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EINLEITUNG

1 Einleitung

Retroviren haben in den vergangenen Jahrzehnten in der medizinischen
Forschung und in der Offentlichkeit stark an Bedeutung gewonnen. Seit der
Entdeckung des Humanen T-Zell-Leukédmievirus (Poiesz, 1980) und des
Humanen Immundefizienzvirus, HIV, (Barré-Sinoussi, 1983) sind Retroviren mit
human-pathogenen Eigenschaften bekannt. Mit mehr als 33 Millionen Infizierten
weltweit (UNAIDS, 2008) hat sich die Verbreitung des HIV und des Erworbenen
Immundefektsyndroms (AIDS) als assoziierte Erkrankung zu einer Pandemie
mit weitreichenden Auswirkungen entwickelt.

Erstmalig wurden Retroviren Anfang des 20. Jahrhunderts beschrieben, als
1904 Ellermann und Bang entdeckten, dass sich avidre Leukamie durch
zellfreie Filtrate auf Huhner Gbertragen lie3. Das infektiose Agens, das dieser
Beobachtung zugrunde lag, wurde Avidres Leukosevirus genannt (Ellermann
und Bang, 1908). 1911 konnte Rous die Transmission von Sarkomen auf
gesunde Huhner durch zellfreie Extrakte nachweisen und auf das sogenannte
Rous-Sarkoma-Virus zuruckfuhren, wofur er 1966 schlieBlich mit dem
Nobelpreis fur Medizin ausgezeichnet wurde (Rous, 1911). Varmus und Bishop
erhielten 1989 den Nobelpreis fur Medizin fir ihre Entdeckung des zellularen
Ursprungs retroviraler Onkogene, nachdem sie gezeigt hatten, dass das
Onkogen des Avidren-Sarkoma-Virus ein zellulares Gen war, das das Virus
wahrend seiner Replikation aus der Wirtszelle aufgenommen hatte (Stehelin,
1976). Einen weiteren Nobelpreis auf dem Gebiet der Retroviren erhielten 1975
Baltimore und Temin, die das zentrale Dogma des genetischen
Informationsflusses von DNA zu RNA widerlegen konnten, indem sie das
Konzept der Reversen Transkription in die Molekularbiologie einflhrten
(Baltimore, 1970; Temin und Mizutani, 1970). SchlieB3lich wurden 2008 Barré-
Sinoussi und Montagnier der Nobelpreis fur die Entdeckung des Humanen
Immundefizienzvirus verliehen (Barré-Sinoussi, 1983).

In den zurtickliegenden Jahren ist das Interesse an Retroviren auf einem neuen
Forschungsfeld gewachsen: Durch den Einsatz von Retroviren als Vektoren in

der somatischen Gentherapie wird ein neuer therapeutischer Ansatz in der
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Medizin propagiert, der sich momentan jedoch noch im Pilotstadium befindet. In
experimentellen und klinischen Studien kommen neben
replikationsinkompetenten Murinen Leukamieviren, Adenoviren und HI-Viren
auch Foamyviren oder Kombinationen verschiedener Viren als Vektoren zum
Einsatz (Kay, 2001). Hierbei zielen die Therapieansatze auf die Behandlung
schwerwiegender Erkrankungen wie monogener Erbkrankheiten
(beispielsweise  SCID), Infektionskrankheiten (insbesondere HIV/AIDS),
Neoplasien und kardiovaskularer Erkrankungen.

Es wird deutlich, dass Retroviren auf verschiedenen Gebieten grof3e Bedeutung
fur die Humanmedizin besitzen, sei es als tumorerzeugende Viren, als Erreger

der pandemischen HIV-Infektion oder als Vektoren in der Gentherapie.

Retroviren sind RNA-Viren, die einen charakteristischen Replikationszyklus
besitzen. Die Kombination aus reverser Transkription und DNA-Integration ist
dabei das zentrale Merkmal der Retroviren: Im Laufe ihres Lebenszyklus wird
mithilfe des Enzyms Reverse Transkriptase das RNA-Genom in DNA
umgeschrieben. Diese wird als sogenanntes Provirus anschlieBend durch das
Enzym Integrase in die zellulare DNA integriert. In der Folge wird RNA
transkribiert und im Anschluss entweder als genomische RNA zur Inkorporation
in neuentstehende Viruspartikel oder als mRNA zur Translation viraler Proteine
verwendet (Coffin, 1997).

Die Familie der Retroviren (Retroviridae) wird in die zwei Unterfamilien
Orthoretrovirinae mit sechs Genera und Spumaretrovirinae mit nur einem
Genus unterteilt (Tabelle 1). Dieser Einteilung liegen Besonderheiten im
Replikationszyklus der Spumaretrovirinae mit ihnrem Vertreter der Foamyviren
zu Grunde (Linial, 1999). Da sie starke Ahnlichkeiten zu den Hepadnaviren
besitzen, werden sie oft als Bindeglied zwischen diesen und Orthoretrovirinae
gesehen (Yu, 1996a).

Zudem konnen Retroviren auch anhand ihrer Genomstrukur eingeteilt werden.
Einfache Retroviren verfigen nur Gber die Gene gag, pro, pol und env, wahrend
komplexe Retroviren zusatzlich Gene fiur regulatorische Proteine besitzen
(Coffin, 1997).
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Unterfamilie Genus Beispiele Genom

Orthoretrovirinae a-Retroviren  Aviares Leukosevirus (ALV) einfach
Rous-Sarkoma-Virus (RSV)

B-Retroviren  Mason-Pfizer-Affenvirus (MPMV) einfach &
Maus-Mammatumorvirus (MMTV) komplex

y-Retroviren Murines Leukéamievirus (MLV) einfach

0-Retroviren ~ Humanes T-Cell-Leukamievirus (HTLV) komplex

Bovines Leukamievirus (BLV)

e-Retroviren Walleye Dermales-Sarkoma-Virus (WDSV) komplex
Lentiviren Humanes Immunodefizienzvirus (HIV) komplex
Spumaretrovirinae Foamyviren  Prototypisches Foamyvirus (PFV) komplex

Simian Foamyvirus Typ spm (SFVspm)

Tabelle 1: Systematik der Retroviridae (nach Rethwilm, 2003).
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1.1 Foamyviren

Foamyviren sind die einzigen Vertreter der Unterfamilie der Spumaretrovirinae.
Sie wurden in den 50er Jahren des 20. Jahrhunderts erstmals beschrieben
(Enders und Peebles, 1954), als man in kultivierten Zellen einen sogenannten
zytopathogenen Effekt beobachtete, der sich durch zellfreies Agens lUbertragen
lie. Diesem verdanken die Foamyviren ihren Namen, denn infizierte Zellen
weisen in ihrem Zytoplasma eine starke, schaumig erscheinende
Vakuolisierung auf (englisch: foamy, schaumig) und lagern sich durch Zellfusion
zu vielkernigen Synzytien zusammen (Hooks und Gibbs, 1975; Abb. 1).

Abb. 1: Foamyviren in Zellkultur.
A: Synzytien-Bildung in foamyviral infizierter Zellkultur. B und C: Elektronen-mikroskopische
Aufnahme von foamyviral infizierten Zellen (aus: Tobaly-Tabiero, 2000).

Trotz dieser rasch eintretenden Zytopathogenitat in vitro konnte bisher jedoch
keine mit einer Foamyvirus-Infektion assoziierte Pathogenitat in vivo
nachgewiesen werden (Meiering und Linial, 2001). Foamyviren (FV) kommen in
vielen verschiedenen Spezies vor. Zu ihren naturlichen Wirten z&hlen, neben
anderen, Primaten, Katzen, Pferde und Rinder (Falcone, 2003; Saib, 2003). In
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ihnen konnte eine Infektion mit FV mit hoher Pravalenz nachgewiesen werden
(siehe Tabelle 2). Bei Untersuchungen der Primatenart der Griinen Meerkatze
zeigten sich beispielsweise bis zu 93% der Tiere eines Primatenzentrums
infiziert (Schweizer, 1995). 1971 wurden schlief3lich sogar FV aus menschlichen
Zellen isoliert. Die Zellen entstammten einem Nasopharynxkarzinom eines
kenianischen Patienten und enthielten ein Virus, das bald als Humanes
Foamyvirus (HFV) beschrieben wurde (Achong, 1971). Seitdem konnten in
verschiedenen  Studien vereinzelte  FV-Infektionen des Menschen
nachgewiesen werden (Schweizer, 1997), wobei die infizierten Individuen
Risikogruppen angehorten, die in intensivem Kontakt zu Affen standen,
insbesondere Tierpfleger, Laborpersonal und afrikanische Affenjager. Diese
Risikogruppen wiesen eine FV-Pravalenz von 1 - 5,3 % auf (Heneine, 1998;
Wolfe, 2004; Switzer, 2004). Keine Studie, die methodisch unterschiedliche
positive Testergebnisse zur Bestatigung einer Infektion machte, konnte jedoch
eine allgemeine oder endemische (insbesondere ost- und zentralafrikanische)
FV-Pravalenz in der humanen Bevélkerung beweisen (Schweizer, 1995; Ali,
1996). Als schlie3lich das Isolat des 1971 entdeckten HFV molekular
charakterisiert und mit anderen bekannten FV verglichen wurde, lag aufgrund
der bedeutenden Homologien des pol-Genes von HFV und SFVcpz von 95 %
eine speziesubergreifende Infektion nahe (Herchenrdder, 1994, Schweizer,
1995) und HFV wurde in SFVcpz(hu) und spater in PFV (Prototype FV)
umbenannt (Linial, 1999; Rethwilm, 2003). Dennoch ist die Gefahr einer
Zoonose, insbesondere fur Personen, die Primaten jagen, mit ihnen arbeiten
oder als Haustiere halten, und die Gefahr einer potentiellen Endemie nicht zu
vernachlassigen, insbesondere in Anlehnung an die Evolution der HIV-
Pandemie (Sandstrom, 2000; Brooks, 2002; Murray und Linial, 2006; Boneva,
2007; Calattini, 2007). Die Transmission der FV erfolgt hauptsachlich tber
Speichel und Bissverletzungen (Meiering und Linial, 2001; Falcone, 2003), eine
Ubertragung ist jedoch auch Uber Blutprodukte und Xenotransplantationen
maoglich (Allan, 1998; Khan, 2006; Brooks, 2007). Eine sexuelle Transmission
ist unwahrscheinlich (Switzer, 2004).
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Spezies Virusisolat Jahr Pravalenz in %
Rhesusaffe (Macaca mulatta, M. SFVmac (SFV-1,
fascicularis) SFV-2) 1955 10-100
Grune Meerkatze (Cercopthieus aethiops) SFVagm (SFV-3) 1964 28-93
Totenkopfaffe (Saimiri sciureus) SFVsqu (SFV-4) 1971 63
Galago (Galago crassicaudatus

S SFVgal (SFV-5) 1971 83
panganiensis)
Schimpanse (Pan troglodytes sp.) SFVcpz (SFV-6, SFV-7) 1967 75-90
Klammeraffe (Ateles sp.) SFVspm (SFV-8) 1973 61
Kapuzineraffe (Cebus sp.) SFVcap (SFV-9) 1975 ?
Pavian (Papio cynocephalus) SFVbab (SFV-10) 1975 34-100
Orangutan (Pongo pymaeus) SFVora (SFV-11) 1994 26-100
Gorilla (Gorilla gorilla sp.) SFVgor 1995 ?
Katze (Felis sp.) FFV 1969 33-76
Rind (Bos sp.) BFV 1969 40-85
Pferd (Equus sp.) EFV 1999 ?
Bischelaffe (Callithrix jacchus) SFVmar 1981 54
Mensch PFV (SFVcpz(hu), HFV) 1971 -
Tabelle 2: Foamy-Virus-Infektionen in verschiedenen Spezies (Meiering und Linial, 2001).

Wie bereits erwahnt, konnten in keiner Studie Erkrankungen sicher mit einer
FV-Infektion assoziiert werden. Im Verdacht standen vor allem
Autoimmunerkrankungen, wie Thyreoiditis de Quervain, Morbus Basedow,
Multiple Sklerose und Myasthenia gravis. Die Vermutungen konnten durch
multiples Screening mittels verschiedener Assays (ELISA, Western Blot, PCR)
widerlegt werden (Meiering und Linial, 2001). Das Charakteristikum einer
Apathogenitat in vivo macht FV zu interessanten Kandidaten fiir Vektoren in der
Gentherapie (Russell und Miller, 1996).

FV haben einen weiten Zelltropismus. Da eine Vielfalt an Zellpopulationen in
vitro infiziert werden kann, nimmt man an, dass der Rezeptor, der zur
Adsorption des FV notwendig ist, ubiquitar vorkommt (Hill, 1999). In vitro fihrt
eine FV-Infektion von Fibroblasten und epithelialen Zellen zur Iytischen
Destruktion, in infizierten Lymphozyten und Makrophagen ist das Virus jedoch
meist persistierend und fuhrt nur bei Aktivierung der Zellen zu einer
Zythopathogenitat (Mergia, 1996; Falcone, 1999; Meiering und Linial, 2002). In
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vivo verlauft eine Infektion latent und ist persistierend. FV-DNA konnte aus
vielen Gewebearten isoliert werden, Hauptreservoir sind dabei Lymphozyten
(von Laer, 1996). RNA konnte nur in Gewebe detektiert werden, das mit der
Mundschleimhaut assoziiert war (Falcone, 1999; Murray, 2006 und 2008).
Diese Beobachtung deckt sich mit Tatsache, dass FV vor allem tber Speichel
Ubertragen werden. Die endgultigen Zielzellen konnten jedoch nicht ermittelt
werden.

FV sind genetisch auf3erordentlich stabil (Schweizer, 1999). Dies ist auf ihre
sehr geringe Replikationsrate zurtickzufihren und kann fir phylogenetische
Studien genutzt werden. So lie3 sich anhand von Sequenzvergleichen zeigen,
dass sich FV mit ihren Wirten gemeinsam entwickelten. Sie sind die &ltesten
bekannten RNA-Viren in Vertebraten: In Primatenpopulationen sind sie seit
mindestens 65 Millionen Jahren prasent, in Altweltaffen seit mindestens 30
Millionen Jahren. (Schweizer und Neumann-Haefelin, 1995; Switzer, 2005)

1.1.1 Morphologie

Foamyviren sind behiillte Viren von ca. 110 nm Durchmesser. In elektronen-
mikroskopischen Aufnahmen sind die Partikel mit unreif erscheinendem Kern
und prominenten Oberflachen-Molekllen zu erkennen (Fischer, 1998; Abb. 1).
AulRerdem konnte eine Auffalligkeit beziglich der Virus-Knospung beobachtet
werden: FV knospen im Gegensatz zu Orthoretroviren sowohl von der
Plasmamembran als auch von intrazellularen Membranen (Lindemann und
Goepfert, 2003).

Abbildung 2 zeigt eine schematisierte Zeichnung eines Retrovirus: Ein Partikel
bestent aus dem RNA-Genom, den strukturellen Matrix-, Kapsid- und
Nukleokapsidproteinen, die die Nukleinsaure stabilisieren und die Enzyme
Protease, Reverse Transkriptase / RibonukleaseH und Integrase einbetten,
sowie einer Hullmembran, die das Virus wahrend der Knospung von der
Wirtszelle erhalt und in der sich Transmembran- und Surface-Proteine befinden
(Coffin, 1997).
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Oberflachenprotein (SU)
Protease

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

Nucleocapsid (NC)

Transmembranprotein (TM)

Abb. 2: Typischer Aufbau eines Orthoretrovirus (Peters, 2006).

Die Morphologie der Foamyviren unterscheidet sich aufgrund der Unreife der
Partikel von jener der Orthoretroviren und kann bis heute nur in Ansatzen
beschrieben werden: In der Hillmembran befinden sich die glykosilierten und in
Trimeren angeordneten Transmembran- und Surface-Proteine (TM und SU),
(Linial und Eastmann, 2003). Im Virion ist neben den TM und SU jedoch auch
das Leaderpeptid (LP) des Hullproteins (Envelope-Protein, Env) vorhanden. Es
ist ins Innere des Partikels gerichtet, wo es mit dem N-Terminus von Gag
(Protein des gruppenspezifischen Antigens) interagiert (Lindemann und
Goepfert, 2003). Das Gag-Protein der FV ist nicht in die typischen retroviralen
Matrix-(MA), Kapsid-(CA) und Nukleokapsidproteine (NC) gespalten, sondern
liegt in einer Mischung aus prozessierten und unprozessierten Gag-Proteinen
im Partikel vor. Gag ist mit seinem N-Terminus dem LP zugewandt. Der C-
Terminus von Gag ist nach innen orientiert und steht mit dem Genom in
Kontakt. Mit dieser Struktur &hnelt das FV-Gag-Protein dem Core-Protein der
Hepadnaviren. Die viralen Enzyme (Polymerase-Protein, Pol) liegen sowohl als
unprozessierte Proteine als auch in den zwei Untereinheiten Protease—Reverse
Transkriptase / RibonukleaseH (PRO-RT/RH) und Integrase (IN) im Partikel vor
(Netzer, 1993; Flugel und Pfrepper, 2003). Foamyvirale Partikel enthalten
quantitativ mehr RNA als DNA, das funktionelle Genom besteht aus DNA (Yu,
1999; Rethwilm, 2003).
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1.1.2 Genomorganisation

gag )

LTR env bel-2 ) 1R

[ 1] pol | | tas I:I
I:I PR-RT/RH | IN |

Abb. 3: Genomorganisation des PFV.

