)
Magnesiumsulfat (MgSO,)

Minimal Essential Medium (MEM)
Methanol

[B-Mercaptoethanol

MES (2-(N-Morpholino)-Ethansulfonsaure)
Natriumazetat

Natriumazid

Natriumbutyrat

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdesoxycholat
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCOs)
Natriumhydroxid (NaOH)

NP40

Penicillin Grunenthal



Pepstatin

Phenol

PMSF
Protein-A-Sepharose
Rainbow-Marker
Rubidiumiodid
Streptomycin
Sucrose
TEMED

Tricine

Tris

Triton X-100
Trypsin

Tween 20

Wasserstoffperoxid (H20,)

X-Gdl

2.3 Radiochemikalien

353 Promix

C-methylierter Proteinmarker CFA 755

24  Enzyme

Calf Intestine Phosphatase (CIP)

Klenow-Polymerase
Panscript-Polymerase

Powerscript-Polymerase (Pwo)

Proteinase K
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Pharmacia
Amersham

Hefa

Applichem
Roche-Boehringer

Amersham
Amersham

Roche-Boehringer
Roche-Boehringer
PAN-Systems

Roche-Boehringer
Roche-Boehringer



Restriktionsendonukleasen
RNase A

T4-DNA-Ligase
T4-DNA-Polynukleotid-Kinase

2.5 Kits
AmpliTagFS
ECL
Geneclean |1
Plasmid Maxi
QIAmMp Tissue

2.6 Nukleinsauren

A-DNA

2.7 Oligonukleotide

Oligonukleotid-Primer fur praparative PCR:
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Roche-Boehringer, MBI, NEB
Pharmacia

MBI

NEB

Perkin Elmer
Amersham
Bio 101
QIAGEN
QIAGEN

Roche-Boehringer

#422 5-CCA TCG ATA ATG AGT CAT GTG-3

#423 5-CCG CTC GAG GTGACCACT TTCCAGCC-3

#424 5-CCG CTC GAG CGA TGT ACG GGC CAG ATATACG-3
#425 5-CCA TCG ATA TGA GTA GGT TCT CGA ATCAAGTC-3

Oligonukleotid-Primer fur analytische PCR:
#10 5-CCT CTT CCCAGA AGG G-3

#139 5-CTT CGA CTG GACATT CAC GAG-3
#213 5-CGG GAT CCA GTA AAAATGTGT TAGCACT-3
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#239 5-GCA GATCTTGTCTATTGGCTT TTA TAT GC-3
#256 5-CGC TCT AGA GCC CCA CGT TGG GCG-3
#534 5-CAA GGA GGA GAG TAT TAC AGG GAA GGA-3

Oligonukleotid-Primer fur Sequenzierung:

#23 5-CAT GGT TAC TAA GCA GCT AT-3

#68 5-GCAATGCTT TCT GCA T-3

#121 5-TAA AAT ATT TCT TAT AAA ACCTGG AG-3

#151 5-CTT TACAGCCCCTTT TAA CCT G-3

#163 5-GCT TTGCAGTTT CAT AG-3

#218 5-AGT AGT GACACT ATG GCC AAT GAG CCA GGA TCA-3
#248 5-GGG AAGAGGTTT ATG GGG-3

#256 5-CGC TCT AGA GCC CCA CGT TGG GCG-3

#266 5-GGA CTA GTG ATA GAA ATA GTA TAT A-3

#422 5-CCA TCGATA ATG AGT CAT GTG-3

#423 5-CCG CTC GAG GTGACCACT TTCCAGCC-3

#424 5-CCG CTC GAG CGA TGT ACG GGC CAG ATATACG-3
#425 5-CCA TCGATA TGA GTA GGT TCT CGA ATCAAGTC-3

2.8  Plasmide

pBSKS- Stratagene
pCEP4/bel1-SDm  (A. Rethwilm)

pcHSRV2 (Moebes et a., 1997)
pcHSRV2/M73 (Enssleet al., 1999)
pGL2-Basic Promega

pHSRV 2 (Schmidt & Rethwilm, 1995)
pLTRSluci (Erlwein & Rethwilm, 1993)
pMH3 (M. Heinkelein)

pMH9 (M. Heinkelein)

pSP65 Promega
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2.9 Seren

Als primére Antikorper wurden folgende Kaninchenseren verwendet:

aGag 011 Gegen das komplette Gag-Protein gerichtet (Hahn et al., 1994)

aGag 127 Gegen das c-terminale Gag-Protein (Aguzzi, 1993)

oRH Gegen die RNase H-Komponente des Pol-Proteins (Kogel et al., 1995)
aTas 017 Gegen das Tas-Protein (Baunach et al., 1993)

aSuU Gegen die Surface-Untereinheit des Env-Proteins (Lindemann &

Rethwilm, 1998)

Sekundére Antikorper:
FITC swine arabbit Dako
POD swine arabbit Dako

RIPA-Praimmunserum:
Rabbitserum Gibco

2.10 Kompetente Bakterien

E. coli DH5a
E. coli HB101
E. coli IM109

211 Zdllinien

BHK-21 Hamsternieren-Fibroblasten (ATCC: CRL-8303)

BHK/LTRIlacZ BHK-Zellen mit LacZ-Gen unter der Kontrolle der PFV-1-LTR
(Schmidt & Rethwilm, 1995)

KMST-6 Humane Hautfibroblasten (Namba et al., 1985)
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203T Humane embryonale Nierenzellen mit SV40 Large T-Antigen
(DuBridge et al., 1987)

2.12 Losungen, Medien und Puffer

2.12.1 Bakterienkultur

5x LB-Medium

100g LB Broth-Base

259 NaCl

59 Glucose

Ad 1l A. bidest

Sterilisierung durch Autoklavieren

Ampicillin-Stocklésung
100mg/ml

1x L B-Medium mit Ampicillin
20ml 5x LB-Medium

100001 Ampicillin (100mg/ml)
Ad 100ml A. bidest

2.12.2 Plasmidpréparation

Losung |

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

Sterilisierung durch Autoklavieren



LOsung 11

0,2N NaOH
1% SDS

LOsung 111
3M Natriumazetat pH 5,4

Ethanol (70%)
70ml Ethanol abs.

Ad 100ml A. bidest

TE-Puffer
10mM TrispH 7,5
1mM EDTA

2.12.3 Agarosegel-Elektrophorese

50x TAE-Puffer
2429  Tris
57,1ml Essigsdure
18,6g EDTA

Ad 1l A. bidest

Ethidiumbromid-Stockldsung

10mg/ml

6x Bromphenolblau (BPB)
409 Sucrose

0,125g Bromphenolblau
Iml SDS 10%
Ad 100ml A. bidest
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2.12.4 Polyacrylamidgel-Elektrophorese

Gelpuffer
3M Tris

0,3% SDS

10x Anodenpuffer
2M TrispH 8,9

5x Kathodenpuffer
0,5M TrispH 8,25
0,5M Tricine
0,5% SDS

2x Proteinproben-Puffer (PPP)
0,125M Tris

4% SDS

20%  Glycerol

10%  B-Mercaptoethanol

0,1%  Bromphenolblau

2.125 Western Blot

Blotpuffer
581g Tris
2,93g Glycin
0,379 SDS
200ml Methanol
Ad 1l A.bidest
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Blocklésung
10g Magermilchpulver
Ad 200ml PBS

Antikdrper-V erdiinnungs-L 6sung
5% BSA in PBS

Waschlésung

5m Tween 20
Ad 1l PBS

2.12.6 Radio-lmmuno-Préazipitations-Assay (RIPA)

Labeling-Medium
500mI MEM (-Met/-Cys)
20ml  NaHCOs3 (5,6%)

RIPA-Puffer

20mM TrispH 7,4

0,3M NaCl

1%  Natrium-Desoxycholat
1%  Triton X-100

0,1% SDS

Proteaseinhibitoren

Stockldsung
Aprotinin Img/mi
E64 1mg/ml
Nax-EDTA 0,5M
Pepstatin 700pg/ml
PM SF 10mg/ml

Gebrauchslésung
2ug/mi
10pg/mi
0,5mg/ml
0,7ug/ml
170pug/mi



Waschpuffer
10mM TrispH 7,7

0,1% NP40

Fixierlésung

45m| Methanol
10ml Essigsaure
Ad 100ml A. bidest

2.12.7 Indirekte |mmunfluoreszenz

Antikdrper-V erdinnungs- und Waschlsung
0,1% BSA in PBS

Eindeckmedium

9ml Glycerol
Iml 1M TrispH 8,0

2.12.8 B-Galactosidase-Farbung von BHK/LTRIlacZ-Zellen

Fixierldsung
0,5% Glutaraldehyd in PBS

Férbel6sung
4mM Kaliumferrocyanid (Stockldsung 400mM, vor Licht schiitzen)

4mM Kaliumferricyanid (Stocklosung 400mM, vor Licht schiitzen)

2mM MgCl, (Stocklésung 200mM)

0,4mg/ml X-Gal (Stocklosung 20mg/ml in Dimethylformamid, Lagerung
bei —20°C)
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2.12.9 Zdlkultur

MEM (Minimal Essential Medium) — 5% FCS

500m  MEM (4,89 in 500ml A.bidest)

3,5ml Glutamin (5%)

25ml FCS (Komplementinaktiviert durch 30 Min. 56°C)
1,2ml Antibiotikamix

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) — 10% FCS
500m  DMEM mit Glutamax

50ml FCS (Komplementinaktiviert durch 30 Min. 56°C)
1,2ml Antibiotikamix

Antibiotikamix
30mg/ml Penicillin
50mg/ml Streptomycin

G418 (Geneticin), Stocklésung
100mg/ml

PBS (Phosphate Buffered Saline)
8,0g NaCl

0,2g KCI

0,167g CaCl, x 6 H;0

0,1g MgCl, x 6 H20

1,159 Na&HPO4x 2 H20

0,29 KH2PO,

Ad1ll A bidest
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ATV

8,0g NaCl

0,279 KCl

1,159 NaH,PO,
0,20g KH2PO4

0,10 MgSO4 x 7 H20
1,125g Na-EDTA
1,259 Trypsin

Ad 1l A. bidest

21210 Calciumphosphat-Transfektion

CaCl,
2M in A. bidest (0,2um sterilfiltriert und bei —20°C gelagert)

2x HBS
8,189 NaCl
0,29 NaHPO,

5.95g Hepes

pH 7,05 bis 7,10 einstellen

Ad 500ml A. bidest

0,2um Sterilfiltration und Lagerung bei +4°C

Natriumbutyrat
50x Stockldsung: 500mM in PBS

0,2um Sterilfiltration und Lagerung bei +4°C
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2.12.11 Kristallviolettfarbung

Férbel6sung
10mg Kristallviolett

2ml Ethanol abs.
Ad 10ml A. bidest

2.12.12 Infectious Centre Assay (ICA)

Antikdrper-V erdiinnungs- und Waschlsung
0,1% BSA in PBS

Farbel6sung
50mM Natriumazetat pH 5.0

200pg/ml - 3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC)
0,511'/ ml H>O,

AEC-Stocklésung
4mg/ml in Dimethylformamid

Lagerung lichtgeschitzt bei —20°C

2.12.13 Induktion mit 5-Azacytidin (AZC)

AZC-Stockldsung
244 21pg/ml (1mM)

Lichtgeschitzte Lagerung bei —20°C

2.12.14 Stimulation mit Natriumbutyrat

50x Natriumbutyrat-Stockldsung
500mM in PBS

0,2um Sterilfiltration und Lagerung bei +4°C
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2.12.15 FACS-Analyse

FACS-Puffer

0,1% BSA

0,02% Natriumazid
2ug/ml Rubidiumiodid
in PBS

2.12.16  Luciferase-Assay

L ysepuffer
50mM  TrispH 7,8

50mM MES (2-(N-Morpholino)Ethansulfonsaure)
ImM  DTT (Stocklésung 0,5M)
0,1%  Triton X-100 (Stockldsung 10%)

Messpuffer
125mM  TrispH 7,8

125mM  MES
25mM  MgxOAc (Stocklosung 1M)
5SmM ATP (Stocklosung 100mM)

TrisMES-Stockldsung
IM  TrispH 7,8
M MES

Luciferinlésung
5mM KHPO,pH 7,8
1mM Luciferin (M=280,33g/mol)
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3 M ethoden

3.1  Klonierung und Nachweis von DNA

3.1.1 Transformation kompetenter Bakterien

Unter Transformation versteht man das Einbringen freier DNA in Bakterienzellen.
Diese mussen zuvor kompetent gemacht worden sein, d.h. sie missen in einen Zustand
versetzt worden sein, der ihnen die Aufnahme von DNA durch Zellwand und
Zellmembran ermoglicht. Dies geschah im Falle der verwendeten kompetenten
Escherichia coli-Stdmme durch Aufnahme in CaCl,-haltigem Medium. Kompetente
Zellen missen bei —70°C gelagert werden.

Die zu transformierenden Bakterien wurden auf Eis aufgetaut. Zu 100ul der
Bakteriensuspension wurden 100ng Plasmid-DNA oder 20ul Ligationsansatz gegeben
und 20 Min. auf Eis inkubiert. Die Aufnahme der DNA wurde durch einen 2-minttigen
Hitzeschock bei 42°C im Wasserbad induziert und die Bakteriensuspension
anschlief3end 5 Min. auf Eis abgekuhlt. Zu dem Ansatz wurden 300ul 1x LB-Medium
ohne Ampicillin hinzugefugt und anschlie?end 30 Min. bei 37°C im Brutschrank
inkubiert. Die Zellsuspension wurde schliefdlich auf Agarplatten mit Ampicillin
ausgestrichen und Uber Nacht bel 37°C bebritet. Das Ampicillin-Resistenzgen im
transformierten Plasmid ermoglichte den Bakterien das Wachstum auf der
Antibiotikaplatte.

3.1.2 Prégparation von Plasmiden in kleinem Maf3stab (M inipr&paration)

Die Miniprgparation dient der schnellen Aufreinigung von Plasmiden aus kleinen
Bakterienkulturvolumina for eine anschlieRende analytische Spaltung mit
Restriktionsenzymen. So kann eine grof3e Anzahl bakterieller Klone untersucht und
digjenigen identifiziert und fur eine Pr8paration in grofRerem Malistab genutzt werden,
die das gewtinschte Plasmid aufgenommen und vermehrt haben.

Von einer tber Nacht bel 37°C bebriteten Agarplatte mit Ampicillin wurde mit einem
sterilen Zahnstocher je eine einzelne Bakterienkolonie in ein Rohrchen mit 3ml 1x LB-
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Medium mit Ampicillin Gberimpft und das Medium Uber Nacht in einem
Bakterienschittler bei 37°C und 180rpm inkubiert.

Am folgenden Tag wurde 1ml der Ubernachtkultur in ein 1,5ml-ReaktionsgefaR
uberfiihrt und bei 5000rpm 1 Min. zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und
das Bakterienpellet in 100ul LAsung | resuspendiert. Nach Zugabe von 100ul Losung 11
erfolgte bei der 5-mindtigen Inkubation bei Raumtemperatur die alkalische Lyse der
Bakterien. Hierbel werden nach Zerstérung der Zellmembranen die Proteine denaturiert
und die chromosomale DNA in Einzelstrange getrennt, was bei den zirkuléren
Plasmiden nur partiell geschieht. Durch die Zugabe von 150ul Lésung 111 wurde der
pH-Wert im Reaktionsansatz neutralisiert. Wahrend die Plasmide renaturierten, konnten
die nun aggregierten Proteine und chromosomalen DNA-Molekile in der
nachfolgenden Zentrifugation bei 14.000rpm wéahrend 5 bis 10 Min. abgetrennt werden.
Der plasmidhaltige Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR tberfuhrt und die
enthaltene DNA durch Zugabe von 1ml Ethanol abs. geféllt und durch Zentrifugation
bei 14.000rpm fur 10 Min. pelletiert. Nach dem Waschen des Pellets mit 500pl
70%igem Ethanol, erneuter Zentrifugation bel 14.000rpm fir 15 Min. und Verwerfen
des Uberstandes wurde die Plasmid-DNA in 50ul TE-Puffer aufgenommen.

Der anschlief3ende Restriktionsenzymverdau wurde in einem Gesamtansatz von 20pl
mit 10ul der Plasmid-DNA-L6sung unter Zugabe von 0,4ul RNase A (20mg/ml)
durchgefihrt.

3.1.3 Prégparation von Plasmiden in grof3em M al3stab (M axipraparation)

Mit Hilfe der Maxipraparation ist es moglich, grofere Mengen eines Plasmides in
hohem Reinheitsgrad, z.B. fUr Transfektionen, zu gewinnen. Mit dem verwendeten
QIAGEN Plasmid Maxi Kit ist eine Ausbeute bis zu 500ug Plasmid-DNA pro Ansatz
maglich.