FV weisen das langste Genom aller Retroviren mit La&ngen um 12000 bp auf.
Das foamyvirale Genom ist entsprechend komplexer Retroviren organisiert. Es
besitzt neben den Genen gag, pol und env zwei zusatzliche offene Leseraster
tas und bel-2, die fur die regulatorischen Proteine kodieren (Lochelt, 2003). Das
RNA-Genom der FV liegt in zweifacher Kopie im Partikel vor und erfillt alle
Charakteristika einer eukaryotischen mRNA mit einer Cap-Struktur am 5’-Ende
und einer Polyadenylierung am 3’-Ende. Die mRNA beginnt und endet mit der
R-Region (R=redundant), die wahrend der reversen Transkription eine
entscheidende Rolle spielt und den Hauptsplei3donor enthalt. Danach folgt die
U5-Region (U=unique) mit Sequenzabschnitten, die fur die Integration des
viralen Genoms in die zellulare DNA von Bedeutung sind. Stromabwarts
schlie3t sich die 18 nt umfassende konservierte Primerbindingsite (PBS) an. An
sie bindet wahrend der reversen Transkription die zellulare tRNAys;, 2, die somit
als Primer die Minusstrang-DNA-Synthese initiiert. Zwischen der PBS und der
kodierenden Region befinden sich drei Sequenzblécke zur Dimerisierung des
Genoms (Dimer Linkage Site, DMS I-1ll,). Die folgenden offenen Leseraster
(open reading frames, ORF) kodieren fur Gag, Pol, Env, Tas und Bet (Abb. 3).
Gag wird aus genomischer mRNA translatiert, Pol ebenso wie Env aus einer
eigenen gespleil3ten mMRNA. Das Tas-Transkript besteht aus gespleilter mRNA
des ORF-1 (bel-1), Bet aus zweifach gespleilster mMRNA aus Anteilen des ORF-
1 (bel-1) und ORF-2 (bel-2). AuR3erdem existiert ein Env-Bet-Fusionsprotein mit
unbekannter Funktion (Lindemann und Rethwilm, 1998). Abbildung 4 stellt die
Genomexpression schematisch dar.

Innerhalb des ORF-2 liegt ein Polypurintrakt (PPT) mit mindestens 9 Adenosin-
und Guanosin-Resten, der die Plusstrang-DNA-Synthese wahrend der reversen
Transkription initiiert. Dieser befindet sich genau vor Beginn der U3-Region.
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Vier weitere purinreiche Sequenzabschnitte finden sich innerhalb des pol-Gens,
wobei einer die identische Basenfolge des PPT aufweist und somit als zweiter,
zentraler PPT (cPPT) die Plusstrang-DNA-Synthese initieren kénnte (Peters,
2008). Die U3-Region enthalt Bindungssequenzen fir die Integrase und den fir
die Genexpression wichtigen Promoter. Ein zweiter, interner Promoter ist
stromaufwarts des ORF von tas gelegen (Lochelt, 1993). Der interne Promoter
(IP) ist innerhalb der Retroviren einzigartig und steuert die Transkription der
akzessorischen Proteine Tas und Bet (L6chelt, 1995 und 2003).

Wahrend der reversen Transkription und somit zur Vorbereitung der Integration
wird die U3-Region an das 5’-Ende der viralen DNA synthetisiert, die U5-Region
an das 3’-Ende. Diese identische Abfolge der nicht kodierenden U3-, R- und
U5-Regionen, die die kodierenden Abschnitte zu beiden Seiten flankieren,

werden LTR (long terminal repeats) genannt (Rethwilm, 1995).

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
L 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
LTR t
pol o
PRRT/RNassH | IN | ORF-1]
I gag envIP ppt
U3 pbs 4 = Y [ ™ | [ORF2 | RUS
— I— Gag
- — Pol
- I Env
- . Tas
- - e e Bet
- I ——— Env-Bet
2Tas

I |

2Tas

Abb. 4: Genomexpression von PFV (aus Rethwilm, 2007).
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1.1.3 Die foamyviralen Proteine

Die folgenden Charakteristika beziehen sich auf PFV, das prototypische
Foamyvirus, das reprasentativ fur die Gruppe der FV stehen soll.

Gag (gruppenspezifisches Antigen) kodiert fur die Strukturproteine Matrix-
(MA), Kapsid- (CA) und Nukleokapsidprotein (NC). Das Gag-Protein hat ein
kalkuliertes Molekulargewicht von ca. 71 kDa. Im Gegensatz zu den anderen
retroviralen Gag-Proteinen wird es nicht in die drei Untereinheiten MA, CA und
NC gespalten. Anstelle dessen wird vom C-Terminus ein 3 kDa grol3es Peptid
mittels der viralen Protease abgetrennt. Die Schnittstelle wurde mit der
Sequenz AVN / TVT fur PFV bestimmt und die Abspaltung des Peptids ist
essentiell fur die Infektiositdt der Viren (Flugel und Pfrepper, 2003). In das
Partikel werden prozessierte und unprozessierte Gag-Proteine (p68 und p71)
im Verhéltnis von circa 4 zu 1 integriert (Cartellieri, 2005b). Weitere putative
Schnittstellen finden sich innerhalb Gags. Sie spielen wahrscheinlich wahrend
eines frihen Zeitpunkts der Infektion, insbesondere beim Uncoating, eine Rolle
(Pfrepper, 1999). FV-Gag-Proteinen fehlen eine fur Orthoretroviren typische
Major Homology Region (MHR) und das Zinkfingermotiv, das als
Verpackungssequenz und Bindungsstelle fur das virale Genom dient.
Stattdessen besitzen sie C-terminal drei Glycin-Arginin-reiche Boxen (GR-
Boxen I-lll): Die GR-Box | kann mittels eines Nukleinsaure-Bindungsmotivs
(NAB) sowohl RNA als auch DNA binden, was dem Core-Protein der
Hepadnaviren ahnelt. Die GR-Box Il tragt ein nukledres Lokalisationssignal
(NLS), das fur eine nukledre Phase des Gag-Proteins verantwortlich ist. Die
Funktion der dritten GR-Box ist unbekannt, bei FFV und EFV ist die GR-Box I
nicht vorhanden (Schliephake und Rethwilm, 1994; Yu, 1996b; Stenbak und
Linial, 2004). Am N-Terminus von Gag ist ein zytoplasmatisches Ziel- und
Retentionssignal (CTRS) in Form eines konservierten Arginins lokalisiert, das
fur den zytoplasmatischen Kapsid-Zusammenbau von Bedeutung ist (Eastmann
und Linial, 2001), sowie ein coiled-coil Motiv hydrophober Aminosauren, tber
das einzelne Gag-Proteine miteinander interagieren kdnnen (Tobaly-Tapiero,
2001). Gag bindet C-terminal das virale Genom Uber das NAB, N-terminal

interagiert es mit Env. Diese besondere Gag-Env-Interaktion ist wahrscheinlich
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der Grund fur die Unmoglichkeit einer FV-Pseudotypisierung, einer
experimentellen Kombination von FV-Gag mit den Glykoproteinen anderer
Retroviren (Cartellieri, 2005a). Ein YXXL Motiv innerhalb Gags ist fur einen
korrekten Kapsid-Zusammenbau erforderlich, ebenso ist es fir die reverse
Transkription und fur die Infektiositat essentiell (Mannigel, 2007). Ein
Myristilierungssignal als Zielsignal fur die Plasmamembran existiert im
Gegensatz zu den Orthoretroviren nicht. Es konnten jedoch sogenannte Late-
Domainen, die mit den zellularen Exportmechanismen interagieren und somit
eine Partikel-Abschnirung von der Plasmamembran gewdahrleisten, in Form
eines PSAP-Motivs nachgewiesen werden (Stange, 2005).

Pol (Polymerase) enthalt die Information fir die Enzyme Protease (PR),
Reverse Transkriptase / RibonukleaseH (RT/RH) und Integrase (IN). Das
Enzym RT/RH Dbesitzt zwei enzymatische Aktivitaten, die fuar die
charakteristische reverse Transkription verantwortlich sind. RT schreibt die
genomische RNA in virale DNA um, RH entfernt aus RNA/DNA-Hybriden den
RNA-Anteil. Das Enzym Integrase koordiniert die Integration der viralen DNA in
die zellulare DNA, wahrend die Protease fiir die katalytische Spaltung des Gag-
bzw. Pol-Vorlauferproteins zustandig ist (Netzer, 1993; Lochelt, 2003). Pol wird
als 127 kDa grofRes Vorlauferprotein aus einer eigenen gespleiiten mRNA
translatiert und schlie3lich nicht wie bei anderen Retroviren in die einzelnen
Enzyme PR, RT/RH und IN geschnitten. Nur die Integrase wird mittels viraler
Protease abgespalten, der Rest fungiert als multifunktionelles Enzym. Die
Schnittstelle weist bei PFV die Sequenz YVVN/CNTK auf. Weitere putative
Schnittstellen sind beschrieben, deren Funktion ist jedoch unbekannt (Pfrepper,
1998). Die katalytischen Zentren der Enzyme sind in FV weitgehend
konserviert: Das aktive Zentrum der Protease tragt das Motiv DSG. Das
katalytische Zentrum der reversen Transkriptase in FV ist YVDD, im Gegensatz
zu YMDD in anderen Retroviren (Koégel, 1995). Die RT der FV ist auRerdem
prozessiver, was den hohen DNA-Gehalt von FV-Partikeln erklaren konnte
(Rinke, 2002). Das Aminoséuren-Motiv DSHN wurde als katalytisches Zentrum
der RH identifiziert (Boyer, 2004). Innerhalb der Integrase findet sich schlieflich

das konservierte und fur die Integration essentielle DDssE Motiv wieder.
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AulRerdem enthalt sie ein Zinkfingermotiv mit den Aminosauren HHCC, das eine
spezifische DNA-Bindung vermittelt, sowie ein nukleares Lokalisationssignal
(Pahl und Flugel, 1995; An, 2008). Die Inkorporation von Pol ist noch nicht
vollstandig geklart. Vermutet werden sogenannte cis-acting RNA-Sequenzen
(CAS) oder Pol Encapsidation Sequenzen (PES) in der U5-Region und im Pol-
Gen der genomischen RNA, die zur Interaktion zwischen Pol und dem Genom
fuhren, so dass das Genom ein Bindeglied zwischen Pol und Gag im Partikel
darstellt (Peters, 2005).

Env (Envelope, Hille) kodiert schlief3lich fur die beiden Glykoproteine TM und
SU und N-terminal fiir das Leaderpeptid (Lindemann und Goepfert, 2003). Das
oberflachliche SU-Protein ist hauptséchlich fir die Rezeptorerkennung an der
Zielzelle verantwortlich, die transmembrane TM-Untereinheit leitet die Fusion
der viralen Hillmembran mit der zellularen Plasmamembran ein. Das Env-
Vorlauferprotein von ca. 130 kDa Gro3e wird durch eine Furin-ahnliche zellulare
Protease in die Untereinheiten LP (18 kDa), SU (80 kDa) und TM (48 kDa)
gespalten. Die Schnittstellen weisen fur PFV die Sequenzen RIAR/SLRM und
RKRR/SVDN auf. Alle drei Untereinheiten finden sich in gleichem Verhaltnis im
Virion (Wang und Mulligan, 1999; Bansal, 2000). Die LP-Untereinheit enthalt
eine Signalsequenz, die das foamyvirale Hullprotein zum rER dirigiert
(Goepfert, 1997). Das im Vergleich zu Orthoretroviren relativ lange
Leaderpeptid (18 kDa) wird dort jedoch nicht degradiert, sondern bleibt
Bestandteil des Partikels, wo es in der Hulle mit einer hydrophoben
membrandurchspannenden Domé&ne (MSD1) verankert ist und mit seinem
zytoplasmatischen Anteil mit Gag interagiert (Lindemann, 2001; Wilk, 2001).
Am C-Terminus von Env befindet sich ein Dilysin-Motiv, welches ein ER-
Retentionssignal (ERS) darstellt und fur die Knospung von intrazellularen
Membranen verantwortlich ist (Goepfert, 1997). Ein ERS fehlt bei BFV und
EFV, es findet sich jedoch auch bei Hepadnaviren im Surface-Protein. Eine
weitere Ahnlichkeit zu Hepadnaviren besteht in dem Vermogen, sogenannte
Virus-ahnliche Partikel (Virus-like particles, VLP) zu bilden und extrazellular
freizusetzen (Eastman und Linial, 2001; Stanke, 2005). Des Weiteren wurden
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innerhalb des TM eine membrandurchspannende Doméane und das hydrophobe
Fusionspeptid identifiziert (Lindemann und Goepfert, 2003).

Das Tas-Protein mit einer Gré3e von ca. 36 kDa ist ein Transaktivator der
Transkription, indem es an den internen Promoter (IP) und den LTR-Promoter
(LTR-P) der U3-Region bindet. Innerhalb der FV bestehen keine bedeutenden
Sequenzhomologien, es konnten jedoch eine N-terminale DNA-interagierende
Doméane und eine C-terminale Aktivierungsdomane identifiziert werden. Sie sind
durch die Sequenz eines nukledren Lokalisationssignals (fuir PFV
KPRQKRPRRR) voneinander getrennt (Lochelt, 2003). Tas Bindungsstellen
konnten circa 25 nt langen Sequenzabschnitten im IP und LTR-P
zugeschrieben werden, die jedoch unterschiedliche Sequenzen aufweisen
(Kang, 1998). Der IP hat eine hthere Affinitdt zu Tas, zudem besteht eine
basale Grundaktivitdt. Der LTR-P wird schlie3lich bei ausreichender Menge an
Tas verstarkt genutzt. Die Pradsenz eines IP unterscheidet FV von anderen
Retroviren, ahnelt jedoch einigen DNA-Viren. Die beschriebene Regulation der
Transkription konnte erklaren, warum eine FV-Infektion latent verlauft.

Die Aktivitat des IPs fuhrt auch zur Synthese von Bet RNA und Protein. Die
Funktion von Bet wurde als APOBECS inhibierend ahnlich zum Vif-Protein von
HIV beschrieben (Lochelt, 2005; Russell, 2005). APOBECS ist ein zellulares
Protein, das wahrend der reversen Transkription die DNA des replizierenden
Virus deaminiert, sowie die cDNA-Synthese und Integration hemmt. Es besitzt
somit eine antivirale Aktivitdt und wird als Abwehrmechanismus der Zelle
interpretiert. In replizierenden HI-Viren bindet das regulatorische Protein Vif an
APOBEC3G und leitet dessen proteosomalen Abbau ein (Holmes, 2007). In
Foamyviren wirkt Bet als Gegenspieler von APOBECS3 jedoch uber einen
anderen Mechanismus: Bet induziert nicht wie Vif bei HIV die Degradierung von
APOBEC3, sondern verhindert dessen Dimerisierung, und somit eine
Inkorporation in virale Partikel (Perkovic, 2009). Weitere Funktionen des Bet-
Proteins kénnen in der Regulierung der Expression und Partikel-Freisetzung
und in der Inhibition einer Superinfektion liegen (Meiering und Linial, 2002). Bet
weist nur sehr geringe Homologien innerhalb der FV auf, so dass keine

charakteristischen Motive identifiziert werden konnten.
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1.1.4 Die reverse Transkription

Die reverse Transkription ist ein charakteristisches Merkmal der Retroviren
(Coffin, 1997) und findet sich nur noch bei den Hepadna- und Caulimoviren
(Summers und Mason, 1982). Das retrovirale Genom enthalt dazu
charakteristische Sequenzen, die einzig eine Bedeutung wahrend der reversen
Transkription besitzen. Aus diesem Grund soll im folgenden Abschnitt die
reverse Transkription kurz erlautert werden.