500ml 1x LB-Medium mit Ampicillin wurden mit 100l Ubernachtkultur einer
Miniprgparation inokuliert und Uber Nacht bei 37°C und 180rpm in einem
Bakterienschittler inkubiert.

Am Folgetag wurde die Bakteriensuspension in 500ml-Zentrifugenbecher tberfihrt und
bei 6000rpm und 4°C 15 Min. zentrifugiert (Sorvall GS3-Rotor). Der Uberstand wurde
verworfen und das bakterielle Pellet in 10ml Puffer P1 mit RNase A resuspendiert.
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Durch Zugabe von 10ml Puffer P2, Mischen durch mehrfaches Invertieren und
Inkubation fir 5 Min. bei Raumtemperatur erfolgte die alkalische Lyse. Dann wurde der
Ansatz durch Zugabe von 10ml gekihitem (4°C) Puffer P3 und Inkubation fur 20 Min.
auf Eis neutralisiert. Die Zelltrimmer konnten durch Zentrifugation bei 13.000rpm
(Sorvall SS34-Rotor) und 4°C fur 30 Min. pelletiert werden. Der plasmidhaltige
Uberstand wurde durch mit Gazestreifen gefillte 1000pl-Pipettenspitzen gefiltert, um
nicht pelletierte unlosliche Bestandteile abzutrennen, und auf zuvor mit 10ml
Puffer QBT aquilibrierte QIAGEN-tip 500-Saulen gegeben. Die an die Saulenmatrix
gebundene DNA wurde zweimal mit je 30ml Puffer QC gewaschen und schliefdlich mit
15ml Puffer QF eluiert. Dann folgte eine Prazipitation mit 10.5ml raumtemperiertem
| sopropanol und Pelletierung durch Zentrifugation bei 4000rpm und 4°C fir 30 Min. in
50ml-Gefélen. Nach dem Waschen des Pellets mit 5ml  70%igem Ethanol,
Zentrifugation bel 4000rpm und 4°C fur 10 Min. und Lufttrocknung des Pellets konnte
die Plasmid-DNA in 1ml TE-Puffer aufgenommen und die Konzentration
photometrisch bestimmt werden.

3.1.4 Prégparation von DNA aus Zellkulturen

Zur DNA-Prgparation aus Zellkulturen wurde der QIAmp Tissue Kit verwendet. Die
Zellen wurden mit ATV abgelost, in ein 15ml Geféld tberfihrt und das Volumen mit
PBS auf 15ml aufgeftillt. Nach 5-minttiger Zentrifugation bei 1000rpm und 4°C wurde
das Zellpellet in 200ul PBS resuspendiert und in ein 1,5ml-Reaktionsgefald tbertragen.
Nach Zugabe von 40ul RNase A (10mg/ml) und 30-minttiger Inkubation bei 37°C
wurden 25ul Proteinase K-Losung (20mg/ml) sowie 200ul Puffer AL hinzugegeben,
der Ansatz durch Vortexen gemischt und Gber Nacht bei 56°C im Wasserbad gehalten.
Am Folgetag wurde nach Zugabe von 210l Ethanol abs. das gesamte Volumen auf die
im Kit enthaltenen Saulen gegeben und diese bei 13.000rpm eine Minute zentrifugiert,
um die Flussigkeit durch die Saulenmatrix zu treiben. Die Saulen wurden dann zweimal
mit 500ul Puffer AW gewaschen und 2 Min. bei 13.000rpm trocken zentrifugiert. Die
Elution der DNA aus der Saulenmatrix erfolgte durch Zugabe von 100ul A. bidest,
Inkubation fUr 3 Min. bei 72°C im Wasserbad, Zentrifugation fur 1 Min. bel 13.000rpm
und erneute Zugabe von 100ul A. bidest mit nachfolgender Zentrifugation.
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3.1.5 Spektrophotometrische Bestimmung der Nukleinsaurekonzentration

Das Prinzip der photometrischen Konzentrations-Bestimmung von Nukleinsauren
beruht auf der konzentrationsabhangigen Extinktion spezifischer Wellenlangen im UV-
Bereich beim Durchtritt eines Lichtstrahles durch die L6sung.

Die zu vermessende DNA wurde in einer Quarzglaskiivette mit A. bidest im Verhaltnis
1:100 auf 300p! Endvolumen verdiunnt. Als Referenzprobe wurde eine Kivette mit
300ul A. bidest verwendet. Aus der im Photometer gemessenen optischen Dichte bei
260nm Wellenlange (OD2gp) konnte mittels folgender Formel, die sich aus dem
Lambert-Beerschen Gesetz ableitet, die Konzentration der DNA bestimmt werden:

C(ug/ml) =OD2s XV XF  mit C Konzentration

Verdinnungsfaktor

T
Il

Multiplikations-Koeffizient
(dsDNA: 50ug/ml)

Der Reinheitsgrad der DNA-L6sung wurde mit Hilfe des Quotienten OD 260/OD2go
bestimmt. Dieser sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Niedrigere Werte sprechen fir eine
Kontamination mit anderen Substanzen, z.B. Proteinen.

3.1.6 Polymerase-K etten-Reaktion (PCR)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (Mullis et al., 1986) ermdglicht die Vervielfaltigung
eines beliebigen DNA-Abschnittes. Dieser wird durch spezifische, an die flankierenden
Regionen des zu amplifizierenden Bereichs bindende Oligonukleotid-Primer in Sense-
und Antisense-Orientierung von 20 bis 30 Nukleotiden Lange definiert.

Das Prinzip der PCR beruht auf der zyklischen Wiederholung dreier Reaktionsschritte:
Denaturierung, Annealing und Elongation. Wéhrend der Denaturierung bei 94°C
werden die DNA-Doppelstrange in Einzelstrdnge getrennt. Der nachfolgende
Annealing-Schritt bei 50°C bis 55°C ermdglicht die Anlagerung der Oligonukleotid-
Primer an das DNA-Template. Bei 72°C erfolgt schliefdlich von den gebundenen
Primern aus mit Hilfe einer thermostabilen Polymerase die Elongation eines zum
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Template-Strang komplementéren, neusynthetisierten DNA-Stranges. Mit jedem Zyklus
wird so die Menge des zu amplifizierenden DNA-Fragmentes verdoppelt.

Die PCRs wurden in 0,5ml-Reaktionsgefél3en als analytischer Ansatz mit Panscript-
Polymerase (Pan) oder als praparativer Ansatz mit Powerscript-Polymerase (Pwo, mit
Proofreading-Aktivitét) durchgefihrt:

Préparativer Ansatz Analytischer Ansatz

Template 100ng Plasmid-DNA 100ng Plasmid-DNA
bzw. 500ng Zellkultur-DNA

Primer, sense 30pmol 20pmol
Primer, antisense 30pmol 20pmol
dNTPs (10mM) 2ul 2ul
Puffer (10x) 10ul 5ul
MgCl, (50mM) - 2ul
Polymerase 5u Pwo 5u Pan
A. bidest Ad 100p! Endvolumen Ad 50ul Endvolumen

Bei der Verwendung von Thermocyclern mit ungeheiztem Deckel wurde der Ansatz
noch mit einem Tropfen Mineraldl Uberschichtet. Falls nicht anders erwahnt, wurden als
Standardprogramm 35 Zyklen mit je 30 Sek. 94°C, 1 Min. 50°C und 2 Min. 72°C
gewaht.

3.1.7 Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme bakteriellen Ursprungs, die spezifische
palindromische DNA-Sequenzen erkennen und spalten.

Fur analytische Spaltungen wurden 0,2 bis 1,0ug DNA in 20ul Endvolumen verwendet,
fur praparative Spaltungen 5 bis 10ug DNA in einem Reaktionsvolumen von 30-50pl.
Die Reaktionen wurden mit Pufferlésungen nach Herstellerangabe und, falls nétig,
unter Zugabe von 0,01 Volumenanteilen BSA durchgefiihrt. Das jeweilige Enzym
wurde, um unvollstandige Spaltung zu verhindern, im 2- bis 5-fachen Uberschuss
zugegen und bei der empfohlenen Reaktionstemperatur 2 bis 16 Stunden inkubiert.



3.1.8 Klenow-Reaktion
Klenow-Polymerase wurde verwendet, um den komplementéaren Strang zu
Uberhédngenden 5-DNA-Enden, wie sie nach Spaltung mit Restriktionsenzymen
entstehen, aufzufullen. So entstehen aus Enden mit 5°-Uberhang glatte Enden (blunt
ends).
Dem Restriktionsverdau wurde Folgendes zugegeben:  5ul  Puffer NEB 4 (10x)
0,5ul BSA
2ul  dNTPs (10mM)
1yl Klenow-Enzym (8u)
Ad50pul A. bidest

Der Reaktionsansatz wurde 30 Min. bei 37°C inkubiert. Hinterher wurde die DNA Uber
Phenol-Chloroform-Extraktion mit nachfolgender Ethanol-Prézipitation wieder
gereinigt.

3.1.9 Dephosphorylierung von 5 -Enden
T4-Ligase benttigt zum Verknlpfen von DNA-Fragmenten phosphorylierte 5°-Enden.
Damit es bei dem Versuch, ein DNA-Fragment in einen linearisierten Plasmid-V ektor
Zu inserieren, nicht zur Selbstligation der freien Enden des Plasmid-Vektors kommt,
wurden diese zuvor mit Kélberdarm-Phosphatase (CIP, Calf Intestine Phosphatase)
dephosphoryliert.
Dem Restriktionsverdau wurde zugegeben: 5 ul Puffer NEB 4 (10x)
1ul CIP (20u/ul)

Ad50pl A. bidest

Der Reaktionsansatz wurde 30 Min. bei 37°C inkubiert.

3.1.10 Phosphorylierung von 5 -Enden

Da T4-Ligase nur phosphorylierte 5-DNA-Enden verkniipfen kann, wurden PCR-
Fragmente vor einer Blunt-end-Klonierung mittels T4-Polynukleotid-Kinase (PNK)
behandelt.

Die PCR-Fragmente wurden zundchst mit dem Geneclean Il Kit (Bio 101)
aufgereinigt. Dazu wurde zu den PCR-Fragmenten das 3-fache Volumen Nal-Losung

und 5ul Glasmilchsuspension gegeben und 10 Min. auf Eis inkubiert. Die weitere
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Aufreinigung entsprach der Methode zur Elution von DNA aus Agarosegelen (3.1.15).
Die so gereinigten PCR-Fragmente wurden in 25ul A. bidest aufgenommen und
folgender Reaktionsansatz pipettiert: 25ul  PCR-Fragment

3 pl Kinasepuffer (10x)

1pl ATP (10mM)

1yl PNK (20u/pl)
Die Reaktion erfolgte bei 37°C tber 30 Min.

3.1.11 Ligation von DNA-Molekilen
T4-Ligase ist in der Lage, freie phosphorylierte 5'-DNA-Enden mit 3'-DNA-Enden zu
verbinden. Dabel entsteht unter ATP-Verbrauch und Einbeziehung der 5'-
Phosphatgruppe sowie der Hydroxylgruppe am 3-Ende der DNA eine
Phosphodiesterbindung. Als Vektor-DNA dient ein linearisiertes dephosphoryliertes
Plasmid, das ein Ampicillin-Resistenzgen tragt.
Die Reaktion wurde wie folgt angesetzt: ca 100 ng Vektor-DNA
3- bis 10-facher molarer Uberschuss  Insert-DNA
2l Ligase-Puffer
1ul T4-DNA-Ligase (1u/pl)
Ad 20l A. bidest

Der Ansatz wurde tUber Nacht bei 14°C inkubiert.

3.1.12 Ethanol-Prazipitation

Mit der Ethanol-Préazipitation ist es moglich, DNA-LAsungen von Salzen zu reinigen,
z.B. zwischen Spaltungen mit zwei Restriktionsenzymen, die in verschiedenen Puffern
aktiv sind. Auch ein Aufkonzentrieren von DNA ist méglich, wenn diese nach der
Fallung in einem geringeren Volumen wieder aufgenommen wird.

Der DNA-LAsung wurden 0,1 Vol. 3M Natriumacetat pH 5.8 und 2,5 VVol. Ethanol abs.
zugeben. Dabei préazipitiert die DNA durch Entzug der Hydrathiille. Bei kleinen DNA-
Fragmenten (bis wenige hundert Basenpaare) wurde zusétzlich 1001 (10mg/ml)
Glykogen hinzugefiigt. Nach einer Zentrifugation bei 14.000rpm fir 10 Min. erfolgte
ein Waschen des Pellets mit 500ul 70%igem Ethanol. Nach einer weiteren
Zentrifugation bei 14.000rpm fur 10 Min. konnte das Pellet bei 37°C fur 10 Min.
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luftgetrocknet und in einem geeigneten Volumen A. bidest oder TE-Puffer

aufgenommen werden.

3.1.13 Phenol-Chloroform-Extraktion

Die Phenol-Chloroform-Extraktion wurde benutzt, um DNA-L6sungen von Proteinen
zu reinigen. So konnen z.B. vorher zugegebene Enzyme inaktiviert und entfernt werden.
Zu der zu reinigenden DNA-L6sung wurde das gleiche Volumen Phenol gegeben und
der Ansatz grindlich durch Invertieren gemischt. Nach Zentrifugation bel 14.000rpm
fur 30 Sek. wurde die DNA enthaltende obere wéassrige Phase abgenommen und mit
dem gleichen Volumen Chloroform vermischt. Nach Zentrifugation bei 14.000rpm fir
30 Sek. wurde erneut die obere wassrige Phase mit der DNA abgenommen und einer
Ethanol-Prazipitation unterzogen.

3.1.14 Agarosegel-Elektrophorese

DNA-Fragmente kdnnen der Molekulgrofie nach, bedingt durch die unterschiedliche
Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen Feld, auf einem Agarosegel aufgetrennt
werden. Je hoher dabei die Agarose im Gel konzentriert ist, umso mehr verschiebt sich
der optimale Trennbereich in Richtung kleinerer DNA-Fragmente. Die DNA wird mit
Ethidiumbromid geférbt, das zwischen die DNA-Stréange interkaliert und bei Anregung
durch UV-Licht (254 oder 365nm) die Nukleinséure als fluoreszierende Banden sichtbar
macht.

Je nach bendtigtem Trennbereich wurden 0,8 bis 2,0g Agarose in 100ml TAE-Puffer
gegeben und durch Aufkochen in der Mikrowelle gelost. Es folgte die Zugabe von 3ul
Ethidiumbromid (1mg/ml). Nach Abkuhlung auf ca. 50°C konnte die Losung in die
vorbereitete Gelkammer gegossen werden. Das erstarrte Gel wurde in einer mit TAE-
Puffer geflllten Elektrophoresekammer versenkt und die in 1x BPB aufgenommene
DNA aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei einer Potentialdifferenz von 60 - 120V.
Als GrolRenmarker diente Hindlll-gespaltene A-Phagen-DNA und Hpall-gespaltenes
pSP65. Die DNA-Banden wurden entweder auf einem Transilluminator oder, im Falle
einer praparativen Elektrophorese, mit einer UV-Handlampe, die Strahlung geringerer
Intensitét emitiert, sichtbar gemacht.
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3.1.15 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Elution von DNA-Fragmenten aus einem Agarosegel erfolgte mit dem
Geneclean 111 Kit (Bio 101). Die DNA-Fragmente wurden mit eine UV-Handlampe
(254 bzw. 365nm) sichtbar gemacht, die entsprechenden Banden mit einem Skalpell
ausgeschnitten und in ein 1,5ml-Reaktionsgefald tberfuhrt. Nach Zugabe von 1ml Nal-
Losung wurden die Agarosegel-Sticke durch 10-minitige Inkubation bei 56°C
geschmolzen. Nach dem Hinzufligen von 5ul Glasmilchsuspension erfolgte die Bindung
der DNA an die Glaskiigelchen Uber 10 Min. auf Eis. Die Glasmilch wurde durch
Zentrifugieren bei 8.000rpm fiir 1 Min. pelletiert, der Uberstand verworfen und das
Pellet dreimal durch Resuspendierung in 500ul New-Wash-Puffer mittels Vortex und
erneute Zentrifugation gewaschen. Nach Verwerfen des letzten Uberstandes wurde die
Glasmilch in 30pl A. bidest oder TE-Puffer resuspendiert und 5 Min. bel 56°C
inkubiert. Nach Abzentrifugieren der Glasmilch fur 1 Min. bei 14.000rpm konnte nun
der DNA-haltige Uberstand abgenommen werden.

3.1.16 Sequenzierung
Die DNA-Sequenzierungen erfolgten mit dem AmpliTagFS-System und wurden auf
einem ABI 310 (Perkin Elmer) automatisch ausgewertet. Grundlage ist dabei die
Methode des stochastischen Kettenabbruchs nach Sanger (Sanger et al., 1977), hier
unter Verwendung fluorochrom-markierter Didesoxynukleotide.
Der zu sequenzierende DNA-Abschnitt wurde zunachst durch eine azyklische PCR mit
einem Primer amplifiziert.
Reaktionsansatz im 500pl-Gefal3: 500ng DNA

25 ng Primer

0,5 ul DMSO

Ad 75 ul A. bidest

2,5 ul Tag-Seg-Mix
Der Reaktionsansatz wurde bei Verwendung von Thermocyclern mit ungeheiztem
Deckel mit einem Tropfen Mineralol Uberschichtet und durchlief 35 Wiederholungen
mit je 30 Sek. 96°C, 15 Sek. 50°C und 4 Min. 60°C.
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Der Ansatz wurde in ein 1,5ml-Reaktionsgefald tberfuhrt und wie folgt erganzt:

10ul PCR-Ansatz

90ul A. bidest

10pl  3M Natriumacetat pH 5.8

250pul  Ethanol abs.

Nach Durchmischen der Losung konnte die DNA durch Zentrifugation bel 14.000rpm
far 20 Min. pelletiert, zweifach mit 70%igem Ethanol gewaschen und schlief3lich in
15ul TSR aufgenommen werden. Die DNA in TSR wurde durch 2-mintige Inkubation
bei 94°C im Wasserbad denaturiert, in ein Sequenziergeféld tberflhrt und bis zur
automatischen Analyse bel 4°C gelagert.

3.2 Nachweis von Proteinen

3.21 Hergtelungvon Zelllysaten fir Western Blot

Zur Gewinnung von Lysaten aus transfizierten Zellkulturen wurde das Medium
abgenommen und der Zellrasen mit PBS gespult. Dann wurden die Zellen auf
Trockeneis gefroren und anschliel3end bei 37°C wieder getaut. Die durch diesen
Einfrier-Auftau-Schritt aufgebrochenen Zellen wurden in 200ul RIPA-Puffer mit
Proteaseinhibitoren aufgenommen. 20ul dieses Lysates wurden mit 20ul 2x PPP
versetzt und fir 3 Min. bel 95°C im Wasserbad denaturiert, anschlieRend auf Eis
gehalten. Durch Vortexen und damit Scheren der hochmolekularen Nukleinsduren
wurde die Viskositdét vermindert. Die Proben wurden baldmoglichst auf ein
Polyacrylamidgel aufgetragen oder bei —70°C gelagert.

Bei der Herstellung von Lysaten aus infizierten Zellen wurden diese zundchst mit ATV
abgelost und die Zellsuspension in einem 15ml-Gefdld mit PBS auf ein Volumen von
10ml aufgefillt. Nach 10-mindtiger Zentrifugation bei 1000rpm wurde das Zellpellet in
10ml PBS gewaschen und nach erneutem Abzentrifugieren in 100ul PBS resuspendiert.
Infektiose Viruspartikel wurden 10 Min. bel 72°C im Wasserbad inaktiviert. 20ul der

Suspension wurden mit 20ul RIPA-Puffer mit Proteaseinhibitoren versetzt und nach
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Zugabe von 40ul 2x PPP 3 Min. bei 95°C im Wasserbad denaturiert, anschlief3end auf
Eis gehalten. Nach Verminderung der Viskositét durch Vortexen wurden die Proben auf
ein Polyacrylamidgel aufgetragen oder bei —70°C eingefroren.

3.2.2 Polyacrylamidgel-Elektrophorese (PAGE)

Es wurde eine modifizierte Tricine-SDS-Gelelektrophorese nach Schégger und Jagow
(Schégger & von Jagow, 1987) verwendet, um Proteine bis 130kD aufzutrennen.

Die zwei Gelkomponenten wurden nach folgendem Schema hergestellt, APS und
TEMED wurden erst unmittelbar vor dem Gief3en zugeflgt:

Sammelgel (4%) Trenngel (7,5%)
Gel 40 2ml 3,75ml
Gelpuffer 5mi 6,6ml
Glycerol 2,2ml
A. bidest 13ml 7,5ml
APS (10%) 200pl 200pl
TEMED 20pl 20pl

Zunéchst wurde das Trenngel bis zu 80% der Endhohe des Gesamtgels gegossen, mit
wassergeséttigtem 1-Butanol Uberschichtet, um eine saubere obere Kante zu erhalten,
und die Polymerisierung abgewartet. Das 1-Butanol wurde abgekippt und die Gelkante
mit A. bidest gewaschen. Schlief3lich wurde das Sammelgel auf das Trenngel gegossen
und der Geltaschenkamm eingeftinrt. Nach der Polymerisierung wurde die obere
Kammer der Gelapparatur mit Kathodenpuffer, die untere mit Anodenpuffer geftllt und
der Geltaschenkamm entfernt. Die Sammelgeltaschen wurden mit Kathodenpuffer
gespult bevor je 80ul der gebrauchsfertigen Proben und 5ul Rainbow-Marker als
GrolRenstandard aufgetragen werden konnten. Die Elektrophorese erfolgte tber Nacht

bei einem Stromfluss von 35mA.
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3.2.3 Western Blot

Beim Western Blot (Towbin et a., 1979) werden die Proteinproben zundchst
entsprechend ihrer Grof3e durch Polyacrylamidgel-Elektrophorese aufgetrennt, um dann
auf eine Nitrozellulose-Membran Ubertragen zu werden. Diesen Vorgang bezeichnet
man als Blotten. Auf der Membran kann ein erster spezifischer Antikorper das
nachzuweisende Protein erkennen. Ein zweiter Antikorper, der gegen den Fc-Teil des
ersten Antikorpers gerichtet und mit Peroxidase gekoppelt ist kann nun an den Komplex
binden und diesen markieren. Zur Detektion der Antigen-Antikorper-Komplexe wurde
der ECL-Kit verwendet, bei dem durch die peroxidase-vermittelte Oxidation von
Luminol Licht emitiert wird, das auf einem Rontgenfilm nach Entwicklung eine
sichtbare Schwérzung hinterl&sst.

Zum Blotten wurden auf die Kathodenplatte der Blotapparatur 3 Lagen mit Blotpuffer
angefeuchtetes Filterpapier, die ebenfalls blotpufferfeuchte Nitrozellulosemembran, das
Polyacrylamidgel und wieder zwei Lagen blotpufferfeuchtes Filterpapier luftblasenfrei
aufgebracht. Dann wurde die Anodenplatte aufgesetzt und 90 Min. bei einem
Stromfluss von 150mA geblottet.

Zur Abséttigung unspezifischer Bindungsstellen wurde die Membran auf einer Wippe
1 Stunde bei Raumtemperatur in 100ml Blocklosung geschwenkt. Der erste Antikorper
wurde in 10ml PBS - 5% Albumin verdinnt (Verdinnungsfaktor je nach Antikdrper)
und die Membran 1 Std. auf der Wippe damit inkubiert. Um nicht gebundene
Antikorper zu entfernen, wurde die Membran anschliel3end dreimal 5 Min. in
Waschlésung geschwenkt. Nach Zugabe des 1:1000 in 15ml PBS — 5 % Albumin
verdunnten 2. Antikdrpers erfolgte eine weitere Inkubation fur 1 Std. auf der Wippe,
gefolgt von drei weiteren Waschschritten a5 Min.

Fur die Fotoreaktion wurde die Membran auf einem Filterpapier getrocknet und auf eine
Glasplatte gelegt. Je 1ml der ECL-L6sungen | und Il wurden vermischt und auf der
Membran verteilt. Nach einer Einwirkzeit von 1 Min. wurde die Uberschissige
Flissigkeit durch Auflegen der Membran auf ein Filterpapier abgesaugt, die Membran
auf eine Glasplatte gelegt und mit Klarsichtfolie Uberzogen. Die Lichtreaktion wurde

durch Exposition eines Rontgenfilms fur 15 Sek. bis 5 Min. dokumentiert.
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3.24 Radio-lmmuno-Préazipitations-Assay (RIPA)

Beim hier verwendeten Radio-lmmuno-Préazipitations-Assay werden zunéachst die mit
%3 Schwefel radioaktiv markierten Aminosiuren Methionin und Cystein von den
Zellkulturen verstoffwechselt und zur Proteinsynthese genutzt. Nach der Lyse der
Zellen efolgt die Prézipitation unspezifischer Bindungsvalenzen mit einem
Préaimmunserum, bevor mit einem spezifischen zweiten Antikorper das nachzuweisende
Protein angereichert wird. Mittels Polyacrylamidgel-Elektrophorese wird das
Proteingemisch aufgetrennt und durch Expostion eines ROntgenfilms das
Bandenmuster dokumentiert.

Die zu markierenden Zellkulturen wurden am ersten Tag in 6-Well Platten (7x10°
Zellen pro Well) ausgesét und am Folgetag mit je 5ug DNA transfiziert. Am Tag 3
erfolgte die Stimulation mit Natriumbutyrat. Nach 8 Std. wurde das Medium
abgenommen, die Zellkulturen mit Labeling-Medium gewaschen, je 1ml Labeling-
Medium und 7pl (100pCi) *S-Promix zugegen und iber Nacht im Zellkultur-
Brutschrank inkubiert.

Am néchsten Tag wurde das Medium abgenommen, die Zellen mit 1ml eiskaltem PBS
gewaschen und auf Eis mit je 200ul eiskaltem RIPA-Puffer mit Proteaseinhibitoren
waéhrend 10 Min. lysiert. Die Lysate wurden in 1,5ml Snapcap-Gefalde Uberfuhrt und die
hochmolekularen Nukleinsauren durch Vortexen geschert.

Zum Vorpréazipitieren wurde den Lysaten 4ul Prdimmunserum zugegeben und die
Ansétze bei 4°C 2 Std. in einem Rotationsmischer inkubiert. Wahrenddessen wurden je
Ansatz 20mg Protein-A-Sepharose in 15ml RIPA-Puffer tiber 30 Min. hydriert und nach
Pelletierung durch 5-minttige Zentrifugation bei 2.000rpm in einer geeigneten Menge
RIPA-Puffer (Endkonzentration der Protein-A-Sepharose 0,1mg/pl) resuspendiert. Nach
Ablauf der 2-stindigen Vorprézipitation wurde den Ansdtzen je 100ul Protein-A-
Sepharose (0,1mg/pl) in RIPA-Puffer zugegeben. Nach einer weiteren Stunde bel 4°C
im Rotationsmischer wurden die gebildeten Antigen-Antikorper-Sepharose-Komplexe
durch Zentrifugation fir 2 Min. bei 13.000rpm und 4°C pelletiert und der Uberstand in
ein neues 1,5ml Snapcap-Gefal3 tberflihrt.

Fir die Immunprézipitation wurde dem Uberstand 5ul spezifisches |mmunserum

zugegeben und bei 4°C 2 Std. im Rotationsmischer inkubiert. Nach Zugabe von je
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100ul hydrierter Protein-A-Sepharose (0,1mg/pl) in RIPA-Puffer und erneuter
einstiindiger Inkubation bei 4°C unter Durchmischung wurden die Antigen-Antikorper-
Sepharose-Komplexe wie oben pelletiert und der Uberstand veworfen. Das Pellet wurde
in 1ml RIPA-Puffer aufgenommen, durch Invertieren resuspendiert und bei 13.000rpm
3 Min. abzentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde insgesamt dreimal mit 1ml RIPA-
Puffer und einmal mit 1ml Waschpuffer durchgeftihrt, bevor das Pellet schliefdlich in
50ul 2x PPP aufgenommen wurde.

Vor der Polyacrylamidgel-Elektrophorese mit einem 7,5%igen Trenngel (siehe 3.2.2)
wurden die Proben 3 Min. bel 95°C im Wasserbad denaturiert und anschlief3end bis zum
Auftragen auf das Gel auf Eis gehalten. Als GroRenstandard wurden 5ul eines
YC-methylierten Proteinmarkers verwendet. Die Elektrophorese erfolgte tiber Nacht bei
35mA.

Am Folgetag wurde das Gel erst 30 Min. in Fixierungslosung, dann 30 Min. in
Amplify-Losung inkubiert, bevor es in einem Vakuumtrockner 2 Std. bei 80°C und
langsam ansteigendem Temperaturprofil dehydriert wurde. Anschlief3end wurde mit
dem getrockneten Gel ein Rontgenfilm bei —80°C exponiert. Die Expositionszeit
variierte je nach Intensitdt der radioaktiven Strahlung zwischen mehreren Min. und
Tagen.

3.25 Indirekte Immunfluoreszenz

Mit der indirekten Immunfluoreszenz gelingt der optische Nachweis von Proteinen in
situ in Zellkulturen. Die Zellen werden zunédchst fixiert und die Zellmembranen
permeabilisiert. Ein erster spezifischer AntikOrper bindet an das nachzuweisende
Protein und wird wiederum von einem zweiten Antikdrper erkannt, der einen
Fluoreszenzmarker, hier FITC, tragt.

Die zu untersuchenden Zellkulturen wurde mit ATV abgelést, eine der Flache
entsprechende Menge in 300ul  Zellkulturmedium je Napf auf Chamberslide-
Objekttrager ausgesét und im Zellkulturschrank inkubiert. Nach zwei Tagen wurde das
Medium abgenommen, die Kulturen mit 300ul PBS je Napf gespilt und in eiskaltem
Methanol bei —20°C 30 Min. fixiert.

Nach kurzer Trocknung der Objektrager wurde der Zellkulturaufsatz entfernt und mit je
100ul des spezifischen, 1:200 in PBS - 0,1% BSA verdinnten Antikorpers bei 37°C
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1 Sid. in einer feuchten Kammer inkubiert. Der spezifische Antikorper wurde
abgeschiittelt, die Objekttrager kurz mit PBS - 0,1%BSA gespult und dreimal 10 Min.
bei Raumtemperatur mit PBS - 0,1% BSA in einer Hellendahl-Klvette auf einem
Magnetrihrer gewaschen.

Der FITC-markierte sekundéare Antikorper wurde 1:500 in PBS - 0,1% BSA verdunnt
und die Objekttréger mit 100ul je Napf bei 37°C 1 Std. in einer feuchten Kammer
inkubiert. Nach erneuten Waschschritten, wie zuvor beschrieben, wurden die
Objekttrager kurz getrocknet, die Gummibegrenzung der Né&pfe abgezogen, einige
Tropfen Eindeckmedium aufgetragen und das Deckglas luftblasenfrei aufgelegt.

Die Fotoemission des FITC wurde durch UV-Licht mit Hilfe eines Fluoreszenz-

Mikroskopes angeregt und ausgewertet.

3.2.6 Nachweisder Tas-Funktion mit BHK/LTRIlacZ-Zellen

BHK/LTRIacZ-Zellen (Schmidt & Rethwilm, 1995) sind Indikatorzellen, die ein LacZ-
Gen unter der Kontrolle der transaktivator-abhangigen PFV-1-L TR besitzen. Wird eine
solche Zelle mit PFV-1 infiziert, ermoglicht der virale Transaktivator Tas durch
Interaktion mit der PFV-LTR die Expression von (-Galaktosidase. Die betreffende
Zelle lasst sich nach Fixierung und Substratzugabe blau anfarben.

BHK/LTRIacZ-Zellen wurden =zur Titrierung PFV-haltiger Zellkulturiibersténde
entwickelt, in der vorliegenden Arbeit wurden sie zum Nachwels der Tas-Funktion in
einem Kokultivierungsassay genutzt. Bel der Kokultivierung gebildete Synzytien aus
BHK/LTRIacZ- und infizierten KMST-6-Zellen sollten sich bel Anwesenheit von
funktionsfahigem Tas blau anférben lassen.

Dazu wurden 10% der zu untersuchenden KMST-Zellen einer konfluenten T25-
Zellkulturflasche zusammen mit 5x10° BHK/LTRIacZ-Zellen je Well einer 12-Well-
Platte kultiviert. Nach 2 Tagen wurde das Medium abgenommen, der Zellrasen mit 1ml
PBS gewaschen und 10 Min. mit 1ml Fixierldsung bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
einem weiteren Waschschritt mit 1ml PBS wurde 1ml der frisch angesetzten
Farbel6sung zugegeben und 4 Std bei 37°C auf dem Zellrasen belassen.