Zu Beginn der reversen Transkription bindet eine zellulare tRNA an die PBS
des RNA-Genoms und dient als Primer fur die DNA-Synthese. Anschliel3end
wird durch die RT die stromaufwarts gelegene U5- und R-Region als
Minusstrang-DNA synthetisiert und der RNA-Anteil des RNA/DNA-Hybrids
mittels RH entfernt. Danach erfolgt ein Matrizenwechsel: Die neu synthetisierte
R-Region bindet an die am 3’-Ende liegende R-Region der genomischen RNA.
Von dort ausgehend wird nun das gesamte Genom des Virus bis zur PBS als
Minusstrang-DNA synthetisiert, die RNA wird wieder durch die RH entfernt, der
Polypurintrakt kurz vor der 3'-LTR bleibt jedoch stehen. Dieser dient als
Ausgangspunkt der Plusstrang-DNA-Synthese mittels einer zellularen DNA-
Polymerase. Danach findet ein zweiter Matrizenwechsel statt und die neu
synthetisierte PBS bindet an die PBS in der Minusstrang-DNA. Von dort kann
nun das restliche Genom als Plusstrang-DNA geschrieben werden und das
gesamte Genom liegt als doppelstrangige DNA (dsDNA) vor. Sie wird an beiden
Seiten von den identischen LTRs flankiert. Diese sind essentiell fur die

Integration und Transkription des Provirus.

1.1.5 Der foamyvirale Replikationszyklus

Der Replikationszyklus der FV ist noch nicht vollstandig geklart. Er
unterscheidet sich in wichtigen Punkten von jenem der Orthoretroviren und
ahnelt andererseits jenem der Hepadnaviren. Dies fuhrte schliel3lich zur
Klassifikation einer eigenen Unterfamilie innerhalb der Retroviren. Der
bedeutendste Unterschied liegt im Zeitpunkt der reversen Transkription: Bei
Orthoretroviren findet sie zu einem frihen Zeitpunkt der Infektion statt (wahrend
des Uncoatings), bei FV jedoch — ahnlich wie bei Hepadnaviren — zu einem
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spaten, groftenteils wahrscheinlich wahrend des Zusammenbaus der
neuentstehenden Partikel (Moebes, 1997; Rethwilm, 2003; Delelis, 2003).

Zu Beginn einer Infektion steht die rezeptorvermittelte Adsorption des FV an die
Wirtszelle. Der Rezeptor scheint ubiquitar vorzukommen, da bisher keine
Zelllinie bekannt ist, die nicht infiziert werden konnte. Es folgt die Penetration
Uber einen pH-abhé&ngigen Endozytoseweg (Pietschmann, 2000; Picard-
Maureau, 2003). Im Verlauf des Uncoatings wird das Gag-Protein
wahrscheinlich in kleinere Untereinheiten prozessiert (Pfrepper, 1999; Flugel
und Pfrepper, 2003) und das Kapsid mit dem bereits revers transkribierten
DNA-Genom als Praintegrationskomplex (PIC) entlang des Mikrotubulisystems
zum Nukleus transportiert (Petit, 2003; Lehmann-Che, 2005). Mithilfe der
Integrase wird das Genom anschlieRend in die zellulare DNA integriert (Enssle,
1999; Juretzek, 2004). Das Provirus ist Ausgangspunkt der Transkription. Diese
steht unter der Kontrolle des IP: Bei geringer Grundaktivitdt des IP werden
zunéchst Tas- und Bet-mRNA transkribiert und translatiert, so dass Tas den
LTR-Promoter und schlie3lich die Transkription von genomischer RNA, sowie
gespleidster mRNA von Pol und Env aktivieren kann (Lochelt, 2003). Gag- und
Pol-Proteine werden im Zytoplasma translatiert, Env-Proteine im rER. Der
Partikel-Zusammenbau ist noch nicht gut verstanden: Das Kapsid formiert sich
aufgrund eines zytoplasmatischen Ziel- und Retentionssignals (CTRS) im
Zytoplasma, wo ebenfalls eine Interaktion zwischen Gag und dem viralen
Genom uber das Nukleinsdure-Bindungsmotiv (NAB) der GR-Box Il stattfindet.
Die Inkorporation von Pol-Proteinen erfolgt wahrscheinlich tGber Bindung von
Pol an das virale Genom, so dass das Genom als Brickenmolekil zwischen
Gag und Pol fungiert (Heinkelein, 2002; Linial und Eastmann, 2003; Yu, 2006;
Peters, 2008). Vorgeformte Kapside werden anschlieBend zum TrER
transportiert und erhalten Uber Gag-Env-Interaktionen die Glykoproteine
(Lindemann und Goepfert, 2003). FV-Partikel knospen sowohl von
intrazellularen Membranen als auch direkt von der Plasmamembran. Dafir
verantwortlich sind wahrscheinlich das ER-Retentionssignal von Env und die
Late-Domainen innerhalb Gags.
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Erstaunlich ist, dass circa 20 % der extrazellularen Virus-Partikel ein DNA-
Genom aufweisen, so dass angenommen werden muss, dass die reverse
Transkription wahrend des Partikel-Zusammenbaus stattfindet. Experimente,
die die RT mittels Azidothymidin zu verschiedenen Zeitpunkten der Infektion
hemmten, bestatigten diese Vermutung und zeigten, dass das infektiose
Genom DNA ist (Moebes, 1997; Yu, 1999). Ebenso erstaunlich ist, dass nur 1 —
10 % der infektiosen Partikel aul3erhalb der Zelle anzutreffen sind. Diese
ausgepragte Zellassoziation entspricht der Beobachtung einer Zell-zu-Zell-
Ausbreitung mittels Synzytienbildung. In relativ hoher Zahl sind zudem
intrazellulare Partikel, die ein DNA-Genom assoziiert mit Gag- und Pol-
Proteinen, aber ohne Env-Proteine enthalten, vorhanden. Sie kdnnen in das
zellulare Genom reintegrieren und zu multiplen Provirus-Kopien fiihren. Dabei
konnte das nukledre Lokalisationssignal (NLS) von Gag eine Rolle spielen.
Diesen Prozess der Retrotransposition findet man auch im Replikationszyklus

der Hepadnaviren (Heinkelein, 2003).

Partikel-
freisetzung

.
E'/\-S 'y
Zytoplasma Reverse = corati

Reintegration
0

SN
"\ / Transkription
Translation & E— —_—
Env @ Zusammenbau L — L —
Gag v— RNA-Export v— Zellkern

Pol o

Abb. 5: Der Replikationszyklus von PFV (aus Peters, 2006).
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1.2 Foamyviren in der Gentherapie

FV sind aufgrund ihrer morphologischen und replikativen Besonderheiten
interessante Kandidaten fur die Verwendung als Vektoren in der Gentherapie.
Die Gentherapie wird seit Anfang der 90er Jahre mit Erforschung der
molekularen und genetischen Ursachen von  Erkrankungen als
vielversprechender neuer Therapieansatz propagiert. Das zugrundeliegende
Prinzip ist der Transfer von DNA oder RNA in Zellen oder Gewebe, um die
Expression eines Gens zu modifizieren und somit einen Gendefekt zu
therapieren. Es kdnnen grundsatzlich jedoch nur monogene Erkrankungen
therapiert werden. Tabelle 3 zeigt Beispiele von Erkrankungen, zu denen
momentan klinische Studien im Bereich der Gentherapie durchgefuhrt werden.

Neoplasien Vaskulare Krankheiten Monogene Erbkrankh  eiten Andere

Melanom KHK ADA/X-SCID HIV

Glioblastom pAVK Cystische Fibrose Rheumatoide Arthritis
CLL Muskeldystrophie Duchenne Colitis ulcerosa
Prostata-Ca Fanconi-Anamie Diabetes mellitus
Mamma-Ca Epidermolysis bullosa Multiple Sklerose

Chronische Granulomatose

Tabelle 3: Erkrankungen mit klinischen Studien in der Gentherapie
(The Journal of Gene Medicine Clinical Trial Site, 2008).

Die grof3te Herausforderung der Gentherapie besteht in der Entwicklung von
Vektorsystemen, die einen effizienten Gentransfer in die verschiedensten
Gewebearten ermoglichen, ohne eine pathogene Wirkung im Wirt zu entfalten.
Neben Plasmid-DNA kommen vor allem virale Vektoren zum Einsatz, unter
denen Adenoviren, Adeno-assoziierte Viren und Retroviren die effizientesten
Vektoren darstellen (Kay, 2001; Verma, 2005). Jedes Vektorsystem hat seine
Vorteile und Limitationen: Adenoviren kénnen eine Vielzahl an teilungsaktiven
und teilungsinaktiven Zellen infizieren, diese werden jedoch relativ rasch vom
Immunsystem des Wirts eliminiert. Adeno-assoziierte Viren weisen ein
ahnliches Infektionsvermbégen auf, sind jedoch in ihrer DNA-Kapazitat
eingeschréankt. Retroviren (wie MLV und Lentiviren) besitzen den grol3en

Vorteil, dass sie ihr Genom stabil in die zellulare DNA integrieren und somit zu
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einer permanenten Genexpression fuhren. Allerdings bendtigen MLV zur
Transduktion eine mitotische Zellteilung. In klinischen Studien mit retroviralen
Vektoren konnten zunachst erste gute Erfolge verzeichnet werden (Hacein-Bey-
Abina, 2003),
Wirkungen auf: So entwickelten 3 von 28 mit einem MLV-Vektor therapierten X-

allerdings traten einige schwerwiegende unerwinschte
SCID-Patienten drei Jahre nach der Behandlung eine T-Zell-Leukamie, die man
auf eine Vektor-Integration in der Nahe von zellularen Protoonkogenen bzw. auf
eine onkogene Wirkung des transferierten Gens zurtckfuhrte (Woods, 2006;
Cavazzana-Calvo und Fischer, 2007). Ruckschlage dieser Art betonen die
Notwendigkeit der Weiterentwicklung von Vektoren, die die Vorteile
verschiedener Systeme kombinieren und somit die biologische Sicherheit
erhohen. Ebenso sollten neue virale Vektoren, die sich in praklinischen Studien
als vorteilhaft erwiesen haben, detaillierter erforscht werden. Zu diesen zahlen
die FV (Mergia und Heinkelein, 2003; Rethwilm, 2007). Tabelle 4 listet die
idealen Eigenschaften eines Vektorsystems im Vergleich zu experimentell

ermittelten Charakteristika von FV-Vektoren auf.

Ideale Eigenschaften eines Vektors Eigenschaftenv ~ on FV-Vektoren

= Effizientes apathogenes

Verpackungssystem
= Geringe Rekombinations-Wahrscheinlichkeit
= Serumresistenz

= Pseudotypisierung mit zell-spezifischen

Glykoproteinen
= Stabiles Genom
= Prazise reverse Transkription vor Zell-Eintritt
= Unbeschrankter nuklearer Import

= Isolierte Expressionskassette

= Chromosomale Integration

= Physiologische Expression des Transgens

Apathogen mit hoher Transduktionseffizienz

Keine stabile Verpackungs-Zelllinie vorhanden
Rekombination unwahrscheinlich
Keine Elimination durch Immunsystem

Keine Pseudotypisierung méglich, ubiquitar

Rezeptor

Infektibses DNA-Genom mit hoher Stabilitat
RT bereits wahrend des Zusammenbaus
Transduktion postmitotischer Zellen unmdglich

Heterologer Promoter steuert Genexpression

Stringente Termination der Transkripte
Genom-Integration, kein Gen-Silencing

Keine bevorzugte Integration vor Proto-

Onkogenen / transkriptionsaktiven Bereichen

Tabelle 4:

Vergleich der Anforderungen an virale Vektoren mit Eigenschaften der FV.
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In den bisherigen préklinischen Studien mit foamyviralen Vektoren kommen vor
allem replikationsdefiziente Vektoren zum Einsatz, die einen heterologen CMV
Promoter zur Steuerung der Genexpression enthalten. Ihnen fehlt die
genetische Information fur Tas und Bet, so dass die regulatorische Funktion des
Transaktivators ausgeschalten ist und aul3erdem Kapazitat fir das zu
transferierende Gen geschaffen wird. Einige Studien konnten bereits
beeindruckende Ergebnisse liefern: So konnten humane hamatopoetische
Stammzellen mit einer Effizienz von mehr als 80 % transduziert und in
Knochenmark ablatierte NOD/SCID Mause transplantiert werden. Das
transfizierte Gen konnte bis zu 6 Monate nach der Transplantation in allen
hamatopoetischen Zelllinien nachgewiesen werden (Leurs, 2003; Josephson,
2002 und 2004). Eine autologe Transplantation FV-transduzierter
hamatopoetischer Stammzellen in Hunde als Vertreter eines Groldtiermodells
wurde mit Transduktionsraten bis zu 19 % und gunstigem Integrationsprofil
beschrieben (Kiem, 2007). Studien zur Behandlung der Fanconi-Anédmie Typ C
mittels foamyviraler Vektoren zeigten erste vielversprechende Erfolge auf (Si,
2008), nachdem Klinische Studien zu MLV-vermittelter Gentherapie
fehlgeschlagen waren. In einer kurzlich veréffentlichten Studie konnte erstmals
ein genetischer Immundefekt mithilfe eines foamyviralen Vektors erfolgreich im
Grofdtiermodell therapiert werden: Hunde mit Leukozytenadhasionsdefizienz
(CLAD), die FV-transfizierte hamatopoetische Stammzellen erhielten, zeigten
eine komplette Remission des Phanotyps und waren auch zwei Jahre nach der
Behandlung symptomfrei, ohne genotoxische Nebenwirkungen aufzuweisen
(Bauer, 2008). Weiterhin konnten humane neurale Vorlaufer-Zellen als weitere
Zellpopulation mit FV transduziert werden, was vielversprechende
Therapiemoglichkeiten bei neurologischen Erkrankungen erdffnen koénnte
(Rothenaigner, 2008).

Replikationskompetente Vektoren konnen dagegen vor allem in der Therapie
maligner Erkrankungen eine Rolle spielen. Suizid-Gene werden in den Tumor
inseriert, die fur Enzyme kodieren, die inaktive Prodrugs lokal im Tumor in
toxische Substanzen umwandeln (Young, 2006; Guinn, 2008). In FV

replikationskompetenten Vektoren wird das zu transfizierende Gen in den ORF-
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2 kloniert, da Bet in vitro zur Replikation nicht essentiell ist (Schmidt und
Rethwilm, 1995; Mergia und Heinkelein, 2003). Eine Studie, in der Mause mit
einer humanen Glioblastomzelllinie transplantiert und mit einem FV-Vektor
infiziert wurden, konnte zeigen, dass gentherapierte Mause nach Prodrug-
Applikation bessere Uberlebenschancen hatten (Heinkelein, 2005).

Diese préaklinischen Studien betonen das gentherapeutische Potential
foamyviraler Vektorsysteme und den hohen Forschungsbedarf auf dem Gebiet

der Foamyviren (Williams, 2008; Vassilopouls und Rethwilm, 2008).
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1.3 Phylogenie der simianen Foamyviren und ihrer Wi rte

Phylogenetische Analysen erforschen die Entwicklungsgeschichte und
Verwandtschaftsverhaltnisse der Arten. Diese konnen durch den Vergleich
morphologischer, anatomischer oder physiologischer Merkmale, aber auch
durch Sequenzvergleiche auf molekularer Ebene erfolgen.

Aufgrund der Annahme, dass Foamyviren sich mit ihren Wirten gemeinsam
entwickelt haben und in Primaten seit mehr als 65 Millionen Jahren ko-
existieren (Switzer, 2005) soll an dieser Stelle die phylogenetische Einteilung
der Primaten, der Wirte der simianen FV, anhand der folgenden Tabelle 5 kurz

erlautert werden.

Unterordnung Teilordnung Familie

Feuchtnasenaffen Lemuren (Lemuriformes)
(Strepsirrhini)
Loriartige (Lorisiformes) Loris (Lorisidae)
Galagos (Galagonidae)
Trockennasenaffen Altweltaffen (Catarrhini) Geschwanzte Altweltaffen
(Haplorhini) (Cercopithecoidea)
Menschenartige (Hominoidea)
Neuweltaffen (Platyrrhini) Krallenaffen (Callitrichidae)
Kapuzinerartige (Cebidae)
Nachtaffen (Aotidae)
Klammerschwanzaffen (Atelidae)
Sakiaffen (Pitheciidae)

Koboldmakis (Tarsiiformes)

Tabelle 5: Systematik der Primaten

Phylogenetische Analysen zur Evolution der FV basieren ausschliel3lich auf
Sequenzvergleichen und auf Nukleotid-Substitutionsraten, der sogenannten
Molecular Clock. Mit ihrer Hilfe ist es mdglich, den Zeitpunkt der Aufspaltung in
die einzelnen Arten zu bestimmen. In phylogenetischen Stammbaumen liegen
zwei Arten bei einer hohen Anzahl an Sequenzhomologien naher beieinander
und sie sind naher verwandt. Wenn sich die Stammbaume von artspezifischen
Viren und ihren Wirten ahneln, so spricht dies fur eine gemeinsame Evolution

und fur eine vertikale Transmission. Auch ahnliche Substitutionsraten lassen
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auf eine gemeinsame Evolution schlie3en. Unterschiedliche Substitutionsraten
spiegeln dagegen eine hohe Divergenz zwischen zwei Arten bzw. zwischen
Virus und Wirt wider und sprechen fiur eine horizontale, also
speziesubergreifende Transmission. Die Molecular Clock ist abhéngig von der
Ubertragungshaufigkeit und vor allem von der Replikationsrate des Virus. RNA-
Viren besitzen aufgrund der hohen Fehlerraten ihrer Polymerasen hohe
Mutationsraten. Dies gilt jedoch nur fur hohe Replikationsraten; bei latenter
Infektion, das heil3t bei geringer Replikationsrate, treten weniger Mutationen auf
und die Substitutionsrate gleicht sich jener des Wirtes an.

Schweizer und Neuman-Haefelin hatten zunachst anhand eines
phylogenetischen Stammbaumes, der auf einer 425 bp langen pol-Sequenz
basierte, eine Einteilung der FV in vier grof3e Cluster propagiert: FV der
Asiatischen Altweltaffen mit SFVmac, FV der Afrikanischen Altweltaffen mit
SFVagm, FV der Menschenartigen mit SFVcpz und PFV, und schlie3lich als
divergentestes Cluster die FV der Neuweltaffen mit SFVspm (Schweizer und
Neumann-Haefelin, 1995).

Switzer et al. verglichen spater die Stammb&ume der simianen FV und der
Primaten und schlossen aufgrund ihrer Ahnlichkeiten auf eine Ko-Evolution
zwischen Virus und Wirt (Switzer, 2005). Die phylogenetischen Analysen der
Primaten  basierten auf  Sequenzvergleichen der  mitochondrialen
Cytochromoxidase Il (COIl), die der SFV auf Vergleichen einer 425 bp langen
Sequenz des pol-Gens. Diese Sequenz war auch von SFVspm bekannt und
stellte die einzige bekannte Sequenz eines Neuweltaffen-FV dar. Sie konnte
jedoch nicht in die stammesgeschichtlichen Auswertungen einbezogen werden,
da sie keine zuverldssige Outgroup darstellte. Demzufolge konnte nur die
Phylogenie der Altweltaffen-FV untersucht werden.

Im phylogenetischen Primaten-Stammbaum Switzers (Abb. 6a) sind drei grol3e
Gruppen zu erkennen: Die Gruppe der Geschwanzten Altweltaffen
(Cercopithecoidea) umfasst, neben anderen, den Makaken (Macaca), die
Grinen Meerkatze und den Pavian (Papio), die Gruppe der Menschenartigen
(Hominoidea) beinhaltet, neben anderen, den Schimpansen (Pan), den

Orangutan (Pongo) und den Gorilla (Gorilla). Beide Gruppen gehodren der
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Teilordnung der Altweltaffen an. Schlie3lich findet sich separat stehend der
Klammeraffe (Ateles, Asp) als einziger Vertreter der Teilordnung der

Neuweltaffen. Dies spiegelt die grof3e evolutiondre Divergenz zwischen

Altweltaffen und Neuweltaffen wider.
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Abb. 6a: Phylogenetischer Stammbaum der Primaten. Die Phylogenien basieren auf der
Sequenz der COIl, die sich als Marker fur Primaten-Phylogenien durchgesetzt hat. Maximum-

likelihood Methode. 1000 Bootstraps. (Aus: Switzer et al. 2005)

Analog zum Primatenstammbaum kénnen die SFV, von denen jedoch nur die

Altweltaffen-FV berlcksichtigt sind, nach Switzer in zwei grol3e Cluster
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eingeteilt werden (Abb. 6b). Eines umfasst die FV der Geschwanzten
Altweltaffen (Cercopithecoidea) mit SFVmac des Makaken (Macaca), SFVagm
der Grunen Meerkatze (Chlorocebus) und SFVbab des Pavians (Papio), das
andere Cluster schliel3t die FV der Menschenartigen (Hominoidea) mit SFVcpz
des Schimpansen (Pan), SFVora des Orangutans (Pongo) und SFVgor des
Gorillas (Gorilla) ein. Der Stammbaum der Primaten-Foamyviren besitzt somit

einen sehr dhnlichen Aufbau im Vergleich zum Stammbaum ihrer Wirte, was als
auf eine gemeinsame Evolution deutet.
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Abb. 6b: Phylogenetischer Stammbaum der FV. Die Phylogenien basieren auf einer 425-bp

langen Sequenz des pol-Gens der FV. Maximum-likelihood Methode. 1000 Bootstraps. (aus
Switzer, 2005).
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Mithilfe von phylogenetischen Stammb&umen und Berechnungen der Molecular
Clock konnte weiterhin gezeigt werden, dass sich Neuweltaffen von Altweltaffen
vor circa 33 - 43 Millionen Jahren voneinander trennten (Schrago und Russo,
2003; Glazko und Nei, 2003; Steiper und Young, 2006). Da Sudamerika bereits
vor circa 130 Millionen Jahren durch die Kontinentaldrift von Afrika getrennt
worden war, erfolgte die Besiedlung des stidamerikanischen Kontinents, dem
Lebensraum der Neuweltaffen, durch Primaten wahrscheinlich nach einer
Transatlantik-Uberquerung auf treibenden Inseln bzw. FloRen (Houle, 1999).
Switzer et al. konnten die Divergenzzeitpunkte fir Primaten und der simianen
FV mit dhnlichen Zeiten ermitteln: So wurde die Aufspaltung in Geschwanzte
Altweltaffen und Menschenartige bzw. ihrer FV sowohl fur Wirt als auch Virus
auf einen Zeitpunkt vor circa 30 Millionen Jahren berechnet. Die
Substitutionsraten der simianen COII bzw. der SFV wurden auf 1,16 +/- 0,35 x
10°® bzw. 1,7 +/-0,45 x 10 ® Substitutionen pro Site pro Jahr (S/SY) geschatzt,
womit beide Raten sich annaherten. Dies ist die niedrigste Substitutionsrate, die
fiir RNA-Viren beschrieben wurde, und &hnelt jener der DNA-Viren (107 bis 10®
S/SY) und der endogenen Retroviren (10° S/SY). Diese Studien zur Evolution
der FV sprechen deutlich fur eine gemeinsame Entwicklung zwischen Wirt und
Virus und verweisen auf eine Existenz der FV uber Jahrmillionen, in Altweltaffen
tber 30 Millionen Jahre, in Primaten Uber 65 Millionen Jahre und aufgrund ihres
Vorkommens in anderen Saugetieren vielleicht sogar schon in deren Vorfahren
tber 100 Millionen Jahre (Switzer, 2005). FV stellten somit die A&ltesten
bekannten exogenen RNA-Viren in Vertebraten dar.

Bertcksichtigt man die molekularen und replikativen Charakteristika der FV, die
in den vorherigen Kapiteln beschrieben wurden, so entsprechen die hohe
Pravalenz in einer Vielfalt von Wirten, die latente und persistierende Infektion,
die niedrige Replikationsrate und die Ahnlichkeit zu DNA-Viren, wie den
Hepadnaviren, den Voraussetzungen einer vertikalen Transmission. Dies steht
im Gegensatz zu den meisten anderen RNA-Viren und auch Lentiviren, die sich
durch spezies-ubergreifende (horizontale) Transmission in ihren Wirten
entwickelt haben und sogenannte Mosaik-Genome besitzen (Charleston, 2002;
Salemi, 2003; Holmes, 2003).
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1.4 Ziel der Arbeit

FV sind in vielen verschiedenen Primaten-Spezies beschrieben worden, wobei
jede Art ihr spezifisches FV besitzt. Untersuchungen auf molekularer Ebene
liegen jedoch nur fir FV der Altweltaffen vor. Neuweltaffen sind die einzig
wildlebenden Primaten auf dem amerikanischen Kontinent. Die Jagd auf
Neuweltaffen in Lateinamerika hat in den letzten Jahren verheerende Ausmalie
angenommen (Care for the wild, 2007). In der Rolle der Affen als
Nahrungsquelle und Haustier steigt die Gefahr einer zoonotischen Infektion des
Menschen mit FV, deren Folgen trotz der bisher nicht nachgewiesenen
Pathogenitat Uberwacht werden sollten.

Aufgrund ihres Potentials in der Gentherapie stehen FV im Licht
wissenschaftlichen Interesses. Insbesondere kleine Primatenarten, wie der
Neuweltaffe Callithrix, kénnen als ideale Tiermodelle in die Forschung
einbezogen werden. Das Verhalten einer naturlichen FV-Infektion muss zuvor
jedoch erforscht werden. So sollten zur Surveillance einer Neuweltaffen-FV-
Infektion bzw. Immunitat geeignete diagnostische Methoden zur Verfligung
stehen.

Schliefilich sind FV aufgrund ihrer genetischen Stabilitat interessante Marker fur
Untersuchungen der Phylogenie ihrer Wirte als auch ihrer selbst. FV der
Neuweltaffen konnten bisher jedoch nicht sicher in phylogenetische Analysen

einbezogen werden, da eine reprasentative Genomsequenz nicht bekannt war.

In der vorliegenden Arbeit sollen die molekularen Charakteristika des simianen
Foamyvirus des Klammeraffens (SFVspm) analysiert werden, dessen Wirt
Ateles der Unterordnung der Neuweltaffen angehort.

Zur Entschlisselung der Genomsequenz ist die Klonierung und Sequenzierung
des Virus erforderlich. Ausgehend von einer 425 bp langen bekannten Sequenz
des pol-Gens soll in dieser Arbeit das komplette Genom des SFVspm
entschlisselt und charakteristische Sequenz- und Proteinmotive ermittelt

werden.
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Anhand phylogenetischer Analysen soll die Distanz des SFVspm zu anderen
FV bestimmt und die Evolution des SFVspm erforscht werden.
Schliel3lich ist es Ziel der Arbeit, zum Nachweis einer Neuweltaffen-FV-Infektion

bzw. Immunitat Western-Blot und PCR basierte Methoden zu entwickeln.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Die fur diese Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, insofern nicht anders
vermerkt, von den Firmen Applichem, Fermentas, Merck, Sigma-Aldrich und
Roth bezogen.

2.1.2 Enzyme

Restriktionsendonukleasen EcoRlI, Hindlll, BamHI, Pstl NEB
Ribonuklease A Roche

T4 DNA-Ligase MBI-Fermentas

Lysozym NEB

2.1.3 Antibiotika

Stamm-LOsung Endkonzentration

Ampicillin 100 mg/ml 100 pg/ml
Kanamycin 50 mg/ml 50 pg/ml
Penicillin 100 mg/ml 100 pg/ml
Streptomycin 100 mg/ml 100 pg/ml
2.1.4 Kits

DNeasy Tissue Kit Qiagen
Expand Long Template PCR System Roche
TOPO TA Cloning Kit Invitrogen
TOPO XL Cloning Kit Invitrogen
Champion pET Directional TOPO Expression Kit Invitrogen
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen

Plasmid DNA Purification Kit: NucleoBond PC500
Big Dye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit
Ni-NTA-Agarose

Pierce ECL Western Blotting Substrate
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2.1.5 GroRenstandards

GeneRuler 1kb DNA Ladder Fermentas
PageRuler Unstained Protein Ladder Fermentas
PageRuler Prestained Protein Ladder Fermentas
2.1.6 Zelllinien

MRC-5 , Humane Fibroblasten, Institut fur Virologie, Wirzburg

Bei dieser Zelllinie handelt es sich um adharente Zellen.

2.1.7 Virusisolat
Simian Foamyvirus Type 8, ATCC VR-940, Lot-Nummer 218093

2.1.8 Bakterienstamme

One Shot TOP10 Chemically Competent E.coli, Invitrogen
BL21 Star (DE3) One Shot Chemically Competent E. coli, Invitrogen

2.1.9 Plasmidvektoren

pCRII TOPO (Invitrogen)
Der TOPO-Klonierungsvektor kodiert neben einem Ampicillinresistenz-Gen

auch fur ein Kanamycinresistenz-Gen zur Selektion eukaryotischer Zellen.

pCR XL TOPO (Invitrogen)
Der TOPO-Klonierungsvektor kodiert neben einem Kanamycinresistenz-Gen

auch fur ein Zeocin-Resistenzgen zur Selektion eukaryotischer Zellen.

pucl8 (Invitrogen)
Der Klonierungsvektor kodiert fir ein Ampicillin-Resistenzgen zur Selektion

eukaryotischer Zellen.
pPET102/D-TOPO (Invitrogen)

Dieser Expressionsvektor erlaubt die Expression eines Fusionsproteins mit

Thioredoxin und die Selektion transformierter Bakterien mit Ampicillin. Das
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Fusionsprotein kann Uber die Histidin-Bindestelle im His-Patch-Thioredoxin

oder Uber ein C-terminal lokalisiertes 6xHis-Tag aufgereinigt werden.

2.1.10 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden, wenn nicht anders vermerkt, von

Sigma-Genosys bezogen und auf eine Konzentration von 100 uM eingestellt.

Position in Primer )
O | Primer Sequenz (5’ - 3) Verwendung
SFVspm Name
370/11330 LTR s4 S | CACAGGTATACTATTTACAGTAG Seq LTR
Env PCR
485/ 11447 LTR a1 A | GGGTGTCAGCTTCTCAAGCATACGCTAGC
Seq ENV
960/ 11920 LTR s2 S | GCTGCGTCTAGAGTGAGACGGAACTC Seq LTR
960/ 11920 LTR a2 A | GAGTTCCGTCTCACTCTAGACGCAGC Seq LTR
1150/12110 | LTR a4 A | GCTCTAACCTGCCTTCTCTCAGTTAGGG Seq LTR
PBS PCR
1245 PBS s S | CRYRACARTTGGCGCCCAACGTGGGGCTGA S
€q
1330 LTR a5 A | CCATTACTTCCGCAGTACAGAAGTTCC Seq LTR
Gag Topo
1341 Gag expr s S | CACCATGGCTCAAGGGAATCAACCTGAAC )
Expression
1547 LTR a A | CCCATTCTGGTCGAGGTAAAGGATTTCC LTR PCR
1593 LTR s S | GGTTGTACTTTTAGACAAGCTCAAC LTR PCR
1710 Pbs seq 1s S | GGTTAACATTCAATCCTTTATCTGCAG Pbs seq
1810 Pbs seq 4a A | TCTTTGTTGTATAACTACATCAGCC Pbs seq
CTACTGTATAACAGGCAGAACAGGTGGAGC Gag Topo
2106 Gag expr a A )
WITH STOP Expression
2180 Pbs seq 2s S | CCCATTGCTCAAATAAAAGCTG Pbs seq
2240 Pbs seq 3a A | GCTGCAGCATGTTTAGCTACCCAC Pbs seq
2830 Pbs seq 3s S | CCTCGCTCTCAAGAACAGCAACCC Pbs seq
2920 Pbs seq 2a A | GGACCGCCTCCAAGTCTTTGAGGTC Pbs seq
3368 Pol 200 s S | AAGGAAGAAAAGTGGAAGCAGAAG POL PCR
3440 Pbsseqpra | A | TTCTAATGGTGTAGGTTTATACCAGGG Pbs seq
3740 Pbs seq 5a A | TAGTAGATTGTCTTAACACCCC Pbs seq
3840 Pbs seq 4s S | CCATACCTTTGATAGCTGCCC Pbs seq
3970 polseq S | AATGGATAACAGCATTCACTTGGG Seq POL
4230 Pbs seq 1a A | CCGAGAAAGTTAACCTCATATCTGGC Pbs seq
4730 Pr2s S | AGGCCACCAATTAAAGTATATAGTCC Seq POL
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Position in