3.3  Zdlkultur, Virusanzucht und —Quantifizierung

3.3.1 Zdlkultur

Alle Arbeiten mit Zellkulturen wurden an Steril-Arbeitsbanken durchgefiihrt und die
Zellen in Kulturflaschen bei 37°C, 5% CO,-Gehalt und 95% Luftfeuchtigkeit in
Zellkultur-Brutschranken gehalten. Je nach Zelllinie wurden folgende Kulturmedien

verwendet: BHK-21 MEM + 5% FCS
BHK/LTRlacZ ~ MEM + 5% FCS mit G418 (1,0mg/ml)
KMST-6 DMEM + 10% FCS
203T DMEM + 10% FCS

Wenn sich die Zellen bis zur Konfluenz vermehrt hatten, wurde das Medium
abgenommen und der Zellrasen mit PBS gesptilt. Durch ATV-Zugabe und 5-minttige
Inkubation im Zellkultur-Brutschrank wurden die Zellen vom Flaschenboden abgeldst.
Nach Verdinnung in Kulturmedium wurde 80 - 95% der Zellsuspension verworfen und
das Volumen mit neuem Medium aufgefullt.

3.3.2 Transfektion mit Calziumphosphat (CaPO,)
Als Transfektion bezeichnet man das Einbringen von DNA in eukaryonte Zellen. Bei
der Calziumphosphat-Methode bildet sich ein CaPO4-DNA-Préazipitét, das sich auf dem
Zellrasen niederschlagt und von den Zellen aufgenommen wird.
Wenn nicht anders angegeben, wurden am ersten Tag 2 - 3x10° Zellen in 6cm-Schalen
ausgesat. Am Folgetag wurden zunéchst die bendtigten Losungen auf Raumtemperatur
erwadrmt und eine Stunde vor Transfektion das Zellkulturmedium erneuert, bevor der
Transfektionsmix angesetzt wurde: 10 ug DNA
62ul 2M CaCl;

Ad 500 pl  A. bidest
Langsames Dazutropfen von 500 I 2x HBS
Der Ansatz wurde mehrfach durch Invertieren gemischt, 15 Min. bel Raumtemperatur
inkubiert und schliefdlich in kreisenden Bewegungen gleichmaiig auf die Zellkultur
aufgebracht. Nach 8 Stunden Inkubation im Zellkultur-Brutschrank wurde das
Kulturmedium erneut gewechselt.
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Wurden 293T-Zellen mit Plasmiden transfiziert, die Proteine unter der Kontrolle des
CMV-Promotors exprimieren, erfolgte am 3. Tag eine Induktion der Proteinsynthese
durch Zugabe von Kulturmedium mit 10mM Natriumbutyrat, das nach 8 Std. wieder
abgenommen wurde.

3.3.3 Gewinnung zellfreier Virustber stande

Zur Herstellung von Virustiberstdnden transfizierter Zellen wurden die Zellkulturen
einen Tag nach Natriumbutyrat-1nduktion auf Trockeneis gefroren und anschlief3end bei
37°C wieder getaut. Dieses thermische Aufbrechen der Zellen sollte Uber die
Freisetzung intrazellularer Viruspartikel eine Erhthung des Virustiters im Uberstand
bewirken. Die so behandelten Zellen 16sten sich spontan ab bzw. lief3en sich leicht
abspulen. Die Suspension wurde in ein 15ml-Reaktionsgefald gegeben und die
Zelltrummer 10 Min. bei 1000rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in eine 5 bzw.
10ml Einwegspritze gefullt und durch einen Sterilfilter mit 0,45um Porengrofle
gepresst. Die so gewonnenen zellfreien Virusiiberstande wurden bei —80°C gelagert
oder gleich zur Infektion von Zielzellen verwendet.

Die Gewinnung zellfreier Uberstande von infizierten Langzeit-Kulturen erfolgte ohne
Einfrier-Auftau-Schritt durch Abnahme des Zellkulturmediums und nachfolgende
Sterilfiltration.

3.3.4 Infektion von Zielzellen

Als Zielzellen fur Infektions-Versuche zum Nachweis der Infektiositdt und
Replikationskompetenz der Konstrukte wurden KMST-6-Zellen verwendet. Pro T25-
Zellkulturflasche wurden 10% KMST-6-Zellen ausgesét und deren Absetzen abgewartet.
Dann wurde 3ml zellfreier Virustiberstand zum Kulturmedium hinzugegeben und die
Zellen im Zellkultur-Brutschrank weiter kultiviert. Um lytisch infizierte Zellkolonien
langere Zeit halten zu konnen, wurden bei Bedarf frische, nicht infizierte Zellen

zugegeben.



-56-

3.35 Zdlfarbung mit Kristallviolett

Um den optischen Kontrast fur die fotografische Dokumentation zu steigern, wurden
Zellkulturen mit Kristallviolett gefarbt.

Das Zellkulturmedium wurde abgenommen, der Zellrasen mit FarbelGsung
Uberschichtet und 5 Min. bel Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Absaugen der

Flissigkeit und Lufttrocknung konnten die Zellkulturen fotografiert werden.

3.3.6  Virustitration mittelsInfectious Centre Assay (ICA)

Zur Titration der Virusiberstdnde wurde ein modifizierter Infectious Centre Assay
(Baunach et al., 1993) angewendet. Infizierte Zellen kdnnen mit einem gegen virale
Kapsidantigene gerichteten spezifischen Antikorper in Verbindung mit einem
peroxidase-gekoppelten sekundéren Antikorper markiert werden. Die peroxidase-
katalysierte Umsetzung des Substrates 3-Amino-9-Ethylcarbazol resultiert in einer
braunroten Farbung infizierter Zellen.

In eine 48-Well-Platte wurden 5x10° BHK-21-Zellen je Well ausgesdt und nach
Absetzen der Zellen mit dem zu titrierenden Uberstand in Verdiinnungsstufen von 10°
bis 10 infiziert. Nach 24 Std. erfolgte ein Mediumwechsel. Am vierten Tag p.i. wurde
das Medium abgenommen, die Zellen zweimal mit 0,5ml PBS — 0,1% BSA je Napf
gewaschen und anschlief3end mit eiskaltem Methanol bel —20°C 30 Min. fixiert.

Der spezifische Antikorper aGag 011 wurde 1:200 in PBS — 0,1% BSA verdiinnt. Zu
jedem Napf der 48-Well-Platte wurden 100ul der Antikdrper-Verdinnung gegeben und
45 Min. bei 37°C inkubiert. Esfolgten 3 Waschschritte mit 0,5ml PBS —0,1% BSA fur
je 5 Min. auf einer Wippe. Der sekundére peroxidase-gekoppelte Antikorper wurde
ebenfalls 1:200 in PBS — 0,1% BSA verdinnt und je 100ul pro Napf fir eine
45-mindtige Inkubation bei 37°C verwendet. Nach weiteren 3 Waschschritten wie zuvor
wurde 0,5ml der frisch angesetzten Farbeltsung pro Napf zugegeben und die Reaktion
30 Min. in Dunkelheit gehalten. Nach Abnehmen der Farbelbésung und einmaligem
Spulen mit A. bidest wurden die Platten getrocknet und bei 4°C gelagert bzw. unter
einem Lichtmikroskop ausgewertet.

Ausgezahlt wurden Plague Forming Units (PFU), d.h. braunrot geférbte Einzelzellen
oder Zéllcluster, die aus einer einzigen infizierten Zelle durch Mitose hervorgingen. Das
Ergebnisist in PFU/ml Uberstand angegeben.
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3.3.7 Induktion mit 5-Azacytidin (AZC)

Um den Einfluss von 5-Azacytidin auf die Aktivitat der rekombinanten LTR zu
untersuchen, wurden infizierte KMST-6-Zellen nach dem Splitten in einer der
Kulturflache entsprechenden Menge parallel in je 2 Né&pfe einer 12-well-Platten
ausgesdt. Je einer von beiden Ansétzen wurde dabei in Zellkulturmedium mit 4uM AZC
gehalten. 24 Std. spéter erfolgte ein Mediumwechsel, jeweils mit bzw. ohne Zugabe von
AZC. 72 Std. nach der ersten Zugabe von AZC wurden zellfreie Virusiibersténde
prépariert und mittels Infectious Centre Assay die Anzahl infektitser Viruspartikel im
Uberstand als MaR fir die Aktivitat der rekombinanten LTR bestimmt.

3.3.8 Stimulation der rekombinanten LTR mit Natriumbutyrat

Die Stimulierbarkeit des CMV-Promotors durch Natriumbutyrat im Kontext der
rekombinanten LTR wurde durch Analyse der Expression des Gag-Proteins im Western
Blot untersucht.

Konfluente KMST-6-Zellen wurden mit ATV abgeltst und 1:3 verdinnt auf 6-Well-
Platten ausgesit. Jewells eine von zwei paralel in gleicher Dichte ausgesdten
Zellkulturen wurde am Folgetag 7 Std. in Medium mit 10mM Natriumbutyrat inkubiert
bevor anschlief3end bei allen Kulturen ein Mediumwechsel durchgefiihrt wurde. 24 Std.
gpater wurden Zelllysate fur eine vergleichende Analyse im Western Blot hergestellt.

3.3.9 Freisetzungintrazellularer Viren durch Einfrieren und Auftauen

Von lytisch infizierten Zellkulturen wurde der Uberstand (5ml) abgenommen, in eine
Einmalspritze gegeben und durch einen 0,45um Sterilfilter gepresst. Die Titration
erfolgt mittels ICA.

Der verbleibende Zellrasen wurde mit ATV abgelost, die Zellsuspension in ein 15ml-
Gefald Uberfuhrt und das Volumen mit PBS auf 5ml aufgefillt. Die Ansdtze wurden
dreimal auf Trockeneis eingefroren und bei 37°C wieder aufgetaut. Die Suspension der
auf diese Weise thermisch aufgebrochenen Zellen wurde 10 Min. bei 1000rpm
zentrifugiert. Der Zentrifugationsiiberstand wurde wie der Zellkulturiberstand

sterilfiltriert und titriert.
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3.3.10 FACS-Analyse

Die Expression des Reportergens GFP wurde automatisiert mit einem FACScan-Gerét
(Fluorescence Activated Cell Sorter) ausgewertet.

Die zu untersuchenden Zellen wurden mit ATV abgelost und ein Teil der
Zellsuspension in einem 15ml-Gefald mit PBS auf ein Volumen von 10ml aufgefullt.
Nach 10-minutiger Zentrifugation bei 1000rpm wurde das Zellpellet in 10ml PBS
gewaschen und nach erneutem Abzentrifugieren in 1ml FACS-Puffer resuspendiert.

Die durch Analyse mit dem FACScan erhatenen Daten wurden mit Hilfe der
Softwarepakete Lysis |1 und CellQuest ausgewertet.

34  Luciferase-Assay zur Analyse der Promotor-Aktivitat

Das Enzym Luciferase lasst in der Natur die Gluhwirmchen leuchten. Auch in vitro
katalysiert das Protein eine Licht emitierende Reaktion, wenn unter entsprechenden
Bedingungen das Substrat Luciferin und als Cosubstrat ATP angeboten werden. Die
Stérke der Lichtreaktion kann dabei quantifiziert werden und l&sst so Ruckschlisse auf
die Menge der in einer Zellkultur synthetisierten Luciferase und damit auf die Aktivitét
des Promotors, der diese Expression kontrolliert, zu (Gould & Subramani, 1988).

Je Napf einer 6-Well-Platte wurden 8x10° 293T-Zellen ausgesit. Am Folgetag wurden
je 5ug der Luciferase-Expressions-Plasmide zusammen mit 5ug eines Tas-Expressions-
Plasmides bzw. eines tas-negativen Kontrollplasmides mit der Calziumphosphat-
Methode kotransfiziert. Die verwendeten DNA-Konstrukte sind im Ergebnistell ndher
erlautert.

48 Std. nach der Transfektion wurden die Zellkulturen einmal mit PBS gewaschen und
nach Zugabe von je 200ul frisch angesetztem Lysepuffer mit einem Kunststoffspatel
mechanisch vom Boden des Kulturgefél3es abgeschabt. Die Suspension wurde in ein
1,5ml-Reaktionsgefad Uberfihrt und durch Vortexen homogenisiert. Unl6sliche
Zellbestandteile wurden durch 5-minitige Zentrifugation bel 14.000rpm pelletiert und
der Uberstand in ein neues 1,5ml-ReaktionsgefaR tberfihrt.

Fur die Quantifizierung der Lichtreaktion wurde ein Berthold Mikrolumat Luminometer

verwendet. Kurz vor der Messung wurden der Messpuffer und die Luciferin-Losung
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frisch angesetzt und fir jede zu vermessende Probe 50ul des Messpuffers in eine
Vertiefung einer Mikrotiterplatte pipettiert. Die Luciferin-Lésung wurde in das Gerét
gegeben, wo sie spater zum Start der Reaktion automatisch zu den Proben injiziert
wurde. Unmittelbar vor der Messung wurden je 50ul einer 1:50 Verdinnung der
Zelllysate zu dem vorgelegten Messpuffer in die Mikrotiterplatte gegeben, diese in das
Gerdt eingesetzt und der Messvorgang automatisiert durchgefiihrt. Die Messergebnisse
wurden in relativen Lichteinheiten ausgegeben.
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4 Ergebnisse

4.1 Infektiose PFV-Klone mit konstitutiv aktiven L TR-Promotoren

4.1.1 Konstrukte mit rekombinanter 3 LTR

Das Plasmid pHSRV 2 (Fig. 8) ist ein infektioser Klon des Primaten Foamy Virus Typ 1
(PFV-1) mit verkirzten U3-Regionen in 5- und 3'LTR. Diese Deletionen
beeintrachtigen die Replikationsfahigkeit in Zellkulturen nicht (Schmidt & Rethwilm,
1995). In pHSRV?2 als Basis wurde die U3-Region in der 3'LTR bis auf die ersten
212bp deletiert und so der tas-abhangige LTR-Promotor entfernt. Ersetzt wurde dieser
durch den konstitutiv aktiven immediate early gene (IE) Promotor und Enhancer des
Cytomegalievirus (CMV). Nach Transfektion in Zellkulturen und Durchlaufen des
viralen Replikationszyklus sollten so infektitse Viren entstehen, bei denen sowohl 3'-
alsauch 5’LTR rekombinant sein sollten.

Zunéchst wurde durch eine PCR mit den Primern #422 (sense) und #423 (antisense)
vom Plasmid pHSRV 2 ein 949bp grof3es DNA-Fragment amplifiziert. Dieses entsprach
dem Bel-U3-Ubergangsbereich von der Clal-Spaltstelle 228bp vor dem Bel-1-
Stopcodon bis inklusive der BstEll-Spaltstelle 212bp nach Beginn der U3-Region in der
3'LTR. Am 3’-Ende dieses PCR-Fragmentes wurde durch entsprechende Konstruktion
des Antisense-Primers eine Xhol-Spaltstelle angefiigt. Das Amplifikat wurde Uber ein
Agarosegel aufgereinigt, mit T4-Polynukleotid-Kinase phosphoryliert, nach Phenol-
Chloroform-Extraktion mit Xhol gespalten und vor der Ligation mit dem Vektor
pBSKS- erneut Uber ein Agarosegel gereinigt. Der Vektor pPBSKS- war zuvor mit Xhol
gespalten, nach Ethanolfélung mit EcoRV verdaut, durch CIP dephosphoryliert und
Uber ein Agarosegel aufgereinigt worden. Als Ligationsprodukt entstand der Vorklon
pTS1.

Im Plasmid pcHSRV2 (Moebes et al., 1997) ist die U3-Region der 5'L TR durch den |E
Promotor und Enhancer des CMV ersetzt (Fig. 8). Der Transkriptionsstart des CMV -
Promotors ist dabei identisch zum foamyviralen Transkriptionsstart in pHSRV2. Diese
Promotor/Enhancer-Kassette steuert nach transienter Transfektion die Transkription der
genomischen RNA und die Expression viraler Proteine. Es entstehen infektiose Viren
mit foamyviralen U3-Regionen inden 5™- und 3'LTRs.
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Mittels einer PCR mit den Primern #424 (sense) und #425 (antisense) wurde vom
Plasmid pcHSRV2 ein 840bp groRe Fragment amplifiziert, das die IE
Promotor/Enhancer Kassette des CMV, die komplette R-Region und die ersten 7nt der
U5-Region der 5'LTR beinhaltete. Durch entsprechende Konstruktion der Primer wurde
am 5"-Ende des Amplifikates eine X hol- und am 3"-Ende eine Clal -Spaltstelle angeflgt.
Der Vektor pTS1 wurde mit Asp718 gespalten, der 5-Uberhang mit Klenow-
Polymerase aufgefillt und nach Spaltung mit Xhol mit dem Xhol- und Clal-gespaltenen
PCR-Fragment zum Vorklon pTS2 (Fig. 8) ligiert. Die tUber PCR amplifizierten
Bereiche von pTS2 wurden mit geeigneten Oligonukleotid-Primern fir beide DNA-
Strange sequenziert. Die ermittelte Basenfolge entsprach der der Ausgangsplasmide
pPHSRV2 und pcHSRV 2.