Primer

SFVspm Name O | Primer Sequenz Verwendung
4750 Pol seq 2a A | TTGGACTATATACTTTAATTGGTTGGCC PBS PCR
Seq POL
5410 Pol seq 1a A | TTTATTGTATTAACTGAATAACTACC Seq POL
IN PCR
5462 Ints S | AAATCCTTCAAGGAAATTTACC ENV PCR
Seq ENV
5720 Int s3 S | GCCATGCCTGCAAACTGATAGTAC Seq ENV
5886 Inta A | TAACCATGTAAAGCCTGTG N PCR
POL PCR
6000 Sfv8-int S | CCTCTGCACCTTTTGCTGATGGGGC Seq ENV
6150 Seq env sl S | GTGGTATCCATTATTGCCTACGGTTC Seq ENV
6150 Seq env a4 A | GAACCGTAGGCAATAATGGATACCAC Seq ENV
6490 Seq env a2 A | TTGCCTGCCTTGTCCACAATTACC Seq ENV
6610 Seq env s2 S | CAAGAAGAGGAACCTGGAAACATGG Seq ENV
6950 Seq env s5 S | GGATTTAGTTAGAATTGTAGAGG Seq ENV
7090 Seq env s6 S | CTGAAAGCATTGCTTCCAGCATGG Seq ENV
7190 Seq env a6 A | GAGGAAGTTCAAAATCTAACATCAC Seq ENV
7710 Seq env s8 S | GGCATAGTTCAGGTCAAATGCTC Seq ENV
7850 Seq env s9 S | GTTACATCCTTATACCTGTAGAC Seq ENV
7850 Seq env a9 A | GTCTACAGGTATAAGGATGTAAC Seq ENV
8060 Segenvsl2 | S | GTATGGAGAATGTATGAGGGCCACTG Seq ENV
8060 Segenval2 | A | CAGTGGCCCTCATACATTCTCCATAC Seq ENV
8310 Seqenvsl3 | S | GCTGGATATGCAATAACCAATTCTG Seq ENV
8310 Segenval3d | A | CAGAATTGGTTATTGCATATCCAGC Seq ENV
9200 Seqenvsl0 | S | GGAATTCAAGTGAAGATCACTTC Seq ENV
9200 Seqgenvald | A | GAAGTGATCTTCACTTGAATTCC Seq ENV
9300 Seqgenvall | A | GAAAGCTGTTTCAGCCAATTTGC Seq ENV
9860 Seq env s7 S | GGAAAAGTTCTTCCCAACACC Seq ENV
9860 Seq env a7 A | GGTGTTGGGAAGAACTTTTCC Seq ENV
9980 Seq env a8 A | CCTGTGTGAGGTTGTATGCATGC Seq ENV
10280 Seq env s3 S | ATTCAGGTCCCCTAGAGCAACTGGT Seq ENV
10280 Seq env a3 A | ACCAGTTGCTCTAGGGGACCTGAAT Seq ENV
10570 Seq env a5 A | GAGGAACATGCAAATAAGTTTGGT Seq ENV
10730 Seqg enval A | CCTGGTTCTCCATATACAGGAGGC Seq ENV
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Position in Primer )
O | Primer Sequenz Verwendung
SFVspm Name
10730 Seq env s4 S | GCCTCCTGTATATGGAGAACCAGG Seq ENV
10890 Sfv-8-ltrseqga | A | ATAGGTTATAGGTAATTTACCTTC Seq ENV
Pol 41 S | TCAAGGGGACTAAGTTGAAAGCCCACTGGG -
Pol 571 S | TTAATACCACAAAATAGTACAATGAATAC -
Pol 800 S | TATTGGTTAACAGAATTTACTTGGC -
Pol 1081 S | TTTAATATTACTAAAGAAGGTCGTGGCC -
M13 forward
) S | CTGGCCGTCGTTTTAC Seq
(Invitrogen)
M13 reverse
) A | CAGGAA ACAGCTATGAC Seq
(Invitrogen)
Tabelle 6: Oligonukleatide. O: Orientierung, A: Antisense, S: Sense, Seq: Sequenzierung.

2.1.11 Antikorper

Nachfolgende Tabelle zeigt die verwendeten primédren AK sowie die

Bedingungen, unter denen diese eingesetzt wurden.

AK Spezifitat Tier Hersteller Verdinnung im Western Blot
1:5000
Anti-Thioredoxin Thioredoxin Kaninchen Sigma
1:10000
Anti-SFVspmGag | SFVspmGag | Kaninchen | Eurogentec 1:10000

Tabelle 7:

Priméare Antikorper.

Es wurden folgende sekundéare Antikdrper verwendet, um die oben angefiihrten

primaren Antikorper durch Enhanced Chemiluminescence nachzuweisen.

- ) Verdinnung im
AK Spezifitat Organismus Hersteller Gekoppelt an
Western Blot
Esel Anti- ) )
) Kaninchen 1gG Esel Dianova HRP 1:5000
Kaninchen
Protein G Saugetier IgG Streptococcus Sigma HRP 1:5000
Tabelle 8: Sekundare Antikérper. HRP: Meerrettich-Peroxidase.
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2.1.12 Seren und Lymphozyten-DNA-Isolate aus Callit  hrix-Affen

Die nachfolgenden Seren und Lymphozyten DNA-Isolate wurden durch die
Arbeitsgruppen von Prof. Dr. med. Helmut Hanenberg (Universitat Dusseldorf)
und Prof. Dr. med. Peter Horn (Universitdt Duisburg-Essen) zur Verfligung
gestellt.

Affe 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

DNA v v v v v v v v v v v v
Serum v v v v v v v v v v v v
Tabelle 9: Seren und DNA aus Callithrix.

2.1.13 Gewebeproben aus einem Callithrix-Affen

Die in dieser Arbeit verwendeten Gewebenproben der Leber, Milz und
Mundschleimhaut des Callithrix-Affen wurden durch die Arbeitsgruppen von
Prof. Dr. med. Helmut Hanenberg (Universitat Dusseldorf) und Prof. Dr. med.

Peter Horn (Universitat Duisburg-Essen) zur Verfigung gestellt.

2.1.14 Weitere verwendete Materialien

Nitrocellulosemembran Schleicher & Schuell

Pipetten Gilson

Plastik Einwegmaterial Eppendorf, Greiner, Falcon
Rontgenfilm X-ray Retina XBD Fotochemische Werke GmbH
Sterilfilter (0,2 und 0,45 pum) Schleicher & Schuell
Whatmanpapier Schleicher & Schuell
Zellkulturflaschen Nunc

Zellkulturschalen Costar, Greiner, Nunc

34




MATERIAL UND METHODEN

2.2 Puffer und Lésungen

2.2.1 Haufig verwendete Puffer und Losungen

1M Tris-HCI 1M Tris; pH-Werte mit HCI einstellen
TE-Puffer 10 mM Tris-HCI pH 8,0; 1ImM EDTA pH 8,0
10 % SDS 10% SDS ; pH 7,2 mit HCI einstellen

PBS 137 mM NacCl; 2,7 mM KCl,

4.3 mM NazHPO4X2H20; 1,4 mM KH2PO4;
1,5mM CaC|2X4H20; 1mM MgC|2X6H20

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

2.2.2 Bakterienkulturmedien

5x LB-Medium 100 g LB Broth Base Lennox L (Invitrogen);
25 g NaCl; 5g a-D Glucose; H,O ad 1000 ml

autoklavieren

LB-Agar 20 g LB Broth Base Lennox L; 20 g Agar;
5 g NaCl; H,0O ad 1000 ml
Autoklavieren

Nach dem Autoklavieren und Abkthlen unter 60C wurd e das Antibiotikum

Ampicillin zugegeben; Lagerung bei 4.

Ampicillin 100 mg/ml Ampicillin Natriumsalz

steril filtrieren (0,2 pum Filter)

IPTG 1,199 IPTG; H,O ad 5 ml
steril filtrieren (0, 45 um Filter)
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2.2.3 Zellkulturmedien

Dulbeccos Modified Eagle
Medium (D-MEM)

ATV

D-MEM (Invitrogen)
FCS (Biochrom, Berlin) 10%; Glutamat 0,03 %
Penicillin 100 mg/l; Streptomycin 100 mg/I

137 mM NacCl; 5,4 mM KCI; 5 mM D-Glucose;
70 mM NaHCOg; 500 mg/l Trypsin

2.2.4 Puffer und Losungen zur Analyse und Klonierun g von DNA

50x TAE

6x DNA-Probenpuffer

Plasmidpraparationslésung |

Plasmidpraparationslésung Il

Plasmidpraparationslésung Il

TE/RNase

Tris/MgCL,

2M Tris; 5,71% konzentrierte Essigsaure;
50 mM EDTA pH 8,0

0,125% Bromphenolblau; 40% Sucrose

autoklavieren

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

0,2M NaOH; 1% SDS

3M NaAcetat; pH 5,4 mit konzentrierter

Essigsaure einstellen; autoklavieren

100 pl TE; 100 pg/ml RNase; H,O ad 1 mi

200 mM Tris-HCI pH 9,0; 5mM MgCl,

autoklavieren

2.2.5 Aufreinigung bakteriell exprimierter Proteine

Lysozym-Stammldsung

Lyse-, Wasch-, Elutionspuffer

10 mg/ml Lysozym

50 mM NaH;PO,4; 300 mM NacCl; 2 - 250 mM
Imidazol; pH 8,0 mit NaOH einstellen
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Urea-Lysepuffer 100 mM NaH;PO,. 300 mM NacCl;
8 M Urea; 0,05 % Tween
pH 8,0 mit NaOH einstellen

Refolding Puffer 100 mM NaH;PO,, 100 mM NaCL,
10 % Glycerol;0,05 % Tween
pH 8,0 mit NaOH einstellen

2.2.6 Puffer und Losungen flr proteinbiochemische M ethoden
Proteinproben (2xPPP) 125 mM Tris-HCI pH 6,8; 4 % SDS;

23,25% Glycerin; 10% B-Mercaptoethanol;
0,01% Bromphenolblau

Gelpuffer 3 M Tris base; 0,3% SDS
pH 8,45 mit HCI einstellen

5x Kathodenpuffer 500 mM Tris; 500 mM Tricine; 0,5% SDS
10x Anodenpuffer 2 M Tris-HCI ; pH 8,9

Fixierlosung 40% Methanol; 10% Essigsaure; 50% H,O
Entfarbelésung 10% Methanol; 5% Essigséaure; 85% H,O
Blotpuffer 50 mM Tris; 40 mM Glycin; 0,037% SDS,;

20 % Methanol

Ponceau S 0,1% Ponceau:; 5% TCA

PBS-Tween 0,5% Tween-20 in PBS
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2.3 Methoden

2.3.1 Zellkulturmethoden

2.3.1.1 Kultivierung adharenter Zelllinien

Die verwendete Zelllinie wurde in DMEM-Medium bei 37C und 5% CO, in
Zellkulturflaschen kultiviert. Adhérente Zellen wuchsen in einem Monolayer auf
dem Boden der Kulturflasche und mussten alle 3-4 Tage bei einer Konfluenz
von 60-80 % gesplittet, das heil3t verdinnt werden. Dazu wurde das alte
Medium verworfen, die Zellen mit ATV gespdult, geldst und in einer Verdinnung

von 1:3 oder 1:5 in frischem Medium aufgenommen.

2.3.1.2 Virusinfektion adharenter Zelllinien

Bei einer Zell-Konfluenz von ca. 30 % wurde das Virusisolat nach Erneuern des
Kulturmediums zur Zellkultur pipettiert und bei 37°C und 5% CO, im
Brutschrank kokultiviert. Die infizierten Zellen wurden weiterhin wie oben
beschrieben kultiviert und gesplittet. Bei Bedarf erfolgte die Zugabe frischer

uninfizierter Zellen.
2.3.2 Molekularbiologische Methoden

2.3.2.1 DNA-Isolation aus Zellen

Adhéarente Zellen wurden mit ATV gelost, in frischem Medium aufgenommen
und anschlielend 5 min lang bei 500 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in
200 pl PBS gelost. Gewebeproben wurden in Sticke von ca. 10 — 25 mg
geschnitten. Aus der Zellsuspension bzw. den Gewebeproben wurde im
Anschluss anhand des DNeasy Tissue Kit (Qiagen) DNA isoliert und in zwei
Schritten in je 100 ul Elutionspuffer eluiert.

2.3.2.2 Bestimmung der Nukleinsaurekonzentration

Die Nukleinsaurekonzentration kann nach dem Lambert-Beerschen Gesetz
anhand der Extinktion bei 260 nm im UV-Spektrophotometer bestimmt werden.

Die Extinkion von 1 entspricht einer Konzentration von 50 pug/ml. Der Quotient
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der Extinktionen bei 260 nm und 280 nm gibt den Reinheitsgrad der
Nukleinsédure-Losung an und sollte bei 1,8 liegen.
Die isolierte DNA wurde in einer 1:100 Verdinnung in TE-Puffer gelést und in

einer Quarzkivette gegen TE-Puffer spektrophotometrisch vermessen.

2.3.2.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Mittels PCR konnen definierte DNA-Fragmente amplifiziert werden. Die
Methode wurde 1984 von Mullis entwickelt, wofir er 1993 mit dem Nobelpreis
fur Chemie ausgezeichnet wurde.

Die Reaktion besteht aus drei Schritten, die 20 — 35 mal wiederholt werden und
zur exponentiellen Vermehrung der durch die Primer begrenzten DNA-Sequenz
fuhren. Im ersten Schritt wird die doppelstrangige DNA bei 94 T aufgespalten
(Denaturierung). Im zweiten Schritt kbnnen nach Temperatursenkung die
Primer, zwei spezifische Oligonukleotide, die komplementar zur definierten
Sequenz erstellt wurden, an die Matrize binden (Annealing). Eine thermostabile
Polymerase synthesiert schlie3lich im dritten Schritt ausgehend vom 5’-Ende
der Primer einen zur Matrize komplementaren DNA-Strang (Elongation). Nach
20 — 35 Zyklen liegt das definierte DNA-Fragment in hoher Konzentration vor.

In dieser Arbeit wurden alle PCRs mit dem Expand Long Template PCR
System im Protokoll XL durchgefiihrt. Dabei wurden jeweils die Annealing-
Temperatur und die Elongationszeit passend zur erwarteten Grol3e des DNA-

Fragmentes variiert.

Reaktionsansatz: bis 500 ng DNA
S uM Primer sense
S uM Primer antisense
5 ul Puffer 3
2,5 ul 10 mM dNTP Mix
0,75 pul Long Expand Polymerase

ad 50 pl Aqua dest. steril
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PCR-Protokoll XL: Initiale Denaturierung 94C 2 min
Denaturierung 94C 10s
Annealing 51C 30s 10 Zyklen
Elongation 68C 2-4 min
Denaturierung 94C 10s
Annealing 54C 30s 25 Zyklen
Elongation 68T 2-4min
+ 20 s/ Zyklus
Finale Elongation 68T 7 min
Lagerung 4C o0

Zur Uberprifung der Reaktion wurden 5 pl des Ansatzes auf ein Agarose-Gel
aufgetragen und analysiert. Vor einer weiteren Verwendung wurde das PCR-
Produkt im Agarose-Gel aufgetrennt, die gewinschte Bande ausgeschnitten
und ihre DNA extrahiert.

2.3.2.4 DNA-Agarosegelelektrophorese

In einem Agarosegel, das sich in einem Spannungsfeld befindet, kann DNA
ihrer Grél3e nach aufgetrennt werden, da DNA aufgrund ihrer negativen Ladung
in Richtung Anode wandert und die Geschwindigkeit dabei abhangig von ihrer
GroRRe ist. Je nach GrofRe der aufzutrennenden DNA-Fragmente werden
unterschiedliche Agarosekonzentrationen verwendet. In dieser Arbeit wurden
Konzentrationen zwischen 0,8 und 1,2 % gewahlt.

Agarose wurde in 1x TAE-Puffer eingewogen, aufgekocht und nach Abkihlen
auf etwa 40C mit 0,4 pg/ml Ethidiumbromid versetzt. Das Gel wurde in einen
Gelschlitten gegossen und nach Polymerisation in eine mit 1x TAE-Puffer
gefullte Laufkammer Uberfihrt. Die DNA-Proben wurden mit 6x DNA-
Probenpuffer versetzt und in die Geltaschen pipetiert. Durch Anlegen einer
Spannung von 120 V wurden die DNA-Fragmente der Grof3e nach getrennt. Da
Ethidiumbromid in die DNA interkaliert, kann diese unter UV-Licht sichtbar

gemacht werden.
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Alternativ kann Agarose mit Kristallviolett gefarbt werden. Dieses interagiert mit
DNA und ist bei Tageslicht sichtbar. Durch Verwendung der Kristallviolett-
Farbung kdnnen die durch UV-Licht verursachten Thymin-Dimerisierungen in
der DNA, die bei der Analyse der Ethidiumbromid-Gele auftreten kénnen,

vermieden werden.

2.3.2.5 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosege len

Um DNA aus einem Agarosegel zu extrahieren, wurde das entsprechende
Fragment unter schwacher UV-Beleuchtung (Ethidiumbromid-Gel) bzw. unter
Tageslicht (Kristallviolett-Gel) aus dem Gel ausgeschnitten und die DNA mithilfe

des Qiaquick Gel Extraction Kits isoliert.