Aus pHSRV2 wurde mittels Clal-Spaltung ein 2,2kb grof3es Fragment entfernt und
durch das ebenfalls mit Clal aus pTS2 isolierte 1,8kb Fragment ersetzt. Der
resultierende Klon pTS3 (Fig. 8) besitzt eine rekombinante 3'LTR. Diese besteht aus
den 5" gelegenen 212bp der foamyviralen U3-Region, gefolgt von einer CMV IE
Promotor/Enhancer Kassette, der foamyviralen R-Region und 7nt der U5-Region.
Durch die Deletion eines Tells der U3-Region wird der Bel-2-ORF um 135nt gekdirzt.

4.1.2 Konstrukte mit veranderter 5-und 3'LTR

In pTS3 sind zwei unterschiedliche LTRs im selben Plasmid vorhanden. Das CMV-
Promotor-Element und der foamyvirale U3-Promotor werden dabei von identischen
Sequenzen flankiert. Um eventuelle Rekombinations-Ereignisse zwischen den
unterschiedlichen Binnensequenzen der LTRs zu verhindern, wurden weitere Plasmide
konstruiert, bei denen die U3-Region in der 5LTR durch eine zweite CMV |E
Promotor/Enhancer Kassette ersetzt wurde. Die Moglichkeit einer Rekombination
zwischen zwel unterschiedlichen LTRsist in 5.1.2 ndher erdrtert.

Fig. 8 (nachste Seite):

Uberblick tber die verwendeten Plasmide, die Struktur der rekombinanten LTR in pTS2, sowie die
daraus hervorgehenden infektitsen Klone pTS3, pTS12 und pTS13. Die Transkriptionsstarts sind mit
Pfeilen markiert.
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Das Plasmid pTS3 wurde mit Asp718 gespalten, das 5"-Uberhang-Ende mit Klenow-
Polymerase gegléttet und mit Kpn2l nachgespalten. So wurde ein 7,0kb Fragment, das
den Bereich von der 5LTR bis zum Beginn des Env-Gens enthdlt, entfernt. Ein
entsprechendes Fragment von 6,8kb wurde mit Mlul-Spaltung, Gléttung durch Klenow-
Polymerase und Kpn2l-Nachspaltung aus pcHSRV?2 isoliert und in den Vektor pTS3
inseriert. Das resultierende Plasmid war pTS12 (Fig. 8).

Durch Deletion eines 208bp BamHI-Fragmentes im Tas/Bel-1-Gen und Religation von
pTS12 entstand pTS13 (Fig. 8) mit funktional deletiertem Tas (Baunach et a., 1993).
Die Nomenklatur der Viren, die nach Transfektion der DNA-Konstrukte in Zellkulturen

entstanden, entspricht der Benennung der Plasmide, jedoch ohne vorangestelltes ,, p“.

4.2 Protein-Expression nach transienter Transfektion

4.2.1 Nachweisvon Gag, Pol und Tasim Western Blot

Zum Nachwels der Expression von Gag, Pol und Tas wurden eine Mock-Kontrolle und
je 10pg pTS12, pTS13 und pcHSRV2 mit der Calziumphosphat-Methode in 293T-
Zellen transfiziert. Nach Induktion mit Natriumbutyrat erfolgte 48 Std. p.t. die Ernte der
Zelllysate. Die in einem 7,5%igen Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine wurden
durch Western Blots mit Seren gegen Gag (aGag 011, 1:400 verdinnt), die RNase H-
Domane des Pol-Proteins (aRH, 1:400) und Tas (aTas 017, 1:500) spezifisch detektiert.
Die beiden Formen des Gag-Proteins p68 und p71 konnten in vergleichbarer Intensitét
in Zellen, die mit pTS12 und pTS13 transfiziert wurden, wie auch in pcHSRV2-
transfizierten Kontrollzellen nachgewiesen werden (Fig. 9A).

Auch in der Expression des p127 Pol-Vorlauferproteins und der reversen Transskriptase
p80 konnte kein Unterschied zwischen pTS12- und pTSl3-transfizierten Zellen und
pcHSRV 2-transfizierten Kontrollzellen festgestellt werden (Fig. 9B).

Bei Inkubation mit tas-spezifischem Serum konnte in pTS12-transfizierten Zellen ein
dem Wildtyp entsprechendes 36kD Tas-Protein nachgewiesen werden. Es zeigte sich
jedoch ein von 60kD auf ca. 56kD verkleinertes Bet-Protein, bedingt durch die
Verkirzung des Bel-2-Leserahmens in pTS12. In Zellen, die mit der funktional tas-



deletierten Variante pTS13 transfiziert worden waren, konnten aufgrund der Deletion

im Tas/Bel-1-Gen weder Tas noch Bet nachgewiesen werden (Fig. 9D).
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Fig. 9:

Proteinexpression der Konstrukte pTS12 und pTS13 nach transienter Transfektion. Andyse mit
den Seren aGag 011 (A), aRH (B) gegen die RNase H-Doméne von Pol und aTas 017 (D) im Western
Blot, sowie mit aSU (C) gegen die Surface-Untereinheit von Env im RIPA.

Aufgrund des verkirzten Bel-2-Leserahmens in pTS12 lief3 sich ein verkirztes Env-Bet-Fusionsprotein
(C) und eine auf ca. 56kD verkirzte Bet-Version (D) nachweisen. Die Bel-1-Déetion in pTS13 konnte
durch Fehlen von Tas, Bet (D) und des Env-Bet-Fusionsproteins (C) bestétigt werden.
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4.2.2 Nachweisvon Env mit RIPA

Eine Mock-Kontrolle und jewells 5ug pTS12, pTS13 und pcHSRV2 wurden in 293T-
Zellen transfiziert und nach Natriumbutyrat-1nduktion metabolisch radioaktiv markiert.
Fur den RIPA wurde ein aSU-Serum, das spezifisch die Surface-Untereinheit des Env-
Proteins erkennt, verwendet.

Die Expression des gpl30 Env-Proteins war in pTS12-, pTS13- und pcHSRV2-
transfizierten Zellen vergleichbar. Auch bei der Expression des gp80 Surface-Proteins
waren keine wesentlichen Unterschiede feststellbar. Das gp170 Env-Bet-Fusionsprotein
zeigte sich in pTSl12-transfizierten Zellen im Vergleich zum Wildtyp wegen des
verkirzten Bel-2-Leserahmens in pTS12 geringfligig verkleinert, in pTS13-
transfizierten Zellen war es erwartungsgemal? nicht nachweisbar (Fig. 9C).

4.3 Replikationskompetenz und Vir ustiter

4.3.1 Nachwesder Replikationsfahigkeit

Die Replikationskompetenz der Foamyviren mit rekombinanter LTR wurde in drei
unabhangigen Experimenten gezeigt. 3x10° 293T-Zellen wurden mit einer Mock-
Kontrolle und jeweils 10ug pTS12, pTS13 und pcHSRV2 transfiziert und die
Expression mit Natriumbutyrat induziert. 48 Std. nach Transfektion erfolgte die
Gewinnung zellfreier Lysate und die Infektion von KMST-6-Zielzellen (1. Generation).
Diese wurden 20 bis 30 Tage kultiviert, bis von ihnen zellfreie Kulturtibersténde
gewonnen und damit die Infektion einer zweiten Generation von KMST-6-Zielzellen
durchgefuhrt wurde (siehe Fig. 10).

In den Zielzellkulturen erster Generation waren vier Tage nach Infektion mit
Uberstanden pcHSRV 2-transfizierter Zellen deutliche zytopathische Effekte (CPES)
sichtbar. Bei den mit TS12- und TS13-Uberstanden infizierten Zellen konnte zu diesem
Zeitpunkt kein Unterschied zu den mock-infizierten Zellen festgestellt werden.

Zwei Tage nach Infektion wurden Zielzellen erster Generation auf Chamberslide-
Objekttragern ausgesetzt, nach weiteren zwei Tagen fixiert und mittels indirekter

I mmunfluoreszenz geférbt. Als spezifischer AntikGrper wurde aGag 127 verwendet.
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Transfektion Zdellfreie Zélfreie
von Lysate Uberstande
Plasmid-DNA (2 Tagep.t.) (20- 30 Tagep.i.)

LN MY

293T KMST-6 KMST-6
(1. Generation) (2. Generation)

Fig. 10:

Strategie der Infektionsexperimente zum Nachweis der Replikationskompetenz der Konstrukte
TS12 und TS13. Zwei Tage nach Transfektion der Plasmid-DNA in 293T-Zelen wurden KMST-6-
Ziezelen (1. Generation) mit zelfreien Lysaten infiziert. Der zdlfreie Kulturlberstand dieser Zelen
wurde 20 bis 30 Tage spéter zur Infektion der KMST-6-Zidzellen (2. Generation) genutzt.

In den mit TS12- und TS13-Uberstanden infizierten Zellkulturen waren lediglich
einzelne positive Kernfluoreszenzen sichtbar, wahrend in der HSRVZ2-infizierten
Positivkontrolle eine grofRe Anzahl fluoreszierend markierter Zellen erkennbar waren
(Fig. 11).

Aus Zielzellen zweiter Generation wurden 20 bzw. 40 Tage nach Infektion Zelllysate
fur eine Western-Blot-Analyse gewonnen. Mit dem Serum aGag 011 (1:400) konnten
sowohl in mit HSRV2 als auch in TS12- und TS13-infizierten Zellen Gag-Proteine
spezifisch nachgewiesen werden (Fig. 12).
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Fig. 12:
Nachweis der Gag-Expression in infizierten KM ST-6-Zellen im Western Blot. Die Zellen wurden 20

bzw. 40 Tage nach Infektion lysiert. Als spezifisches Serum wurde aGag 011 verwendet.
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Fig. 11:

Immunfluoreszenz-Farbung infizierter KMST-6-Zellen mit aGag-127-Serum. Vier Tage nach
Infektion lieffen sich in TS12- und TSl13-infizierten Zdlen einzelne Kernfluoreszenzen darselen.
Mockzellen blieben ungeféarbt, HSRV-2-infizierte Zellen waren in grof3er Zahl fluoreszenz-positiv.

Ab dem 20. bis 30. Tag nach Infektion wurden in TS12- und TS13-infizierten
Zielzellkulturen (2. Gen.) foamyvirus-typische CPEs als Zeichen der sich langsam
entwickelnden lytischen I nfektion sichtbar (Fig. 13).

Es konnte somit eindeutig gezeigt werden, dass Foamyviren mit rekombinanter LTR in
der Lage sind, auch ohne Tas zu replizieren. Im Vergleich zu HSRV 2 zeigten dabei aber
sowohl TS12 als auch TS13 eine deutlich verlangsamte Replikationskinetik.
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Fig. 13:
Kristallviolett-Farbung infizierte KM ST-6-Zellen. 20 bis 30 Tage nach Infektion mit TS12 bzw. TS13
zeigten sich foamyvirus-typische CPEs in Form mehrkerniger Synzytien mit schaumiger Vakuolisierung.

4.3.2 Bestimmungder Virustiter in zellfreien Kulturtber stéanden

Um die Frage zu untersuchen, inwieweit die offenbar verlangsamte Replikationskinetik
der Viren mit hybrider LTR mit geringen Virustitern einhergeht, wurden die in den
Zellkulturtiberstand freigesetzten infektiosen Partikel quantifiziert.

Zur Ermittlung der Virugtiter in zellfreien Uberstanden foamyvirus-infizierter Zellen
wird Ublicherweise ein 3-Galactosidase-Assay mit der Indikatorzelllinie BHK/LTRIacZ
(Schmidt & Rethwilm, 1995) verwendet. Die Zellen tragen das [3-Galactosidase-Gen
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unter der Kontrolle einer foamyviralen LTR, deren Promotor durch die Anwesenheit
von Tas in infizierten Zellen aktiviert wird. Diese lassen sich dann blau anférben. Bei
den hier verwendeten Konstrukten war eine Titration mit dem -Galactosidase-Assay

wegen der funktional tas-deletierten Variante TS13 nicht moglich.

Fig. 14:
Virustiterbestimmung mit ICA. Zdlfreie Uberstdnde von Mockzellen, HSRV2-, TS12- und TS13-
infizierten Zellen wurden in verschiedenen Verdinnungsstufen zur Infektion von BHK-21-Zdlen
eingesetzt. Infizierte Zelen, in denen Gag exprimiert wurde, konnten mit der Immunférbung braunrot
markiert werden. Ausgezahlt wurden positive Einzelzellen oder klonale Plagues.
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Es wurde deshalb ein modifizierter Infectious Centre Assay (ICA) verwendet. Infizierte
Zellen werden Uber Markierung des Gag-Proteins mit einem spezifischen Antiserum
(aGag 011) braunrot angeférbt (Fig. 14). Die Virustiter sind in PFU/ml (plague forming
units) angegeben.

Bel den mit TS12 bzw. TS13 infizierten Zielzellen (2. Gen.) konnten 25 Tage nach
Infektion Virustiter im Bereich von 1,6x10* PFU/mI bis 3,0x10° PFU/mI im zellfreien
Uberstand festgestellt werden. Ein signifikanter Unterschied zwischen TS12 und TS13
war dabei nicht erkennbar. HSRV 2-infizierte Kulturen produzierten dagegen bereits
innerhalb von 2 bis 4 Tagen nach Infektion Titer im Bereich von 5x10°PFU/mI bis
5x10°PFU/mI. TS12 und TS13 erreichten also beide im Vergleich zu HSRV2 deutlich
niedrigere Virustiter im Zellkulturiberstand.

4.4 Genetische Stabilitat der rekombinanten Viren

441 Stabilitat der rekombinanten LTR

Auch bei der Replikation in vitro in Zellkulturen sind Viren Einfliissen ausgesetzt, die
Zu einer evolutiondren Veranderung der genetischen Information fihren konnen. Daher
wurde die genetische Stabilitét der artifiziell eingefihrten hybriden LTR innerhalb eines
gewissen Zeitraumes untersucht.

In zwei unabhangigen Experimenten wurde 20 bzw. 40 Tage nach Infektion DNA aus
den KMST-6-Zielzellen (2. Gen.) prapariert. Diese wurde mit PCR (55°C Annealing)
unter Verwendung der Oligonukleotide #534 (Beginn der U3-Region, sense) und #239
(Gag-Leader-Bereich, antisense) analysiert. Im Falle der hybriden LTR wurde ein
Fragment von 1264bp erwartet, die foamyvirale LTR sollte zur Amplifikation eines
1200bp Fragmentes fuhren.

Bei den Proben aus TS12- und einer Probe aus TS13-infizierten Zellen (40 Tage nach
Infektion) zeigten sich Fragmente in erwarteter Grofde. Bel TS13-infizierten Zellen 20
Tage nach Infektion waren zusétzlich zum erwarteten Fragment verkirzte Amplifikate,
Deletionen in der hybriden LTR entsprechend, sichtbar (Fig. 15).
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Fig. 15:
PCR zur Analyse der 5LTR. Bei TS13 (20 Tage nach Infektion) konnten LTR-Deetionen als
zusétzliche, verkirzte Banden gefunden werden.

Aufgrund der Struktur des amplifizierten DNA-Bereichs (Fig. 16) konnten die
aufgetretenen Deletionen durch Restriktionsenzym-Verdau mit Xhol, Ncol und Sacl
lokalisiert (Fig. 17) und der CMV-Promotor-Kassette der rekombinanten LTR
zugeordnet werden.

#534
—
AU3|  IECMV Promotor/Enhancer R
-
| #239
Xhol Ncol Sacl
180 587 810

Fig. 16:
PCR-Fragment von 1,26kb zur Analyse der 5LTR. Positionen der Oligonukleotid-Primer und
Restriktionsenzym-Spaltstellen, die zur Lokalisation der aufgetretenen Deletionen verwendet wurden.
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Fig. 17:
Das PCR-Fragment wurde getrennt mit Xhol, Sacl und Ncol gespalten. Durch Vergleich der
zusdizlich aufgetretenen, verkirzten Banden (Markierung) mit den erwarteten Restriktionsfragmenten
konnten die bel TS13 aufgetretenen Deletionen in den CMV-Bereich der hybriden LTR lokalisiert
werden.