2.3.2.6 TOPO-Klonierung

Die isolierten DNA-Fragmente wurden anhand des TOPO TA Cloning Kits bzw.
TOPO XL Cloning Kits in die Vektoren pCRII TOPO bzw. pCR XL TOPO
kloniert.

2.3.2.7 Transformation chemisch kompetenter Zellen

TOP10 chemisch kompetente E.coli Bakterien wurden anhand des TOPO TA
Cloning Kits bzw. TOPO XL Cloning Kits mit den klonierten Plasmid-Vektoren
transformiert und auf LB-Agarplatten, die mit 0,1% Ampicillin bzw. Kanamycin
angereichert worden waren, ausplattiert. Das in den Agarplatten enthaltene
Antibiotikum erlaubte die Selektion erfolgreich transformierter Bakterien, da nur
diesen Bakterien aufgrund einer im Plasmid-Vektor kodierten Antibiotika-
Resistenz Wachstum ermdglicht wurde. Die ausplattierten Agarplatten wurden
bei 37 T im Brutschrank tber Nacht inkubiert.

2.3.2.8 Plasmid-DNA-Vermehrung in Bakterien

Von den inkubierten Platten wurden Einzelkolonien der transformierten
Bakterien gepickt. Anschlie3end wurden 2 ml 1xLB-Medium mit 0,1% Ampicillin
bzw. Kanamycin mit jeweils einer Kolonie angeimpft. Die Bakterien wurden tber
Nacht bei 37<C und 180 rpm im Schiittler inkubiert.
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2.3.2.9 Plasmid-DNA-Isolierung

Die Praparation von Plasmid-DNA erfolgte nach dem Prinzip der alkalischen
Lyse (Birnboim und Doly, 1979). Die Zugabe von Natriumdodecylsulfat (SDS)
und Natronlauge (NaOH) fihrte zur Denaturierung der DNA und zur Bildung
von Protein-SDS-Komplexen. Nach Zugabe von Natriumacetat fielen die
Protein-SDS-Komplexe und die chromosomale DNA, nicht aber Plasmid-DNA
aus. Anschlielend konnte die Plasmid-DNA von den Proteinen und der

chromosomalen DNA getrennt und gereinigt werden.

Mini-Praparationen von Plasmid-DNA:

Mini-Praparationen wurden zur qualitativen Analyse der Plasmid-Praparationen
angefertigt. Nach alkalischer Lyse und Prazipitation der Proteine und
chromosomaler DNA wurden diese durch Zentrifugation von der Plasmid-DNA
getrennt. Anschlie3end erfolgte die Reinigung und Konzentration der Plasmid-
DNA durch eine Ethanol-Féllung. Es wurden

« 1-1,5 ml der Ubernachtkultur bei 13 000 rpm pelletiert und der Uberstand
abgesaugt

» 100 ul Plasmidpraparationslosung | zugegeben, gevortext und ca. 5 min bei
RT inkubiert

« 100 ul Plasmidpraparationslosung Il zugegeben, gevortext und 5 min bei RT
inkubiert

» 150 pl Plasmidpraparationslosung Il zugegeben, invertiert und 10-20 min auf
Eis inkubiert

* 15 min bei 14 000 rpm zentrifugiert

« Uberstand zu 1 ml Ethanol gegeben und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert
* 15 min bei 14 000 rpm zentrifugiert

« Uberstand verworfen

* Pellet mit 500 pl 70%igen Ethanol gewaschen und 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert

* 1 min bei 14 000 rpm zentrifugiert

« Uberstand abgesaugt und Pellet bei 37<C getrockne t

* Pellet in 50 yl TE/RNase Losung resuspendiert
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Maxi-Plasmidpréparationen von Plasmid-DNA:

Fur die Praparation grof3er und reiner Mengen an Plasmid-DNA wurden 200 m|
einer Ubernachtkultur verwendet und die Plasmid-DNA mithilfe des Plasmid
DNA Purification Kit: NucleoBond PC500 (Macherey-Nagel) isoliert. In diesem
Fall erfolgte die Reinigung der Plasmid-DNA nach der alkalischen Lyse Uber

eine Anionenaustauschséaule.

2.3.2.10 Restriktionsverdau von DNA

Restriktionsendonukleasen erkennen und spalten doppelstrdngige DNA
sequenzspezifisch. Die Erkennungssequenzen sind meist palindromisch und
enthalten die Schnittstelle. Das Schneiden der DNA erzeugt, je nach Enzym,
uberhangende oder glatte Enden. Restriktionsenzyme wurden zur Analyse der

klonierten Plasmide und praparativ zur Klonierung neuer Plasmide verwendet.

Reaktionsansatz: analytisch praparativ
DNA 1 yg 10 - 40 pg
10x Puffer 2 ul 10 pl
Enzym 0,5 ul 10 pl
Aqua dest. steril ad 20 pl ad 100 pl

Der Puffer richtete sich nach Angabe des Herstellers. Der Reaktionsansatz
wurde fur mindestens 1,5 h bei 37 T inkubiert.

2.3.2.11 Pheno-Chloroform-lsoamylalkohol-Extraktion und Ethanol-

Préazipitation von DNA

Zum Entfernen von Protein- und Lipidverunreinigungen aus wassrigen DNA-
Losungen wurde nach einem praparativen Restriktionsverdau eine Phenol-
Chloroform-Isoamylalkohol-Extraktion durchgefiihrt. Proteine sammelten sich in
der organischen Phase, wahrend Nukleinsauren in der wassrigen Phase
verblieben. AnschlieRend erfolgte die Prazipitation der DNA mit Isopropanol und

Ethanol zur Entfernung der Phenolreste und Konzentration der DNA.
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Es wurden zur

Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Extraktion

* 100 pl des Restriktionsverdaus mit 100 pl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
in einem Verhaltnis von 50:48:2 versetzt und 30 s lang gevortext

* 3 min bei 13 000 rpm zentrifugiert

* obere, wassrige Phase in ein neues Reaktionsgefal’ tberfuhrt

* 100 ul Chloroform-lsoamylalkohol (48:2) zugegeben und 30 s lang gevortext
* 3 min bei 13000 rpm zentrifugiert

* obere, wassrige Phase in neues Reaktionsgefald tberfuhrt
Ethanol-Prazipitation

* 5 ul Glycogen

* 15 ul 3 M Natrium-Acetat (pH 4,5 — 5,2)

* und 360 pl Ethanol zugegeben und gemischt

* bei — 80T fur mindestens 2 h inkubiert

» 30 min lang bei 13 000 rpm zentrifugiert

« Uberstand verworfen

» zweimalig mit 300 pl 70%igem Ethanol gewaschen

« jeweils 15 min lang bei 13 000 rpm zentrifugiert und Uberstand abgesaugt

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

aufgenommen

2.3.2.12 Ligation linearer DNA-Fragmente

In einer Ligationsreaktion wurden DNA-Fragmente mithilfe der T4 Ligase durch
Bildung einer Phosphodiesterbindung zwischen einer 3’ Hydroxylgruppe und
einem 5 Phosphatende miteinander verknupft, wobei ATP als Kofaktor
notwendig war. Die DNA-Enden mussten entweder glatte oder komplementar
einzelstrangige Uberhange aufweisen. Die Ligation wurde entweder als

Religation oder als Insertion eines Fragmentes in einen Vektor durchgefiuhrt.

Reaktionsansatz: T4 DNA-Ligasepuffer 3ul
DNA 100-500 ng
T4 DNA-Ligase 3ul
Aqua dest. steril ad 30 pl

Die Inkubation erfolgte Giber Nacht bei 14<C.
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2.3.2.13 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung basiert auf dem Prinzip der Kettenabbruchmethode nach
Sanger. Ahnlich zur PCR beruht sie auf der Wiederholung dreier Schritte:
Denaturierung, Primerbindung und Elongation mittels Polymerase. Im
Reaktionsansatz befindet sich jedoch nur ein Primer und neben
Desoxynukleotiden auch ein Gemisch aus Fluoreszenzfarbstoff markierten
Didesoxynukleotiden, deren Einbau zum Kettenabbrauch fihrt. Da der Einbau
zufallig erfolgt, haben die neuen DNA-Strdnge unterschiedliche Langen, die
ihrer GroRe nach gelelektrophoretisch aufgetrennt werden kdnnen. Die
Fluoreszenzfarbstoffe an ihren Enden werden mittels Laser angeregt und
gemessen. Auf diese Weise kann die Sequenz bestimmt werden. Fiur die
Sequenzierungen von Plasmiden und PCR-Fragmenten wurde das Big Dye
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) verwendet.

Reaktionsansatz: 0,5 ul DNA
3,3 pmol Primer
1l Tris/MgCl,
1l Big Dye Mix
ad 5 ul Aqua dest. steril
PCR-Protokoll XL: Denaturierung 95C 20s
Primerbindung 50C 15s 25 Zyklen
Elongation 60C 4 min
Lagerung 4C o0
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2.3.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.3.1 Proteinexpression

Der zur Proteinexpression gewinschte Genabschnitt wurde mittels PCR
amplifiziert und 5 pl einer Mini-Plasmidpréaparation, deren Sequenz durch
Sequenzierung bestatigt wurde, anhand des Champion pET Directional TOPO
Expression Kits in den pET102/D-TOPO kloniert. Eine Einzelkolonie der
transformierten BL 21 (D3) E.coli Bakterien wurde in einem Volumen von 100
ml 0,1%-Ampicillin-haltigem LB-Medium tber Nacht bei 37 T schuttelnd (180
rpm) inkubiert und am nachsten Tag in einem Volumen von 5 | Ampicillin-
haltigem LB-Medium verdinnt. Nach 3-stindiger Inkubationszeit bei 37C und
Schitteln bei 180 rpm wurde die Proteinexpression mit 1 mM IPTG induziert
und die Kultur weitere 6 Stunden inkubiert. Die Zellen wurden durch

Zentrifugation geerntet (20 min bei 4000 x g) und bei -20<C eingefroren.

2.3.3.2 Préaparation von E.coli Lysaten unter native  n Bedingungen

Die Praparation der Lysate erfolgte unter nativen Bedingungen anhand des

QIAexpressionist Protokolls mit Lysepuffer, Lysozym und Sonifizierung.

2.3.3.3 Aufreinigung von Protein mit His-tag unter nativen Bedingungen

Proteine, die einen His-Tag/Patch enthalten, ermdglichen die Aufreinigung
mithilfe von Nickel-NTA-Agarose. Geladene Nickelionen binden Histidin und
somit Histidin-markierte Proteine. Imidazol konkurriert um die Bindung an
Nickel, so dass das Protein schliel3lich durch Imidazol-haltige Puffer eluiert
werden kann. Die Proteinaufreinigung erfolgte unter nativen Bedingungen

anhand des QIAexpressionist Protokolls.

2.3.3.4 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Bradford-Methode

Bradford-Losung enthalt den Farbstoff Coomassie-Brilliantblau. Durch
Komplexbildung mit Proteinen verschiebt sich dessen Absorptionsspektrum von
einem Maximum von 465 nm nach 595 nm. Diese Anderung kann

spektrophotometrisch bei einer Wellenlange von 595 nm gemessen werden.
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Das verwendete Bradford-Reagenz wurde als 5x Konzentrat von der Firma
Biorad bezogen. Durch Messung der Extinktion bekannter Konzentrationen an
BSA wurde eine Eichgerade erstellt, anhand derer die Konzentrationen der zu
analysierenden Proteinproben ermittelt wurde. Es wurde eine BSA-LOsung
(Img/ml) hergestellt und wie folgend angegeben eingesetzt.

Eichgerade: 0, 1, 2, 4, 6 ul BSA-L6sung ad 20ul Aqua dest + 1ml 1x Bradford-
Reagenz.

Proben: 2 pl Proteinldsung ad 20 pl Aqua dest. + 1 ml 1x Bradford-Reagenz.
Die Proben wurden 5 min bei Raumtemperatur inkubiert, in Plastikklvetten
dberfihrt und anschlielend die Extinktion bei 595 nm im Photometer
gemessen. Durch Vergleich der Werte der Proteinproben mit der Eichgeraden

konnte die Konzentration an Protein in den Proben bestimmt werden.

2.3.3.5 Erhohung der Protein-Loslichkeit durch Urea

Urea fuhrt durch Zerstdérung nicht-kovalenter Bindungen in Proteinen zu ihrer
Denaturierung. Dadurch kann die Ldslichkeit eines Proteins erhoéht werden.
Nach Prazipitation des bakteriell exprimierten und aufgereinigten Proteins
wurde es auf 70T erhitzt, bis das gesamte Protein ausfiel, und das
zentrifugierte Pellet 3-malig mit PBS gewaschen. Danach wurde das Protein in

500 pl 8 M Urea-Lysepuffer gelést und in 250 pl Refolding Puffer verdinnt.

2.3.3.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Pa ge)

Proteinproben lassen sich in der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese anhand
ihres Molekulargewichtes auftrennen. Polyacrylamidgele bestehen aus einem
Acryl-Bisacrylgemisch, dessen Verhéltnis die Auftrennung der Proteine
bestimmt. SDS (Natriumdodecylsulfat) wird den Proteinproben im Uberschuss
zugegeben, was zu ihrer Denaturierung fihrt und zusammen mit f-
Mercaptoethanol Protein-Protein-Wechselwirkungen verhindert. SDS bindet als
anionisches Detergenz an hydrophobe Bereiche von Proteinen, wodurch diese
eine starke negative Ladung erhalten, die ihre Eigenladung maskiert. Dadurch
wandern alle Proteine wahrend einer Elektrophorese zur Anode; die
Geschwindigkeit wird durch ihre Grol3e bestimmt, so dass eine Auftrennung
anhand ihres Molekulargewichts resultiert. In dieser Arbeit wurden 8%ige Gele
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in einem Acryl-Bisacrylgemisch im Verhdaltnis 37,5:1 verwendet. Die
Polymerisierung des Acrylamid-Gels wurde durch Zugabe von je 150 pl
Ammoniumpersulfat (10% APS) und 20 pl TEMED ermdglicht.

Trenngel 8% Sammelgel 4%

Acryl-Bisacrylamid-Losung (37,5:1) 5,3 ml 2,6 ml
Gelpuffer 6,6 ml 5,0ml
Glycerin 2,2ml

Aqua dest. steril 6,0 ml 12,4 mi

Zunachst wurde das Trenngel zwischen zwei Glasplatten gegossen und mit 1
ml Isopropanol Uberschichtet; nach Polymerisierung wurde das Isopropanol
entfernt. AnschlielBend wurde das Sammelgel auf das Trenngel gegossen und
ein Kamm, der Taschen fur Proben bildete, eingesetzt. Nach Polymerisierung
des Sammelgels wurden die Kammern der Elektrophoreseapparatur mit
Kathoden- und Anodenpuffer gefillt, der Kamm entfernt und die Proteinproben,
die zuvor mit 2xPPP versetzt und 8 min lang bei 95 T aufgekocht wurden,
sowie Proteinmarker aufgetragen. Die Auftrennung der Proteine erfolgte Uber
Nacht bei einer Spannung zwischen 35 und 50 V.

2.3.3.7 Coomassie-Farbung von Proteinen

Coomassie-Brilliantblau ist ein Farbstoff, der sich an die basischen Seitenketten
von Proteinen anlagert und zur Farbung von in Polyacrylamid-Gelen
befindlichen Proteinen genutzt wird.

Das Polyacrylamid-Gel mit den nach SDS-PAGE aufgetrennten Proteinen
wurde 30 min lang in Fixier-Losung geschwenkt und dann in 1x-Coomassie-
Farbeloésung Uberfihrt (5x-Konzentrat der Firma Roth). Nach Anfarbung der
Banden wurde die Farbelésung verworfen und das Gel 30 min lang in
Entfarbelosung geschwenkt. Anschliel3end wurde das Gel in einem Geltrockner
zwischen Cellophan-Folien getrocknet.