442 Sabilitat des TagBd-1-Gens

TS12-Viren mit Tas haben offensichtlich im Vergleich zu TS13-Viren ohne Tas keinen
Vortell hinsichtlich der Replikationskinetik und des Virustiters. Um die Frage zu
beantworten, ob TS12 Tas in Langzeitkulturen deletiert, wurde eine PCR-Analyse des
Tag/Bel-1-Gens in Zielzellen (2. Gen.) durchgefihrt. Damit wurde gleichzeitig das
Vorhandensein der Tas-Deletion in TS13 bestétigt.

In zwei unabhéangigen Experimenten wurde 20 bzw. 40 Tage nach Infektion von
Zielzellen (2. Gen.)) DNA aus den Zellkulturen prapariert und eine PCR (55°C
Annealing) mit den Primern #139 (sense) und #10 (antisense) durchgeftihrt. Fir das
vollstandige Tas/Bel-1-Gen wurde ein Fragment von 1079bp, fur die BamHI-Deletion
ein Amplifikat von 871bp erwartet.
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In den Proben aus TS12-infizierten Zellen konnte das 1079bp Fragment, das dem
vollstandigen Bel-1-Gen entspricht, nachgewiesen werden. Ebenso konnte die BamHI-
Deletion in den TS13-Proben bestétigt werden (Fig. 18).
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Fig. 18:
PCR zur Analyse des Tas-Gens. Die Tas/Bel-1-Region war Uber den untersuchten Zeitraum bei beiden
Konstrukten stabil.

Nach der genetischen Stabilitdt des Tas/Bel-1-Gens sollte auch die Funktionsfahigkeit
des Tas-Proteins bei TS12 untersucht bzw. das Fehlen eines funktionsfahigen Tas-
Proteins bel TS13 bestétigt werden. Hierfur wurde die BHK/LTRIacZ-Indikatorzelllinie
verwendet.

KMST-6-Zielzellen (2. Gen.) zweier unabhangiger Experimente 20 bzw. 40 Tage nach
Infektion bzw. KMST-6 Mockzellen wurden mit BHK/LTRIlacZ-Zellen kokultiviert.
Nach zwel Tagen erfolgte die Fixierung und Farbung. Bei den Kokultivierungen mit
TS12- bzw. HSRV 2-infizierten Zellen zeigte sich eine deutliche Blaufarbung der aus
BHK/LTRIlacZ- und KMST-6-Zellen bestehenden Synzytien. Die bel der
Kokultivierung mit TS13-infizierten Zellen aufgetretenen Synzytien blieben ebenso
ungeférbt wie die Einzelzellen in der Mock-Kokultivierung (Fig. 19).

Die genetische Stabilitét und Funktionsfahigkeit des Tas/Bel-1-Gens bzw. des Tas
Proteins bei TS12 konnte so fr den untersuchten Zeitraum bestétigt werden, ebenso die
Abwesenheit eines funktionsfahigen Tas-Proteins bei TS13.
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Fig. 19:

Kokultivierungsassay mit BHK/LTRIacZ-Zellen zum Nachweis des funktionsféhigen Tas-Proteins.
In TS12- und HSRV 2-infizierten Kulturen waren CPEs mit deutlicher Blauférbung sichtbar. Diein TS13-
infizierten Kulturen aufgetretenen CPEs waren wie die Mockzellen farblos, weil ohne Anwesenheit von

Tas keine 3-Gal actos dase-Expression erfolgt.
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45 Versuche zur Steigerung des Virustiters

45.1 Induktion mit 5-Azacytidin

5-Azacytidin (AZC) wird as Basenanalogon angtelle von Cytidin in die DNA
eingebaut. Aufgrund der Azagruppe an Position 5 kann AZC nicht methyliert werden.
Im Folgenden sollte untersucht werden, ob die verlangsamte Replikationskinetik der
TS12- und TS13-Viren auf einer Inaktivierung des integrierten Provirus durch
Methylierung beruhte.

KMST-6-Zellen, zwischens 20 und 30 Tagen nach Infektion mit TS12, TS13 oder
HSRV 2, bzw. KMST-6-Mock-Zellen wurden fur 72 Std. in Zellkulturmedium jeweils
mit bzw. ohne 4uM AZC gehalten, bis die Virustiter in den Kulturtibersténden ermittelt
wurden. Drei unabhéngige Experimente wurden durchgefihrt.

Dabei lief3en sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Virustitern im
Uberstand von Kulturen mit bzw. ohne AZC feststellen (Tab. 2).

M ock TS12 TS13 HSRV2
- AZC 0 2,0x10° 1,7x10° 8,7x10*
(+/-0) (+/-0,0x10%) (+- 1,2x10°) (+- 2,3x10%)
+AZC 0 1,7x10° 1,6x10° 5,7x10*
(4uM) (+-0) (+/-5,8x107) (+/-5,8x107) (+/-3,8x10%
Tab. 2:

Virustiter in PFU/ml Uberstand von infizierten Zellen, die in Medium jeweils mit bzw. chne AZC

kultiviert wurden

452  Stimulation der rekombinanten LTR mit Natriumbutyrat

Die durch den CMV-Promotor kontrollierte Expression nachgeschalteter Gene lasst sich
durch Stimulation mit Natriumbutyrat deutlich steigern (Palermo et al., 1991). Es sollte
untersucht werden, ob dies ebenfalls mdglich ist, wenn der CMV-Promotor sich im
Kontext einer retroviralen LTR befindet.
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Gleiche Mengen KM ST-6-Zellen, die 25 Tage zuvor mit TS12-, TS13-, oder HSRV 2-
Uberstanden infiziert worden waren, bzw. KMST-6-Mockzellen wurden jeweils fur
8 Std. in Zellkulturmedium mit bzw. ohne 10mM Natriumbutyrat gehalten. Von den
préparierten Zelllysaten wurden jewells identische Volumina im Western Blot mit dem
Serum aGag 011 (1:400) untersucht. Dabei wurden vier unabhangige
Stimulationsexperimente durchgefhrt.

Im Vergleich der Kulturen mit bzw. ohne Natriumbutyrat war keine unterschiedliche

Gag-Expression erkennbar (Fig. 20).
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Fig. 20:
Western Blot (Serum aGag 011) aus Lysaten TS12- und TS13-infizierter Zellen nach Stimulation der
Kulturen mit 10mM Natriumbutyrat (+) fir 8 Std. Es konnte keine Verdnderung der Gag-Expression
im Vergleich zu den Kontrollzellen, diein Medium ohne Natriumbutyrat (-) gehalten wurden, festgestelIt
werden.

453 Freisetzung intrazellularer Viren durch Einfrieren und Auftauen

Es wurde die Frage untersucht, ob die niedrigen Virustiter im zellfreien Uberstand von
TS12- und TS13-infizierten Kulturen durch einen Defekt in der Freisetzung viraler
Partikel und somit durch Retention der Viren im Zellinneren zustande kommen. Hierfiir
wurde der Virustiter des Zellkulturiberstandes infizierter Kulturen mit dem von
thermischen Lysaten verglichen, die durch dreimaliges Einfrieren und Wiederauftauen
der Zellen hergestellt wurden.

In zwei unabhangigen Experimenten erreichten TS12 und TS13 im zellfrelen
Kulturiiberstand Titer von 3x10® PFU/ml bis 6x10° PFU/mlI, im thermischen Lysat von
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2x10%° PFU/mI bis 3x10® PFU/ml. Ein signifikanter Unterschied zwischen TS12 und
TS13 konnte nicht festgestellt werden. Bei beiden Konstrukten war die Zahl infektitser
Partikel im thermischen Lysat niedriger als im Zellkulturiberstand. Dies entsprach in
dieser Versuchsreihe auch dem Verhaltnis der Titer in zellfreien Kulturtiberstanden und
thermischen Lysaten, die durch die HSRV 2-Kontrolle erreicht wurden.

Eine vermehrte Freisetzung intrazelluldrer Viren in den Uberstand durch mehrfaches
Einfrieren und Auftauen konnte somit nicht beobachtet werden.

4.6  Promotor-Aktivitat der hybriden LTR

4.6.1 Luciferase-Expressonsplasmide

Um eine mdgliche Hemmung des CMV-Promotors im Kontext der foamyviralen LTR
als Ursache fur die verlangsamte Replikationskinetik und die niedrigen Virustiter von
TS12 und TS13 zu untersuchen, wurde die Promotor-Aktivitét der hybriden LTR in
einem Luciferase-Assay analysiert. Reportergenkonstrukte wurden erstellt, die
Luciferase als leicht zu quantifizierendes Genprodukt unter der Kontrolle der hybriden
LTR exprimierten.

pTS18luci

AU3 |ECMV “I—L.ULLLELase_>

pLTRSluci

U3 “I | uciferase D

Fig. 21:
Schematische Dar stellung der L ucifer ase-Expressionsplasmide pT S18luci und pL TR5Iuci.
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Ein 1,3kb-Fragment wurde durch Restriktionsenzymverdau mit Bsul5Il, Auffillen des
Uberhanges mit Klenow-Polymerase und Nachverdau mit Bglll aus pTS12
herausgeschnitten und in den Vektor pGL2-Basic eingesetzt. Dieser war zuvor mit
HindlIl geschnitten und nach dem Glétten der Uberhénge durch Klenow-Polymerase
mit Bglll nachverdaut worden. Das so entstandene Plasmid war pTS18luci (Fig. 21) mit
der hybriden LTR, bestehend aus den ersten 212bp der U3-Region, der CMV -Promotor-
Kassette und der foamyviralen R-Region, vor der fur Luciferase kodierenden Sequenz.
Als Kontrolle diente pLTRS5luci, ein Plasmid, das die Expression von Luciferase tber
eine foamyvirale LTR, bestehend aus U3- und R-Region (-777 bis +195 relativ zum
Transkriptionsstart), steuert (Fig. 21).

Um den Einfluss des Transaktivators zu untersuchen, wurde das Tas
Expressionsplasmid pCEP4/bel 1-SDm verwendet.

4.6.2 Analyseder Promotor-Aktivitat

Die Reportergenkonstrukte pLTR5Iuci und pTS18luci wurden jeweils mit pCEP4/bel 1-
SDm bzw. mit einem tas-negativen Kontrollplasmid in 293T-Zellen kotransfiziert. Nach
48 Std. wurden Zelllysate prépariert und die Luciferase-Aktivitdt gemessen. Drei
unabhangige V ersuche wurden durchgeftihrt.

Im Falle der foamyviralen LTR ohne Tas entsprachen die gemessenen relativen
Lichteinheiten dem Messhintergrund der Mockzellen. Die fur die rekombinante LTR
gemessenen Werte waren unabhangig von der Anwesenheit von Tas vergleichbar mit
denen der tas-stimulierten foamyviralen LTR (Fig. 22), namlich etwa 600fach héher als
bei der unstimulierten Foamyvirus-LTR.

Es konnte so gezeigt werden, dass die Aktivitdt der CMV-Promotor-Kassette in der
hybriden LTR nach transienter Transfektion keiner signifikanten Beeinflussung durch
Tas unterliegt und mit der Aktivité der transaktivator-stimulierten foamyviralen LTR
vergleichbar ist.
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Fig. 22:

Luciferase-Assay zur Analyse der Promotor-Aktivitat. Nach Kotransfektion von pLTR5luci bzw.
pTS18luci mit enem tashegativen Kontrollplasmid oder dem Tas-Expressonsplasmid
pCEP4/bel-1SDm wurden Zellysate hergestellt und die Aktivitdt der Luciferase in reativen
Lichteinheiten quantifiziert. Die Promotor-Aktivitét der rekombinanten LTR war unabhangig von der

Anwesenheit des Transaktivators vergleichbar mit der Aktivitét der tas-stimulierten foamyviralen LTR.

4.7 Notwendigkeit einer funktionsfahigen I ntegrase

47.1 DNA-Konstrukte mit mutierter Integrase

Foamyviren bendtigen fir ihre Replikation eine funktionsfahige Integrase (Enssle et al.,
1999), Cytomegalieviren dagegen sind nicht integrierende DNA-Viren. Dies warf die
Frage auf, ob Foamyviren, deren Replikation abhéngig von einem CMV-Promotor ist,
weiterhin obligat in das Wirtszellgenom integrieren mussen.
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Um diese Frage zu kléaren, wurden die Konstrukte pTS16 und pTS17 konstruiert (Fig.
23). Ein 0,66kb-Fragment aus pMH3 mit einem Telil des Tas-/Bel-1-Gens und der U3-
Region des Spleen Focus Forming Virus (SFFV), die die Transkription eines
nachgeschalteten GFP-Reportergens steuert, wurde Uber die Restriktionsenzym-
Schnittstellen Mscl und EcoNI in pTS2 eingesetzt. Aus dem resultierenden Plasmid
wurde ein 2,56kb Clal-Fragment herausgeschnitten und in das ebenfalls mit Clal
gespaltene pTS12 inseriert. Das so entstandene pTS16 ist ein infektioser PFV-Klon mit
hybrider LTR, der nach dem Tas-/Bel-1-Gen eine SFFV-U3-GFP-Reportergenkassette
trégt. Das Plasmid pTS17 entstand durch Einfligen eines aus pcHSRV2/M73
stammenden 2,31kb Pacl-Kpn2l-Fragmentes in pTS16. In pTS17 wurde so das DD35E-
Motiv im aktiven Zentrum der Integrase zu DA35E (Aspartat zu Alanin) mutiert und
diese so inaktiviert (Enssle et a., 1999).

pTS16
pTS17:
IN DD35E->DA35E tag/be-1 3LTR

cMV | pal | [ cMV I

[ gag | il et
RU5 | env | C 1Tl R
SFFV/U3-GFP
Fig. 23:

Schematische Darstellung der Konstrukte pTS16 und pTS17. Es handet sich um infektitse PFV-
Klone mit hybrider LTR, GFP-Reportergen-Kassette und einer Mutation im aktiven Zentrum der
Integrase bei pTS17.

4.7.2 FACS-Analyseder Viren mit mutierter Integrase

Die Expression des Reportergens GFP konnte in mit pTS16 und pTS17 transfizierten
bzw. mit entsprechenden Kulturlberstanden infizierten Zellen automatisiert durch
FACS-Analyse in zwei unabhangigen Experimenten untersucht werden.

293T-Zellen wurden mit pTS16, pTS17, den Kontrollplasmiden pMH3 und pMH9,
sowie einer Mockkontrolle transfiziert. Die Plasmide pMH3 und pMH9 beinhalten
ebenfalls eine SFFV-U3-GFP-Kassette. Wahrend pMH3 nach Transfektion zur
Produktion von infektiosen replikationskompetenten Viruspartikeln fuhrt, konnen die
nach Transfektion von pMH9 freigesetzten Viren aufgrund einer Deletion in der 3'LTR
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noch einmal Zielzellen infizieren und dort als Proviren integrieren, eine weitere
Replikation findet aber nicht statt.

Am Tag 2 p.t. konnte eine in alen Proben vergleichbare Anzahl GFP-positiver Zellen
und damit eine vergleichbare Transfektionseffizienz festgestellt werden. Wéahrend die
Anzahl GFP-positiver Zellen 13 Tage nach Transfektion mit pTS16 auf Uber 90%
anstieg, waren zur gleichen Zeit nur noch etwa 2% der pTSl7-transfizierten Zellen
fluoreszenz-positiv (Fig. 24).
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Fig. 24:
FACS-Analyse der GFP-Expression nach Transfektion von pTS16 und pTS17 in 293T-Zellen. Zwel

Tage nach Transfektion war eine vergleichbare Anzahl von Zdlen fluoreszenz-positiv.

Zwei Tage nach der Transfektion wurden durch Sterilfiltration zellfreie
Kulturiberstande gewonnen und KM ST-6-Zielzellen infiziert. Diese wurden regelmal3ig
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im FACScan auf GFP-Expression untersucht. Dargestellt sind die Daten eines fur beide
Experimente reprasentativen Versuchs.

VVon den TS16-infizierten Zellen waren nach 23 Tagen tber 50% GFP-positiv, wahrend
die TS17-infizierten Zellen bis zum Abbruch des Versuchs 30 Tage nach Infektion
GFP-negativ blieben (Fig. 25).
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Fig. 25:

FACS-Analyse TS16- und TS17-infizierter KM ST-6-Zellen. Wéhrend von den mit TS16 infizierten
Zellen nach 23 Tagen Uber 50% GFP-positiv waren, blieben die TS17-infizierten Zellen bis zum Abbruch
des Experimentes 30 Tage nach Infektion fluoreszenz-negativ.

Somit konnte gezeigt werden, dass auch fur Foamyviren mit der konstruierten hybriden
LTR, die den Promotor eines nichtintegrierenden Virus beinhaltet, die Integration des
Provirus in das Genom der infizierten Zelle eine Voraussetzung fur die Replikation
darstellt.
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5 Diskussion

51 Konstr uktion der rekombinanten Viren

5.1.1 Maodifikation der LTR

Das Hauptziel der vorliegenden Arbeit war die Konstruktion einer unabhéngig von Tas
replikationskompetenten Variante des PFV-1. Die einzige bekannte Funktion des Tas-
Proteinsist seine Wirkung als transkriptionaler Transaktivator auf den LTR-Promotor in
der U3-Region und den internen Promotor im Env-Gen (Rethwilm, 1995). Um eine
Replikation auch ohne Tas zu ermbglichen, musste der tas-abhéngige L TR-Promotor
durch einen konstitutiv aktiven Promotor ersetzt werden. Zumindest fir die Replikation
in vitro ist Tas das einzige essentielle Protein, das unter der Kontrolle des internen
Promotors synthetisiert wird. Daher war es nicht nétig, diesen ebenfalls durch ein tas-
unabhangiges Element zu ersetzen.

Die U3-Region des PFV-1 hat im infektiosen Klon pHSRV 2 eine Lange von 777bp und
enthdlt mehrere fir die Replikation wichtige Elemente (Fig. 26). Das 5'-terminale Ende
der U3-Region ist gleichzeitig der 5°-Terminus der linearen viralen DNA. Fir andere
Retroviren wurde beschrieben, dass spezifische Sequenzen von ca. 8 bis 12bp Lange am
5-Ende bendtigt werden, um eine Integration zu ermdglichen (Panganiban & Temin,
1983). Fur PFV-1 konnte durch in vitro Studien mit bakteriell exprimierter Integrase
gezeigt werden, dass eine solche spezifische Sequenz von mindestens 5bp (ACAAT)
notig ist, um ein Substrat, das dem 3"-Terminus der U5-Region entsprach, effizient zu
schneiden (Pahl & Flugel, 1993).

Durch Deletionsanalysen mit Reportergenkonstrukten (Erlwein & Rethwilm, 1993)
konnten drei Bereiche in der US3-Region identifiziert werden, die fur die
Transaktivierung des LTR-Promotors durch Tas verantwortlich sind (TRES). In dieser
Studie konnte das Vorhandensein zweier weiter stromaufwérts gelegener TREs, die
zuvor beschrieben worden waren (Lee et al., 1993), nicht bestétigt werden.

Die U3-Region enthdlt auRerdem noch mehrere Bindungsstellen fir zellulére
Transkriptionsfaktoren wie AP-1 und Ets-1 (Maurer et al., 1991; Schmidt et al., 1997),
von denen zumindest die drei AP-1-Bindungsstellen fir eine volle Funktionsfahigkeit
des L TR-Promotors vorhanden sein missen (Schmidt et al., 1997).



~
N
~ 0 N +
T

GTGG BstEIl TATATAA R

. '8 s ¥R 7 Ty
————
5| RE —L - B
I|I
/IN

Fig, 26:

Aufbau der U3-Region von PFV-1. Geschwaérzte Bltcke stellen TREs nach Erlwein & Rethwilm, 1993
dar, grau hinterlegte zusétzliche TRES nach Lee et a., 1993. AP-1 und Ets-1 sind Bindungstellen fir
gleichnamige zdluldre Transkriptionsfaktoren. Die Zahlen sind Positionsangaben relativ. zum
Transkriptionsstart. NRE = negativ regulierendes Element.

Bel der Konstruktion der hybriden LTR sollten einerseits die fur die Integration
wichtigen Sequenzen am 5”-Terminus der U3-Region erhalten bleiben, andererseits aber
der tas-abhangige LTR-Promotor mit allen TREs entfernt werden. Daher wurde der
Bereich zwischen der BstEll-Schnittstelle (Position 571 relativ. zum
Transkriptionsstart) bis zum Beginn der R-Region, der gleichzeitig den
Transkriptionsstart darstellt, deletiert.

Ersetzt wurde dieses Segment durch ein immediate early gene (1E) Promotor/Enhancer-
Element des Cytomegalievirus (CMV). Die mit immediate early bezeichneten Gene,
oder Alpha-Gene, sind die ersten, die nach der Neuinfektion einer Zelle mit CMV durch
die zelluldre RNA-Polymerase 11 transkribiert werden (Stinski, 1990). Der verwendete
CMV-Promotor ist dabei einer der starksten bekannten Promotoren Uberhaupt (Boshart
et a., 1985). Seine Anwendung fur transiente oder stabile Genexpression ist daher in
der Molekularbiologie weit verbreitet. Der Transkriptionsstart des CMV-Promotors in
den konstruierten infektiosen PFV-Klonen ist in Anlehnung an das Plasmid pcHSRV 2
identisch mit dem Transkriptionsstart des wildtypischen Foamyvirus-L TR-Promotors
(Moebes et a., 1997).

Die so aufgebaute hybride LTR (Fig. 8) sollte zur Integration fahig sein und eine starke,
von Tas unabhangige Promotoraktivitét besitzen.
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5.1.2 Rekombination zwischen unterschiedlichen LTRs

Retrovirale RNA-Transkripte, ausgehend von einem integrierten Provirus oder einem
infektiosen DNA-Plasmid-Klon, beginnen mit der R-Region. Erst im Laufe der reversen
Transkription werden zwei vollstéandige LTRs generiert, wobei die zunachst nur am 3'-
Ende der RNA vorhandene U3-Region auch als Vorlage fir die Synthese der proviralen
U3-Region der 5LTR dient. Daher muss die 3'LTR eines infektiosen DNA-Klons
modifiziert werden, falls nach Transfektion in Zellkulturen rekombinante Viren
entstehen sollen.

Das auf pHSRV2 basierende Plasmid pTS2 (Fig.8) enthalt deshalb eine foamyvirale
5LTR und eine hybride 3'LTR. In beiden LTRs sind die Bereiche, die den Promotor
flankieren, identisch. 5° gelegen sind jeweils die foamyviralen Sequenzen der U3-
Region stromaufwérts der BstEll-Schnittstelle, in 3'-Richtung folgt auf den
Transkriptionsstart die R-Region.

In einer friheren Studie flhrte eine vergleichbare Situation regelmaldig zur
Rekombination zwischen den U3-Regionen unterschiedlicher 5°- und 3'LTRs nach
Transfektion entsprechender infektioser DNA-KIlone. Anders als es der Mechanimus der
reversen Transkription erwarten lief3e, waren nur Viren nachweisbar, deren beide LTRs
der 5L TR des Ausgangsklons entsprachen (Schmidt et a., 1997).

Um ein solches Rekombinationsereignis nach Transfektion sicher auszuschlief3en,
wurde pTS3 konstruiert. Die Transkription dieses Plasmides wird nicht von einer
foamyviralen LTR gesteuert, sondern von einem IE CMV Enh./Prom.-Element, das
dem der hybriden LTR entspricht, jedoch ohne die stromaufwérts gelegenen 5'-
terminalen Sequenzen der U3-Region von PFV-1.

5.2  Virustiter und Replikationskinetik

5.2.1 Reduziertes Replikationsverhalten der vereinfachten PFV

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine genetische Vereinfachung
des PFV-1 durch Einfuhrung einer hybriden LTR mit konstitutiv aktivem IE CMV
Enh./Prom.-Element mdglich ist. Die rekombinanten Viren waren auch nach Deletion
des sonst essentiellen Tag/Bel-1-Gens zur Replikation fahig. Im Vergleich zu Wildtyp-
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PFV-1 zeigten sie jedoch eine deutlich verlangsamte Replikationskinetik und um etwa
drei Ig-Stufen erniedrigte Titer im zellfreien Kulturiiberstand.

Ein a@hnlich reduziertes Replikationsverhalten ist auch bei vereinfachten HIV-1- und
SIVmac239-Varianten beschrieben (Chang & Zhang, 1995; Guan et al., 2001). So
waren HIV-1-Varianten mit hybriden LTRs, bei denen Teile der U3-Region durch ein
immediate early gene Enhancer-Element des CMV ersetzt wurden, in Zellkulturen zur
Replikation fahig. Eine durch Einfuhrung von Stopcodons tat-deletierte Mutante zeigte
dabei @hnlich den vereinfachten PFV eine reduzierte Replikationskinetik. Anders als bei
dem tas-positiven PFV mit hybrider LTR, war eine tat-positive HIV-1-Variante mit
hybrider LTR in ihrem Replikationsverhalten im Vergleich zum Wildtyp kaum
eingeschrankt. Dieser Unterschied im Replikationsverhalten der transaktivator-positiven
PFV- und HIV-Varianten mit rekombinanten LTRs ist vermutlich in unterschiedlichen
Wirkmechanismen von Tat und Tas sowie dem jeweiligen Aufbau der hybriden LTR
begrindet. Bel der Konstruktion der vereinfachten PFV wurde der gesamte
Promotorbereich der U3-Region inklusive der TREs deletiert und durch einen IE CMV
Prom./Enh. ersetzt. Dagegen wurde bei den vereinfachten HIV nach Deletion einiger
Bindungsstellen fur zellulére Transkriptionsfaktoren lediglich ein IE CMV-Enhancer im
Bereich von —134 bzw. —79 bis -39 relativ zum Transkriptionsstart eingesetzt. Die
TATA-Box und TAR von HIV blieben erhalten (Chang & Zhang, 1995).

Auch fir sark vereinfachte SIVmac239-Varianten konnte eine erhaltene
Replikationsfahigkeit mit verlangsamter Kinetik nachgewiesen werden. Die hybriden
LTRs dieser Konstrukte beinhalteten einen CMV-Promotor inkl. dessen TATA-Box.
Die akzessorischen Gene Nef, Vpr, Vpi, Vpx und Tat waren deletiert, nur Rev wurde
erhalten (Guan et al., 2001).

Maogliche Ursachen fur die funktionale Beeintrachtigung der vereinfachten PFV-1-
Varianten, die im Rahmen dieser Arbeit konstruiert wurden, werden im Folgenden

erortert.
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5.2.2 Negativ regulierende Elementein der LTR

In verschiedenen Studien wurde die Expression von Reportergenen unter der Kontrolle
von foamyviralen LTRs mit sukzessiven Deletionen untersucht. Dabei konnten
Bereiche in der LTR lokalisiert werden, die einen inhibitorischen Effekt auf die LTR-
gesteuerte Expression nachgeschalteter Gene haben.

Analysen von Reportergenkonstrukten mit unterschiedlichen Deletionen der U3-Region
von PFV-1 konnten so zeigen, dass die ersten 280bp am 5 -Terminus die tas-stimulierte
Genexpression geringfligig negativ beeinflussen kénnen und wurden daher als negativ
regulierendes Element (NRE, Fig. 26) bezeichnet. Im Vergleich zu einem Konstrukt mit
der vollen LTR konnte in dieser Studie die Expression des Markergens
Chloramphenicol-Acetyltransferase durch Deletion der stromaufwaérts der Position -501
(relativ zum Transkriptionsstart) gelegenen Sequenzen gesteigert werden (Erlwein &
Rethwilm, 1993).

Fur die LTR des SFV-1 konnte gezeigt werden, dass der R-U5-Bereich einen starken
negativen Einfluss sowohl auf die transaktivator-induzierte Genexpression als auch auf
die Aktivitét eines heterologen Promotors hat. Ein Zusammenhang mit einer stabilen
RNA-Sekundérstruktur dieser Region mit einer freien Energie von —74kcal/mol wurde
vermutet (Mergiaet a., 1992).

Auch fur PFV-1 konnte ein hemmender Einfluss der R-U5-Region nachgewiesen
werden. Ein bis zu 30facher Anstieg der tas-stimulierten Expression des Reportergens
resultierte nach Deletion der U5-Region. Wie schon bel SFV-1 konnte auch hier eine
stabile Sekundarstruktur der RNA des R-U5-Bereiches mit einer freien Energie von —
73kcal/mol gefunden werden (Erlwein & Rethwilm, 1993).

Um die reduzierte Replikationskinetik der genetisch vereinfachten Viren auf die negativ
regulierenden Elemente in der Rest-LTR zurtickzufiihren, misste man postulieren, dass
der Einfluss der NREs auf die Promotoraktivitét des CMV IE Enh./Prom.-Elementes
starker ist, als auf die des wildtypischen U3-Promotors.

Die Resultate der Versuche mit Reportengenkonstrukten, die Luciferase unter der
Kontrolle der hybriden oder der foamyviralen LTR exprimieren, machen diese
Maoglichkeit zumindest fir das NRE der U3-Region unwahrscheinlich. Nach transienter
Transfektion beider Reporterplasmide war die Luciferaseaktivitét mit der hybriden LTR
mindestens ebenso ausgepragt wie mit der wildtypisch foamyviralen LTR.
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Maoglicherweise wird die normalerweise hohe Aktivitdt des CMV-Promotors auch durch
bisher nicht identifizierte mehr oder weniger spezifische hemmende Einflisse im
Kontext des foamyviralen Genoms beeintréchtigt.

523 Methylierungder LTR

Die Methylierung von Cytosin ist ein in eukaryonten Zellen weit verbreiteter
Mechanismus zur Stilllegung von Genen (Chomet, 1991). Mit der Integration des
retroviralen Provirus wird dieser durch zellulére Methylierungsmechanismen angreifbar.
5-Azacytidin (AZC) ist in der Lage, diese Methylierung zu verhindert. AZC wird als
Basenanalogon bei der Replikation der DNA in die wachsende Nukleinsdurekette
eingebaut. Aufgrund der chemischen Modifikation durch Anhangen einer Azagruppe an
Position 5 kann AZC aber nicht methyliert werden.

Fur SFV-3 konnte gezeigt werden, dass es in Zellkulturen, die seit zwei Jahren latent
infiziert waren und keine nachweisbare Expression viraler Gene zeigten, durch
Inkubation mit AZC innerhalb von zwei Wochen zur Reaktivierung einer lytischen
Infektion kommt (Schweizer et al., 1993).

Versuche mit transgenen Zebrafischen ergaben, dass in vivo eine Methylierung und
damit Stilllegung des CMV -Promotors nach Integration erfolgen kann. Das Reportergen
Luciferase wurde unter der Kontrolle des CMV-Promotors in den transgenen Fischen
nach Inkubation in AZC-haltiger Aufzuchtlosung verstarkt exprimiert (Gibbs et al.,
1994).

Die Inkubation von Zellkulturen, die seit maximal 30 Tagen mit den vereinfachten
Viren infiziert waren, mit AZC fuhrte trotzdem zu keiner Steigerung der viralen Titer
im zellfreien Kulturlberstand. Eine Methylierung als alleinige Ursache der
herabgesetzten Virugtiter ist daher nicht anzunehmen.

5.2.4 Promotor-Interferenz

In retroviralen Vektoren, die ein Gen unter der Kontrolle eines internen Promotors
exprimieren, kann es durch gegenseitige negative Beeinflussung des LTR-Promotors
und des internen Promotors zu reduzierter Genexpression kommen. Dieses Phanomen
bezeichnet man als Promotor-Interferenz. Esist von der Art der verwendeten Vektoren
und Promotoren abhéngig (Emerman & Temin, 1986).
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Fur foamyvirale Vektoren konnte gezeigt werden, dass die Einfihrung eines SV40-
Promotors zusétzlich zu den LTR-Promotoren und dem IP verschiedene hemmende
Wirkungen zeigt. Zum einen wurde ein Reportergen unter der Kontrolle des heterologen
Promotors weniger stark exprimiert, als unter der Kontrolle des foamyviralen IP. Zum
anderen zeigten diese Viren auch ein reduziertes Replikationsverhalten, so dass von
einer negativen Beeinflussung der foamyviralen Promotoren durch den Fremdpromotor
auszugehen ist (Schmidt & Rethwilm, 1997).

Im Falle der vereinfachten PFV it eine sich negativ auswirkende Interferenz zwischen
dem IP und der hybriden LTR oder zwischen den Promotoren beider hybrider LTRs in
einem Provirus nicht auszuschlief3en. Die fur den IE CMV-Promotor ungewdhnliche
raumliche Nahe zweier identischer Kopien in einem hybriden retroviralen Integrat
konnte sich hemmend auf die Aktivitét des fur die Replikation wichtigen 5°-gelegenen
Elementes auswirken. Relativiert wird diese Annahme jedoch durch die Tatsache, dass
sowohl pTS12 als auch pTS13, in denen die Anordnung der zwel CMV-Promotoren und
des IP der im integrierten Provirus entspricht, nach transienter Transfektion eine mit

dem infektiosen Klon pHSRV 2 vergleichbare Proteinexpression zeigen.