48



MATERIAL UND METHODEN

2.3.3.8 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Coomassie-Gel

Eine SDS-PAGE wurde mit verschiedenen Konzentrationen der Proteinprobe
und BSA (Stockldsung 1mg/ml) durchgefuhrt und das Gel mit Coomassie-
Losung gefarbt. AnschlieBRend wurden die Starken der Banden der
Probenkonzentrationen mit jenen der verschiedenen BSA-Konzentrationen
verglichen. Der visuelle Vergleich fuhrte zur Ermittlung der Proteinkonzentration
der Proteinprobe. Die Probenlésungen wurden wie folgt eingesetzt:

BSA: 125, 250, 500, 1000 ng

Proben: 1,2,3,4,5,6, 7, 8 ul Proteinlésung in einer 1:2000-Verdinnung

2.3.3.9 Western Blot

In einem Western Blot kénnen Proteine mithilfe spezifischer Antikdrper
detektiert werden. Die Proteine werden zuvor durch SDS-PAGE ihrem
Molekulargewicht nach aufgetrennt und anschlieend auf einer Membran fixiert.
Der Transfer der Proteine (Blot) vom Gel auf eine Nitrocellulose-Membran
erfolgt in einem elektrischen Feld, wobei die mit SDS-beladenen Proteine in
Richtung Anode wandern. Durch Farbung mit Ponceau-Lésung kdnnen
Proteine auf der Membran unspezifisch sichtbar gemacht werden, was zur
Kontrolle des Blots dient. Durch Inkubation mit einem spezifischen Primar-
Antikorper binden Protein diesen. Nachdem ungebundene Antikdrper durch
Waschschritte entfernt wurden, wird durch Zugabe eines sekundaren
Antikdrpers der Fc-Teil des ersten Antikorpers erkannt. Der gebundene
sekundéare Antikorper kann durch ein Enzym, in diesem Fall Meerrettich-
Peroxidase (HRP), die an dessen Fc-Teil gekoppelt ist, nachgewiesen werden.
Anschliel3end fiihrt die Zugabe einer Detektionslosung (Pierce ECL Western
Blotting Substrate) zu einer Oxidation und zu einer damit verbundenen
Freisetzung von Lichtquanten (Chemilumineszenz). Diese Lichtemission kann
durch Belichtung eines Fotofilms detektiert werden. Der Western Blot wurde

nach dem ,semidry“-Verfahren durchgefthrt.
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Es wurde zum

Blotaufbau

» Anodenplatte (mit Blotpuffer befeuchtet)

« drei Lagen Blot-Filterpapier (10x15cm, in Blotpuffer getrankt)

* Nitrocellulosemembran (in Blotpuffer getrankt)

* SDS-Gel mit aufgetrennten Proteinen (10x15cm)

» zwei Lagen Blot-Filterpapier (10x15cm, in Blotpuffer getrankt)

» Kathodenplatte (mit Blotpuffer befeuchtet)

Immunoblot

* 90 min bei 450 mA geblottet

* Membran 1 min lang mit Ponceau-LAsung gefarbt und mit Aqua dest. gespult
 gegebenenfalls die Membran entlang der Protein-Spur in Streifen geschnitten
* mit PBS gespult und entfarbt

* schittelnd 1 h bei Raumtemperatur in 4% Magermilchpulver in PBS blockiert
* 3 x kurz mit PBS-Tween gewaschen

« schittelnd 1 h bei Raumtemperatur mit dem priméaren Antikérper, verdinnt in
4% Magermilchpulver in PBS, inkubiert

* 3 x 10 min mit PBS-Tween gewaschen

« schittelnd 1 h bei Raumtemperatur mit dem sekundarem Antikdrper, verdinnt
in 4% Magermilchpulver in PBS, inkubiert

* 2 x 10 min mit PBS-Tween gespiilt, 1 x 10 min mit PBS gewaschen
Detektion

« Nitrocellulosemembran kurz zwischen Whatman-Papier leicht getrocknet

« auf Glasplatte gelegt

* 3 ml ECL zugegeben und nach 90 s mit Whatman-Papier entfernt

« Membran mit Kopierfolie abgedeckt und in eine Fotokassette tberfuhrt

* in der Dunkelkammer Rontgenfilme je nach Signalstarke fur 5 s bis 1 min
belichtet

» und anschlieRend entwickelt, fixiert und getrocknet.
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2.3.4 Bioinformatik

Clustalww ermdoglicht multiple Sequenzalignments, Sequenzvergleiche und das
Erstellen phylogenetischer Stammb&ume mittels Maximum-Likelihood-Methode
(Thompson, 1994).

Software: ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/software. Version 1.83 fur Windows/ Mac OS
Cap3 setzt Uberlappende multiple Sequenzen zu einer Gesamtsequenz
zusammen (Huang und Madan, 1999).

Software: http://seq.cs.iastate.edu.

SegqMan (DNAstar) setzt multiple Uberlappende Sequenzen zu einer
Gesamtsequenz zusammen und ermoéglicht Sequenzvergleiche und
Modifikationen nach Sanger-Sequenzierung (Swindell und Plasterer, 1997).
Software: www.dnastar.com

EMBOSS (European Molecular Biology Open Software Suite) beinhaltet
verschiedenste bioinformatische Programme, wie Sequenz-Translationen,
Auffinden von offenen Leserastern, Restriktionsanalysen (Rice, 2000).
Software: emboss.sourceforge.net

Treeview zeichnet aus ClustalW Phylogenie-Distanzen Stammbaume (Page,
1996).

Software: taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html

TREE-PUZZLE erstellt  phylogenetische  Stammbdume aus einem
Sequenzdatensatz mit der Maximume-Likelihood-Methode (Schmidt, 2002).
Software: www.tree-puzzle.de. Version 5.2.

SplicePredictor Online sagt mogliche Positionen von Spleilddonatoren und
Spleil3akzeptoren in einer Sequenz voraus (Brendel, 2004)

Software: http://deepc2.psi.iastate.edu/cgi-bin/sp.cgi
Promoter2.0PredictionServer sagt mogliche Positionen von Promoter in einer
Sequenz voraus (Knudsen, 1999)

Software: http://www.cbs.dtu.dk/services/Promoter/
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3 Ergebnisse

3.1 Klonierung des SFVspm

Um molekulare Untersuchungen am simianen Foamyvirus des Klammeraffens
(SFVspm) durchfuhren zu kénnen, musste das Virus zunéchst in Zellkultur
angereichert werden. Danach wurde aus den infizierten Zellen DNA isoliert. Die
virale DNA stammte entweder aus viralem integriertem Genom bzw. aus nicht-
integriertem Genom, das in multiplen Kopien im Zytoplasma vorlag. Mithilfe der
Polymerasekettenreaktion (PCR) wurden aus der isolierten DNA einzelne
Fragmente des SFVspm amplifiziert, in Plasmide kloniert, kompetente E.coli
Bakterien mit der rekombinanten DNA transformiert und die isolierten
Plasmidpraparationen sequenziert. Das Genom wurde in funf Schritten
amplifiziert. Das erste Primerpaar konnte anhand einer 425 bp langen
bekannten Integrase-Sequenz des SFVspm generiert werden. Anschliel3end
wurden die Primer anhand konservierter Stellen im Foamyvirus-Genom bzw.
neu-sequenzierter und SFVspm-spezifischer Genomabschnitte ausgewabhit.
Durch diese Klonierungsstrategie wurde schliel3lich das gesamte Genom des

simianen Foamyvirus des Klammeraffens entschlisselt.

3.1.1 Virusanreicherung in Zellkultur

Humane Fibroblasten der Zelllinie MRC-5 wurden an Tag 1 mit dem Simian
Foamy Virus Typ 8 kokultiviert. Nach 3 Tagen war ein flir Foamyviren
charakteristischer zytopathogener Effekt (CPE) in Form von Synzytien sichtbar.
Dies entsprach den bisherigen Beobachtungen einer Foamyvirus-Infektion in

vitro, so dass von einer Infektion mit SFVspm ausgegangen werden konnte.

3.1.2 DNA-Extraktion aus infizierten Zellen

Die mit SFVspm kokultivierten MRC-5 Zellen wurden an Tag 5 geerntet,
zentrifugiert und die DNA extrahiert. Ebenso wurde DNA aus nicht-infizierten

MRC-5 Zellen extrahiert, diese diente als Negativkontrolle.
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3.1.3 Amplifikation eines SFVspm spezifischen Fragm  ents

Die Infektion mit SFVspm sollte im Anschluss durch den Nachweis von
SFVspm-spezifischer Nukleinsdure mittels PCR bestatigt werden. Eine 425 bp
lange bekannte Sequenz der SFVspm-Integrase (Schweizer und Neumann-
Haefelin, 1995) stand als Referenzsequenz zur Verfligung.

Ein Sense-Primer sfv8 int sense wurde passend zum 5’-Ende der publizierten
Sequenz gewahlt, ein Antisense-Primer sfv8 int antisense zum 3’-Ende. Die
PCR wurde mit dem Expand Long Template PCR System im Protokoll XL
durchgefiihrt. Es wurden 100 ng bzw. 300 ng der isolierten DNA der infizierten
MRC-5 Zellen bzw. 300 ng der DNA der nicht-infizierten Zellen eingesetzt. Die
Amplifikation erfolgte in 35 Zyklen bei einer Annealing-Temperatur von 50C
und einer Elongationszeit von 2 min. Das PCR-Produkt wurde in einem
Agarose-Gel analysiert. Es konnte ein Hauptfragment mit einer Grol3e von ca.
400 bp amplifiziert werden, was der erwarteten Gréf3e des Integrasefragments
entsprach. Aul3erdem zeigten sich Nebenprodukte, die jedoch auch in der
Negativkontrolle vorhanden waren (Abb. 7).

bp GS 1 2 NK Aqua
3000 | “=
2000 | s —
1000
500
W
250

Abb. 7: PCR des Integrase-Fragments.
GS: GroRenstandard; 1 und 2: amplifizierte DNA aus mit SFVspm infizierten MRC-5-Zellen. NK:
Negativkontrolle, amplifizierte DNA aus nicht infizierten MRC-5 Zellen. Aqua: PCR ohne DNA.

3.1.4 Klonierung und Sequenzierung des amplifiziert ~ en DNA-Fragments

Zum Vergleich der amplifizierten Sequenz mit der bereits publizierten Integrase-
Sequenz wurde das 400 bp grol3e, aufgereinigte PCR-Produkt zunachst in den
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pCR 1l TOPO Vektor kloniert. Anschlie3end wurden chemisch kompetente
Topl0 E.coli-Bakterien mit der rekombinanten Plasmid-DNA transformiert. Aus
Einzelkolonien wurde die Plasmid-DNA isoliert und zur Analyse mit EcoRl
geschnitten. Im Restriktionsverdau zeigte sich, dass alle Plasmidpraparationen
das 400 bp groBe Fragment enthielten. AnschlieBend wurde die isolierte
Plasmid-DNA mit den Primern M13 forward und M13 reverse sequenziert und
mit der publizierten Integrase-Sequenz mithilfe der Software ClustalW
verglichen. Es ergab sich eine Ubereinstimmung von 99,1% (Abb. 8). Dies
bewies die Amplifikation eines Genomabschnittes von SFVspm aus infizierten
Zellen und ebenso die stattgefundene Infektion der humanen Fibroblasten mit
SFVspm, so dass die extrahierte DNA fir die Klonierung weiterer Segmente

des SFVspm-Genoms verwendet werden konnte (Abb. 9).

Schwei zer TCAAGGAAAT TTACCAAAAGGCTATCCTAAACAATATAAATATGTATTGAAAAATAATGA
Kl oni erung TGAAGGAAAT TTACCAAAAGGCTATCCTAAACAATATAAATATGTATTGAAAAATAATGA
Kk kkkkkkkhkkhhhhhhhhhhhhhkhkhhhhkkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkkkkk k%
Schwei zer GCTTATTGIACAACGT CCTGAGGGAGATAAAAT CATCCCCCCAAAGGCGGATAGACTTCC
Kl oni er ung GCTTATTGTACAACGT CCT GAGGGAGATAAAAT CATCCCCCCAAAGGCGGATAGACTTCC
hkkkkhkhhhhhhhhhhhhhhhhkhhhkhkhkkkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkkkkk k%
Schwei zer GCTAGI TAAAACAGCTCATGAATTGGCACATACAGGAAGAGAAGCTACTTTATTGAAGT T
Kl oni erung GCTAGTTAAAACAGCT CATGAAT TGGCACATACAGGAAGAGAACGCTACTTTATTGAAGT T
hkkkkhhhhhhhhhhhhhhhhhkhkhkhkhkhkkkhkhkhkkkkkhkkkkkkkkkkkk k%
Schwei zer GCAAACAACTCACTGGTGGCCTAATATGAGAAAAGACATTATAACTGI TTTAAGACAATG
Kl oni erung GCAAACAACT CACTGGTGCCCTAATATGAGAAAAGACATTATAACTGT TTTAAGACAATG
hkkhkkhkhhhhhhhhhhhhhhhhkhhhkhkhkkkhkkkhkhkhkhkkkkkkkkkkkkkk k%
Schwei zer TAAGCCATGCCTGCAAACTGATAGTACAAATTTAACTCCTATTCCTCCTGI TTCTCAGCC
Kl oni erung TAAGCCATGCCTGCAAACTGATAGTACAAATTTAACTCCTATTCCTCCTGITTCTCAGCC
hkkkkhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhkhkhkhkkkhkhkhkhkkkkkhkkkkkkkkkkkk k%
Schwei zer AAGCCCTGT TAAACCTTTTGATAAGI TCTTTATTGACTATATTGGCCCTTTGCCACCATC
Kl oni erung AAGGCCTGTTAAACCTTTTGATAAGT TCTTTATTGACTATATTGGGCCTTTGCCACCATC
kkkkkhkhhhhhhhhhhhhhhhhkhhhkhhhhhkhkhkhkhkhhkk khkhkrhkrhkrkkkkx
Schwei zer TCATGECTTCTCATATGTGI TGGTCATTGI TGATGCACGCACAGCCTTTACATGGI TA
Kl oni er ung TCATGECTTCTCATATGTGT TGGTCATTGI TGATGCAGCCACAGGCTTTACATGGTTA

Rk S R I O kkkkkhkkhkkhkkhkkkhkhkkhkkk*kx

Abb. 8: Sequenz-Vergleich der Integrase-Abschnitte von SFVspm der von Schweizer et. al

publizierten Sequenz und des klonierten Fragments. *: Ubereinstimmung.

gag -
env bel-2 LTR

LTR
— | = [
I:I PR-RT/RH | IN | | |

—
Integrase -Fragment

Abb. 9: Position des Integrase-Fragments im Genom von SFVspm.
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3.1.5 Klonierung des Polymerase-Integrase-Fragments

Im Folgenden war es Ziel, noch unbekannte Genomabschnitte von SFVspm zu
klonieren und ihre Sequenz zu entschlusseln.

Retroviren weisen insbesondere in pol bemerkenswerte Sequenzhomologien
auf. Dies ist vor allem darin begriindet, dass pol die genetische Information der
viralen Enzyme Protease, Reverse Transkriptase / RNaseH und Integrase
kodiert, die nur eine sehr geringe Variabilitdt aufweisen. Im Falle von SFVspm
wurden fur die Sequenzvergleiche die pol-Gene aus der Gruppe der Simian
Foamyviren herangezogen: SFVmac, SFVagm, SFVczp und PFV. Das
Alignment erfolgte mit ClustalW. Anhand dieser Sequenzvergleiche wurden finf
verschiedene Primer in Sense-Richtung an besonders konservierten
Abschnitten des pol-Gens erstellt (Abb. 10).

Primer Pol 41 TCAAGGGAACTAAGTTGAAAGCCCACTGGG

SFVmac 41 TCAAGGGAACTAAAT TAAAAGCCCACT GGG 70
SFVagm 41 TCAAGGGGACTAAGCTGAAAGCTCATTGSG 70
PFV 41 TCAAAGGGACTAAATTGT TAGCCCACT GGG 70
SFVcpz 41 TCAAGGGAACTAAGT TACTAGCCCACT GGG 70
kkhkkk **k K*kkk*k * *k*k k**k k*kkx%x

Primer Pol 200 AAGGAAGAAAAGTGGAAGCAGAAG

SFVimac 200  AAGGAAGAAAAGTGGAAGCAGAAG 223
SFVagm 200  AAGGCAGAAAAGTGGAAGCAGAAG 223
PFV 200  AAGGAAGAAAAGTGGAAGCAGAAG 223
SFVcpz 200  AGGGAAGAAAAGT GGAAGCAGAAG 223

* kk Kkhkkkhkkkhkhkhkkkhkhkkkhkkkkkk

Primer Pol 571 TTAATACCACAAAATAGTACAATGAATAC

SFVmac 571  TTAATACAACAAAATAGTACAATGAATAC 599
SFVagm 571  TTAATTCAACAAAATAGTATAATGAATAC 599
PFV 571  TTAACGCCTCAAAATAGTACAATGAATAC 599
SFVcpz 571  TTAACACCCCAAAATAGCACAATGAATAC 599
* Kk k% * kkhkkkkhkkk *x *hkkkkhkkkk*k

Primer Pol 801 TTGGTTAACAGAATTTACTTGGC
SFVmac 801  CTGGTTAACAGCCTTTACTTGGEC 823
SFVagm 801 TTGGITAACTGCTTTTACTTGEC 823
PFV 801  TTGGITAACAGCATTTACCTGEC 823
SFVcpz 801  TTGGCTTACTGCATTCACTTGEC 823

k% * k%% *k*k *x*k *% *kk*%k 823
Primer Pol 1081 TTTAATATTACTAAAGAAGGTCGTGGCC
SFVimac 1081 TTTAATATTACTAAAGAAGGCCGAGECC 1108
SFVagm 1081 TTTAATATTACCAAAGAAGGCCGAGECC 1108
PFV 1081 TTTAATATTACTAAAGAAGGTCGTGGECC 1108
SFVcpz 1081 TTTAATATTACTAAAGAAGGTCGTGGECC 1108

khkkkhkhkkhkhkk k *kkhkkhkkhk *k **k *kk*

Abb. 10: Sequenz-Vergleich der FV-pol-Abschnitte und Primer.
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Im Anschluss wurden funf verschiedene PCR mit den beschriebenen Pol-
Sense-Primern, sfv8 Pol 41, Pol 200, Pol 571, Pol 801 und Pol 1081,
durchgefuhrt. Als Antisense-Primer diente jeweils sfv8 int antisense. Es wurden
100 ng der DNA-Extraktion aus infizierten MRC-5-Zellen eingesetzt. Die
Amplifikation erfolgte mit dem Expand Long Template PCR System und dem
PCR Protokoll XL bei einer Annealingtemperatur von 50T und einer
Elongationszeit von 2 min. Nur die PCR mit Pol 200 und int antisense ergab ein
Hauptprodukt der erwarteten GroRe von ca. 2500 bp. In allen anderen
Reaktionen zeigten sich mehrere Nebenprodukte, die fir eine unspezifische
Amplifikation sprachen (Tabelle 10 und Abb. 11).