525 Deletionen im CMV-Promotor

In Langzeitkulturen TS13-infizierter KM ST-6-Zielzellen konnten in einem Fall 20 Tage
nach Infektion mittels PCR-Analyse Deletionen im LTR-Bereich festgestellt werden.
Durch Restriktionsanalyse der PCR-Produkte konnten die Deletionen in den Bereich
des|E CMV Enh./Prom.-Elementes der hybriden LTR lokalisiert werden.

Dabei konnte es sich um defekte Proviren, dhnlich defective interfering virus (DI)
handeln, die sich mit undeletierten Viren als Helferviren weiter verbreiten.
Moglicherweise ist dies aber auch as Hinweis auf Verdnderungen im CMV-
Promotorbereich zu werten, die in Richtung besser replizierender Mutanten weisen. Der
CMV-Promotor konnte im Kontext eines viralen Genoms, das aufgrund seines
phylogenetischen Hintergrundes ein Replikationspotential hat, das weit Uber dem der
simplifizierten Viren liegt, ein limitierender Faktor sein. Als derartige Bremse der
viralen Vermehrung wirde er einem starken Selektionsdruck unterliegen, der eine

evolutiondre Optimierung herausfordert.
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5.2.6 Integration des CMV-Promotors

Die Transkription der integrierten ProvirussDNA wird bei den vereinfachten
Foamyviren mit hybrider LTR durch das IE CMV Prom./Enh.-Element gesteuert. Das
Cytomegalievirus als Herpesvirus integriert aber normalerweise nicht in das Genom der
Wirtszelle. Eine Reduzierung der CMV-Promotor-gesteuerten Transkription von
Reportergenen nach Integration in das zelluldre Genom wurde beschrieben. In der
gleichen Arbeit zeigte jedoch auch der integrierte CMV-Promotor noch eine hthere
Transkriptionsrate als die retrovirale, und damit integrationsabhangige, Rous-Sarcoma-
Virus-LTR (Foecking & Hofstetter, 1986). Trotzdem konnte eine Verringerung der
Aktivitdt des CMV-Promotors nach Integration in das Wirtszellgenom fir das
reduzierte Replikationsverhalten der vereinfachten Foamyviren mit hybriden LTRs

mitverantwortlich sein.

5.2.7 Einflussvon Natriumbutyrat

Natriumbutyrat ist ein oft verwendeter Modulator der Genexpression, der vermutlich
Uber eine postransationale Beeinflussung einer Komponente der zelluléren
Transkriptionsmaschinerie wirkt (Cuisset et a., 1997). Die Reaktivierung latenter
Virusinfektionen durch Behandlung von Zellkulturen mit Natriumbutyrat ist fur
verschiedene virale Erreger, u.a HIV-1 und das wie CMV zur Herpesvirusgruppe
gehdrende Epstein-Barr-Virus, beschrieben (Sadaie & Hager, 1994; Saemundsen et al.,
1980). Die Stimulierung der durch den CMV-Promotor kontrollierten Transkription mit
Natriumbutyrat ist eine etablierte Methode zur Steigerung der Proteinexpression nach
transienter Transfektion (Palermo et al., 1991).

Die Inkubation von Zellkulturen, die mit den vereinfachten Viren infiziert waren, mit
Natriumbutyrat fuhrte nicht zu einer Steigerung der viralen Proteinexpression. Dies lasst
vermuten, dass eine in den rekombinanten Viren maoglicherweise auftretende
Aktivitdtsminderung des CMV -Promotors auf einem Mechanismus beruht, der entweder
aul3erhalb der durch Natriumbutyrat beeinflussten Signalkaskade liegt, oder aber weiter
stromabwarts im I nformationsfluss eingreift.
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52.8 RolledesBet-Proteins

Die Funktion des Bet-Proteins ist noch nicht endgultig geklart. Fur die Replikation
zumindest in vitro ist es nicht essentiell.

Bet-deletierte Mutanten, die durch Einfihrung eines Stopcodons in den Bel-2-
Leserahmen konstruiert worden waren, zeigten gegenuber Wildtypviren ein verandertes
Replikationsverhalten. Wahrend die Titer zellgebundener Viren bei bet-deletierten
Mutanten und Wildtyp-PFV in einer Arbeit nahezu identisch waren (Baunach et al.,
1993), konnte eine etwa 10fache Reduktion der extrazelluléren Virustiter in
Abwesenheit von Bet festgestellt werden (Yu & Linial, 1993). Bet scheint also fur die
effiziente Freisetzung viraler Partikel n6tig zu sein.

Die genetisch vereinfachten Viren zeigten im Vergleich zu wildtypischen PFV-1 um
etwa drel |g-Stufen niedrigere extrazellulare Virustiter. Diese deutliche Reduzierung
kann deshalb zumindest nicht einzig auf die Verkirzung des Bel-2-Leserahmens und
damit die nachgewiesene Trunkierung des Bet-Proteins zuriickgefuhrt werden.

Auch ergaben die Versuche zur Steigerung der extrazelluldren Virustiter durch
thermisches Aufbrechen der Zellen mittels mehrerer Einfrier-/Auftauschritte keine
Hinweise auf eine verstérkte Retention der rekombinanten Viren im Zellinneren.

Die Verkirzung des Bel-2-Leserahmens bietet somit ebenfalls keine suffiziente
Erklarung fur das verénderte Replikationsverhalten der TS12- und TS13-Viren.

529 Hypothese

Foamyviren sind komplexe Retroviren und unterscheiden sich daher von einfachen
Retroviren durch ein fein reguliertes Muster der Genexpression. Zunéchst wird unter der
Kontrolle des internen Promotors der Transaktivator Tas synthetisiert. Dieser steigert
Uber Aktivierung des IP seine eigene Expression bis geniigend Tas vorhanden ist, um
auch tber Interaktion mit einer niedriger affinen Bindungsstelle den LTR-Promotor der
U3-Region zu aktivieren und damit fur eine Expression der Ubrigen viralen Gene zu
sorgen (Rethwilm, 1995; Linial, 1999).

Dieses koordinierte Zusammenspiel eines transkriptionalen Transaktivators und zweier
Promotoren hat sich im Laufe der Evolution des Virus entwickelt und sorgt unter denin
vivo wirkenden Selektionsdriicken fir ein optimales Replikationsverhalten. In der Tat
erflllen Foamyviren den (viralen) Sinn des Daseins in nahezu perfekter Art und Weise.
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Ihre Persistenz und Apathogenitét erlauben es ihnen, ihre genetische Information hoch
effizient fortzupflanzen, was durch ihre weite Verbreitung in einer Vielzahl tierischer
Wirte anschaulich bewiesen wird.

Der artifizielle Eingriff einer genetischen Vereinfachung durch EinfUhrung einer
hybriden LTR mit konstitutiv aktivem Promotor ist mdglicherweise in der Lage, das
langsam gewachsene Gleichgewicht im System der RNA-Transkription derart zu storen,
dass eine Replikation zwar noch moaglich ist, jedoch nur in suboptimaler Weise.

5.3 Integration in das zelluldre Genom

Fur Foamyviren als Retroviren ist die Integration in das Wirtszellgenom essentieller
Bestandteil des Replikationszyklus (Brown, 1997; Enssle et al., 1999).
Cytomegalieviren, als Herpesviren, integrieren normalerweise nicht in das
chromosomale Genom infizierter Zellen. Tatséchlich scheint die Integration in die
zellulére DNA die durch den CMV-Promotor gesteuerte Expression nachgeschalteter
Reportergene eher zu verringern (Foecking & Hofstetter, 1986).

Die Einfuhrung einer inaktivierenden Punktmutation in das aktive Zentrum der
Integrase der vereinfachten PFV zerstorte jedoch deren Fahigkeit zur Replikation.
Obwohl die Transkription viraler RNAs hier unter der Kontrolle eines Promotors steht,
der normalerweise nicht in das zellulé&re Genom integriert, ist die Integration auch fr
die vereinfachten Viren obligat.

Maoglicherweise ist der sonst nicht integrierende CMV-Promotor im Kontext einer
retroviralen LTR, bzw. eines kompletten Provirus, nun doch integrationsabhangig aktiv,
oder die Notwendigkeit zur Integration wird hauptsachlich durch andere Faktoren als
die promotorabhangige Transkriptionskontrolle determiniert.
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54  Bedeutung und Ausblick

54.1 Attenuierungretroviraler Erreger durch genetische Vereinfachung

Die genetische Vereinfachung von HIV-1 wurde als Mdglichkeit zur Herstellung einer
effizienten Vakzine gegen AIDS vorgeschlagen (Temin, 1993). Das menschliche
Genom enthalt eine Vielzahl integrierter einfacher retroviraler Proviren als humane
endogene Retroviren. Einfache exogene Retroviren konnten aber nicht aus
menschlichem Material isoliert werden. Offenbar besitzt der menschliche Organismus
effiziente Abwehrmechanismen gegen einfache Retroviren, die zur Entwicklung der
komplexeren Retroviren fuhrten. Ein vereinfachtes, auf die retroviralen Grundgene Gag,
Pro, Pol und Env reduziertes HI-Virus konnte aufgrund einer beeintrachtigten
Replikationsfahigkeit moglicherweise als AIDS-Vakzine genutzt werden (Temin,
1993).

Tatséchlich war eine teilweise vereinfachte HIV-1-Variante mit hybrider LTR zur
Replikation in Zellkulturen fahig. Bel diesem Konstrukt war ein Teil der U3-Region mit
Bindungsstellen fur zellulére Transkriptionsfaktoren gegen ein immediate early gene
Enhancer-Element des Cytomegalievirus ausgetauscht und das Tat-Gen durch
Einfuhrung von Stopcodons funktional deletiert worden. Dieses vereinfachte HIV besal3
eine deutlich verlangsamte Replikationskinetik (Chang & Zhang, 1995).

Die vorliegende Arbeit zeigt fur ein weiteres humaninfektioses Retrovirus, das PFV-1,
dass eine genetische Vereinfachung und, wahrscheinlich in Abhéngigkeit von dem
verwendeten Promotorelement, eine Reduzierung der Replikationsfahigkeit moglich ist.
Zusammen mit der Deletion der akzessorischen Gene kdnnte dies zu einer Attenuierung
des viralen Erregers fuhren.

5.4.2 Foamyvirale Vektorsysteme

Neben ihrem ungewdhnlichen Vermehrungszyklus ist die potentielle Verwendung als
Vektoren zur Gentherapie ein Hauptgrund fir das wissenschaftliche Interesse an
Foamyviren.

Foamyviren sind aus verschiedenen Grinden gut als Genféhren geeignet. Sie haben ein
aulerst breites Wirtsspektrum. Bis heute ist keine Zelllinie bekannt, die in vitro nicht
infiziert werden kann. Als Retroviren integrieren sie nach Infektion in das Genom der
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Zielzelle, eine Voraussetzung fur stabile Expression des therapeutischen Gens.
Aufgrund ihres fir Retroviren grof3en Genoms besitzen foamyvirale Vektoren dabei
eine hohe Verpackungskapazitdt. Wichtig fir die medizinische Anwendung ist
weliterhin, dass bisher keine foamyvirus-korrelierte Pathogenitéat bekannt ist und
Foamyviren im Menschen anscheinend nicht horizontal weiter gegeben werden. Da sie
nattrlicherweise nicht in der menschlichen Bevolkerung vorkommen, gibt es keine
préexistenten neutralisierenden Antikorper. Wichtig fur die Therapie neoplastischer
Erkrankungen ist aulerdem, dass préferentiell proliferierende Zellen erreicht werden
(Lindemann et al., 2000; Lecellier & Saib, 2000).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Konstruktion von
replikationskompetenten Foamyviren mit heterologen Promotoren in hybriden LTRs
madglich ist. Damit ist die Voraussetzung fur die Erstellung von Foamyvirusvektoren
mit dem Therapieziel angepassten Promotoren gegeben. Ein Problem foamyviraler
Vektoren war bisher das Phédnomen der Promotor-Interferenz zwischen einem zusétzlich
eingefuhrten und vermutlich dem foamyviralen 1P (Schmidt & Rethwilm, 1995). Die
potentielle Unabhangigkeit von Tas macht den foamyviralen internen Promotor
Uberfliissig. Durch funktionale Deletion des foamyviralen |P unter Erhaltung des Env-
Leserasters konnte eine neuer, gewebespezifisch aktiver, interner Promotor 3" des Env-
Gens die Expression eines therapeutischen Gens steuern. Auch die Konstruktion einer
gewebespezifisch aktiven LTR ist denkbar.

Eine mdgliche Anwendung von Vektoren mit gewebespezifischen Promotoren ist dabei
der Transport und die Expression von Suizidgenen im Rahmen der Krebstherapie.

54.3 Konstruktion einer effizienteren hybriden LTR

Genetisch vereinfachte BLV-Varianten zeigten gegenuber Wildtyp-BLV nur ein
geringfigig reduziertes Replikationsverhalten (Boris-Lawrie et al., 1997). Die
Konstrukte dieser Studie beinhalteten ebenfalls eine hybride LTR, jedoch unter
Verwendung des Promotorelementes des SNV, eines einfachen Retrovirus.

In der vorliegenden Arbeit wurde wegen der normalerweise starken Expression der
CMV-Promotor as Bestandtell der hybriden LTR gewdhlt. Dieser entstammt einem
Herpesvirus und ist daher entwicklungsgeschichtlich weit von den Retroviren entfernt.
Das Promotorelement eines einfachen Retrovirus konnte, aufgrund seiner
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phylogenetischen Nahe, der genetischen Umgebung eines vereinfachten PFV besser
angepasst sein. Die Konstruktion einer hybriden LTR mit dem Promotorbereich der U3-

Region eines einfachen Retrovirus wére daher ein interessante Weiterfihrung dieser

Arbeit.
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6  Zusammenfassung

Foamyviren (Spumaviridae) werden neuerdings von den Ubrigen Retroviren
(Orthoretroviridae) abgegrenzt. Durch verschiedene Besonderheiten in  ihrem
Replikationszyklus, wie der Mdglichkeit zur intrazelluléren Retrotransposition oder der
reversen Transkription spa im Vermehrungszyklus, nehmen sie eine funktionale
Sonderstellung zwischen Retro-, Hepadnaviren und Retrotransposons ein.

Aufgrund des Aufbaus ihres Genoms, das neben dem minimalen Gensatz der einfachen
Retroviren Gag, Pro, Pol und Env noch zwei weitere akzessorische Leserahmen
aufweist, werden sie zu den komplexen Retroviren gerechnet. Einer dieser zusétzlichen
Leserahmen kodiert fur den transkriptionalen Transaktivator Tas, der fur die
Replikation essentiell ist.

Ein infektidser Klon einer genetisch vereinfachten Variante des Primaten Foamy Virus
Typ 1 (PFV-1) wurde konstruiert, der den konstitutiv aktiven immediate early gene (IE)
Promotor und Enhancer des Cytomegalievirus (CMV) im Kontext einer hybriden LTR
trégt. Dieses Konstrukt, sowie ein weiteres mit funktionaler Deletion des Tas-Gens
fhrten nach Transfektion in Zellkulturen zur Freisetzung genetisch vereinfachter,
infektioser Viren, deren Replikationskompetenz und genetische Stabilitdt nachgewiesen
wurde.

Die rekombinanten Viren zeigten dabel um etwa drei 1g-Stufen erniedrigte Virustiter im
zellfreien Kulturiberstand und eine reduzierte Replikationskinetik. Versuche zur
Steigerung der erreichbaren Virustiter durch thermisches Aufbrechen der Zellen,
Inkubation mit dem demethylierenden Agens 5-Azacytidin (AZC) und Induktion mit
dem Transkriptions-Stimulator Natriumbutyrat wurden unternommen, resultierten aber
nicht in einer Steigerung der Freisetzung infektioser Partikel oder der viralen
Genexpression.

Die Promotor-Aktivitéat der hybriden LTR wurde in einem transienten Reportergenassay
unter Verwendung des Luciferasegens quantifiziert und war mit der der tas-stimulierten
foamyviralen LTR vergleichbar.

Eine Mutation des DD35E-Motivs im aktiven Zentrum der Integrase zu DA35E fuhrte

zur Replikationsunfahigkeit der vereinfachten Viren. Obwohl der Promotor eines nicht
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integrierenden Virus in die hybride LTR eingefuhrt wurde, blieb die Integration ein
obligates Ereignis fur die Replikation der Viren.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass eine genetische V ereinfachung des
PFV-1 und Replikation mit einem heterologen Promotor in einer hybriden LTR moglich
ist. Damit ist eine Voraussetzung fur die Konstruktion PFV-basierter Vektoren zur
Gentherapie unter Verwendung gewebespezifischer Promotoren gegeben.
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