Sense Primer Antisense Primer Erwartete Lange des P CR-Produktes in bp
Pol 41 int antisense 2700
Pol 200 int antisense 2500
Pol 571 int antisense 2150
Pol 801 int antisense 1900
Pol 1081 int antisense 1600
Tabelle 10: Primer innerhalb von pol und erwartete Lange der PCR-Produkte.
bp GsS 1 2 3 4 5 Al A2 A3 A4 A5
3000 | -
. —— -
2000 | s -
1500 —
1000 —
500
250

Abb. 11: PCR des Polymerase-Integrase-Fragments.

1-5: PCR mit SFVspm-DNA und Primerpaar sfv8 Pol 41, Pol 200, Pol 571, Pol 801 bzw. Pol
1081 und sfv8 int antisense. A1-5: PCR mit Aqua und Primerpaar sfv8 Pol 41, Pol 200, Pol 571,
Pol 801 bzw. Pol 1081 und sfv8 int antisense.
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Das PCR Produkt aus dem Primerpaar sfv8 Pol 200 und sfv8 int antisense
wurde auf ein mit Crystal-Violet gefarbtes Agarose-Gel aufgetragen, nach der
Gelelektrophorese ausgeschnitten, extrahiert und in den pCR XL Topo Vektor
kloniert. Die Plasmid-DNA der transformierten Bakterien wurde isoliert, mit
EcoRI geschnitten und im Agarose-Gel analysiert, wobei sich die erfolgreiche
Klonierung des 2500 bp groRen PCR-Produktes bestétigte. Nachfolgend
wurden zehn der Plasmidpraparationen mit den Sequenzierprimern M13
forward und M13 reverse sequenziert. Dabei konnte die Sequenz des
bekannten Integrase-Fragmentes bestatigt und um 225 bp in 5 Richtung
verlangert werden. Zusétzlich wurde ein 655 bp langer bisher unbekannter
Abschnitt des SFVspm pol-Gens am 5 Ende bestimmt. Aus den neuen
Sequenzen wurden Primer erstellt, die ein fortlaufendes Sequenzieren des
PCR-Produktes erlaubten, so dass das gesamte 2500 bp lange Amplifikat in
zwei weiteren Schritten mit den Primern Pol seq und pol seq 1la bzw. pr2s und
pol seg2a sequenziert werden konnte. Die folgende Abbildung 12 zeigt eine

graphische Darstellung des sequenzierten Abschnitts.

gag )
LTR env bel-2 ) 1R

— | o
| PR-RT/RH | IN | | |

1

Polymerase-Integrase-Fragment

Abb. 12: Position des Polymerase-Integrase-Fragments im Genom von SFVspm.

3.1.6 Klonierung des Fragments PBS-Polymerase

Die Primer Binding Site (PBS) stellt im Foamyvirus-Genom die Region dar, die
komplementéar an das 3" Ende der eukaryotischen tRNAys1, » bindet, wodurch
die reverse Transkription initiiert wird. Sie ist als 18-bp lange Sequenz
hochkonserviert und befindet sich am 3’ Ende der 5’LTR. Die Sequenz der PBS
(TGGCGCCCAACGTGGGGCTCGA) ist in allen FV vollstandig konserviert.

Aus diesem Grund wurde die PBS ausgewdahlt, um einen Primer fir die
Amplifikation und Klonierung eines weiteren SFVspm-Fragments zu erstellen.
Die PCR wurde mit dem Expand Long Template PCR System mit 100 ng DNA

der infizierten Zellen, PBS s als Sense-Primer und Pol seq 2a als Antisense-
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Primer durchgefuhrt, wobei fir das erwartete ca. 3,5 kbp lange Amplifikat eine
Elongationszeit von 4 min gewahlt wurde. Die Auftrennung im Agarose-Gel
zeigte ein Produkt der erwarteten Grof3e von ungeféahr 3500 bp (Abb. 13). Das
PCR-Produkt wurde in den pCR XL Topo Vektor kloniert, TOP10 E.coli
Bakterien transformiert, Einzelklone selektioniert und Plasmidpraparationen
angefertigt. Der Erfolg der Klonierung wurde durch einen Restriktionsverdau mit

EcoRlI analysiert.

bp GS 1 2 3 4 Al A2 A3 A4

wEE—

3000 | S dat

2000 | ‘s
1000
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Abb. 13: PCR des PBS-Polymerase-Fragments.
1: PCR mit SFVspm-DNA und Primerpaar PBSs / Pol seq 2a. 2-4: PCR mit SFVspm-DNA und
anderen Primerpaaren. Al: PCR mit Aqua und Primerpaar PBSs / Pol seq 2a. A2-A4: PCR mit

Aqua und anderen Primerpaaren.

Die Plasmidpraparationen wurden schlief3lich schrittweise mit den Primern M13
forward, M13 reverse, pbs seq pra, pbs seq 1s, pbs seq 1a, pbs seq 2s, pbs
seq 2a, pbs seq 3s, pbs seq 3a, pbs seq 4a, pbs seq 4s und pbs seq 5a
sequenziert, was eine vollstandige Entschlisselung der Sequenz des
amplifizierten Fragments ergab. Dies umfasste das gesamte gag-Gen und
Abschnitte des pol-Gens (Abb. 14).

gag -
env bel-2 LTR

LTR
i | o
I:I PR-RT/RH | IN_|

PBS-Polymerase -Fragment

Abb. 14: Position des PBS-Polymerase-Fragments im Genom von SFVspm.
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3.1.7 Klonierung des LTR-Fragments

Eine charakteristische Eigenschaft von Foamyviren und generell der Gruppe
der Retroviren ist die Integration des viralen Genoms in das zellulare Genom.
Die Klonierung des LTR-Fragments nahm sich dieses Prinzip zur Grundlage.
Zundachst soll im Folgenden die Klonierungsstrategie erlautert werden:

Die Sequenz von SFVspm gag war durch die vorausgehenden Klonierungen
bekannt. Es war aul3erdem bekannt, dass die LTRs verschiedener Foamyviren
eine Grof3e von 1300 bp bis 1800 bp besitzen. 350 Nukleotide 3’ der PBS war
im SFVspm gag-Gen eine Hindlll-Schnittstelle zu finden. Da Hindlll-
Schnittstellen ca. alle 4000 bp im Genom von Homo sapiens vorkommen, in
das das virale Genom nach Infektion der humanen Fibroblasten integriert hatte,
war bei einem Verdau mit Hindlll ein Fragment mit einer Gro3e von 1650 bis
6000 bp wahrscheinlich. Ebenso war es mdglich, dass in der LTR selbst eine
Hindlll Schnittstelle enthalten war. Dies hatte zur Folge, dass bei einem Verdau
mit Hindlll ein Fragment mit einer GrolRe zwischen 350 bp und 2150 bp
herausgeschnitten werden wuirde. In beiden Fallen konnten diese Fragmente
mittels PCR amplifiziert werden. Allerdings bestand die Schwierigkeit, dass kein
geeigneter Sense Primer zu Verfigung stand. Aus diesem Grund wurde der
Sense-Primer LTR s so gewahlt, dass er sich genau vor der Hindlll Schnittstelle
in gag befand. Der Antisense-Primer LTR a wurde nun einige Basenpaare
upstream (5'warts) des Sense-Primers ebenfalls in SFVspm gag gelegt. Mit
diesem Primerpaar konnte aus einer zirkularen DNA ein PCR-Fragment
amplifiziert werden.

Ca. 800 ng der DNA der infizierten Zellen wurden mit Hindlll geschnitten und im
Anschluss durch eine Fallung mit Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol extrahiert.
Durch eine Ligationsreaktion wurden die geschnittenen Fragmente relegiert, so
dass sich zirkulare DNA-Strukturen ausbildeten. In einer PCR mit den Primern
LTR s und LTR a und ca. 400 ng DNA des Ligationsansatzes wurden
schlie3lich jene zirkularen Fragmente amplifiziert, die Sequenzen des SFVspm
gag-Gens enthielten. Es konnte ein ca. 1600 bp groRes PCR-Produkt
vervielfaltigt werden (Abb. 15). Dieses wurde aus einem Crystal-Violet

gefarbten Gel ausgeschnitten und in den Topo XL Vektor Kkloniert. In einem
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Restriktionsverdau mit EcoRI ergab sich, dass nur vier von 30
Plasmidpréparationen ein Fragment der etwaigen Grof3e von 1600 bp enthielten
(Abb. 16).

bp GS 1 Aqua

2000
1500

1000

500

Abb. 15: PCR des LTR-Fragments.
1: PCR mit SFVspm-DNA und Primerpaar LTRs / LTRa. Aqua: PCR mit Aqua und Primerpaar
LTRs/LTRa.

bp GS1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

&
daaa.
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1500
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Abb. 16: Restriktionsverdau der Plasmidpraparationen des LTR-Fragments.
1-21: Plasmidpraparationen nach Verdau mit EcoRIl. 3, 8, 15, 19 wurden nachfolgend
sequenziert.

Die genannten vier Klone wurden mit den Primern M13 forward und M13
reverse sequenziert. Dabei fand sich in zwei der Klone die bekannte SFVspm
gag-Sequenz in einer Lange von 260 bp wieder. Durch weitere Sequenzierung
mit den Primern LTR a2, LTR s4, LTR a4 und LTR a5 wurde eine Gesamtlange
des PCR-Produktes von 1550 bp ermittelt, an dessen Anfang sich die Sequenz
des LTR s Primers befand. Allerdings war die erwartete Hindlll-Schnittstelle
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nicht mehr zu finden. Stattdessen fand sich in direktem Anschluss - mit zwei
Nukleotiden Abstand - der Beginn der LTR.

Diese Beobachtung lieR vermuten, dass nicht das integrierte Virusgenom
wahrend des Hindlll-Verdaus geschnitten wurde, sondern nicht-integrierte DNA
des SFVspm. Wahrend der Ligation wurde das Blunt-Ende der 5LTR
wahrscheinlich mit dem Hindlll-Uberhang im gag-Gen von SFVspm verbunden,
so dass sich eine Ringstruktur des Fragments ausbildete. Diese zuféllige Form
der Ligation war auch bei der Klonierung der LTR von PFV zu beobachten
gewesen (Rethwilm, 1987).

Mit dieser Klonierungsstrategie war es maoglich, die gesamte Sequenz der
5'LTR des SFVspm mit einer Lange von 1251 bp zu ermitteln. Die Abbildung 17
stellt dies graphisch dar.

gag -
LTR env bel-2 LTR
— | |2 [
I:I PR-RT/RH | IN_| | |
! - T I ————
LTR-Fragment LTR-Fragment

Abb. 17: Position des LTR-Fragments im Genom von SFVspm.

3.1.8 Klonierung des Integrase-LTR-Fragments

Das foamyvirale Genom wird sowohl am 5’Ende als auch am 3’Ende von der
LTR flankiert wird. Daher war es fur die Klonierung der 3’'Ende nur noch nétig,
aus der entschlisselten LTR-Sequenz geeignete Antisense-Primer zu erstellen,
die jeweils in Kombination mit einem in der Integrase gelegenen Sense-Primer
den 3’'Anteil des SFVspm-Genoms amplifizieren konnten. Nachteilig war hierbei
die erwartete Grof3e von 6000 bis 8000 bp, die eine erfolgreiche Amplifikation
und Klonierung erschwerte.

Eine PCR mit den Primern int sense und LTR al aus ca. 100 ng DNA der
infizierten Zellen war erfolgreich, ein ca. 7000 bp grofes DNA-Fragment aus
der DNA der infizierten Zellen zu amplifizieren (Abb. 18). Dieses sollte nach
Aufreinigung aus einem Crystal-Violet-Gel in den pCR XL Topo Vektor kloniert
werden, was jedoch nicht gelang. Auch nach einem Verdau des aufgereinigten

PCR-Produktes mit BamHI, wodurch kleinere Fragmente der Grof3en 1600,
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1800 und 4000 bp entstanden, und nach Ligation in einen mit BamHI
geschnittenen pucl8 Vektor gelang die Klonierung nicht. Aus diesem Grund
wurde direkt das aufgereinigte PCR-Produkt mit den PCR-Primern int sense
und LTR al sequenziert. Dabei konnte SFVspm-spezifische DNA im Amplifikat
nachgewiesen werden. Es folgte eine schrittweise Sequenzierung mit den
Primern Sfv8-int, SFV8-ltrseq a, seq env a 1-13, seq env s 1-13 und int s3,
wodurch dem PCR-Produkt eine Ladnge von 6000 bp zugeschrieben werden

konnte (Abb. 19).

bp GS 1 Aqua
8000 | e '
6000 | -
3000 —
2000 .
W —
. Lo

Abb. 18: PCR des Integrase-LTR-Fragments.
1: PCR aus SFVspm-DNA und Primerpaar int sense / LTRal. Aqua: PCR aus Aqua und

Primerpaar int sense / LTRal.

gag -
LTR env bel-2 | 1R
pol | | tas
I:I PR-RT/RH | IN | | |
L I T . : ———

Integrase-LTR-Fragment

Abb. 19: Position des Integrase-LTR-Fragments im Genom von SFVspm.
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3.2 Molekulargenetische Analyse des SFVspm

Die Sequenzen der einzelnen DNA-Fragmente wurden computergestutzt mit
den Programmen Cap3 und Segman zu einem zusammenhangenden Genom
zusammengesetzt, wobei die Consensus-Sequenz aus mindestens drei
unabhangigen Sequenzierungen pro Nukleotid ermittelt wurde. Das
Gesamtgenom von SFVspm hat eine Grol3e von 12212 bp. Es wurden flnf
offene Leseraster identifiziert, die den funf charakteristischen Genen der
Foamyviren, gag, pol, env, tas und bel-2, entsprechen. Ebenso konnten die
LTRs jeweils am 5 und am 3’Ende als flankierende Genomabschnitte ermittelt
werden. Anhand von Homologie-Vergleichen mithilfe von ClustalW konnten
charakteristische Foamyvirus-Motive im SFVspm Genom ermittelt werden (Abb.
20). Diese werden in den folgenden Abschnitten erlautert. Die Gesamtsequenz
von SFVspm, inklusive offener Leseraster und charakteristischer Motive, ist in
Abb. 34 (Kapitel 3.3) zu finden. Tabelle 11 vergleicht die ermittelten
Genomabschnitte mit denen anderer Foamyviren.

HLS

gag PR - RT/RNaseH IN KRRGR

ALTRE IF
5 LTR | GRBaes | OTG 7DD DSHN[HHCCOOSSE | LP eny |+ 3 LTH
| | 1 ] 1N pol c = 0 SU [ ™™ M5Dz I FFT ||
ozt b r RehTRA R MEH FF bet Juz rus
U3 RUS |Paer | | o8 o8
ML PEOP REPRIDLYR RGRR/IVDH
XL PRAP
Abb. 20: Genom von SFVspm mit Motiven (Thiimer, 2007).
Grolie

Virus LTR (bp) Gag(aa) Pol(aa) Env(aa) Tas(aa) Bel-2(aa) Bet(aa)
SFVspm 1251 623 1148 986 324 268 374
PRV 1767 648 1143 988 300 257 482
SFVcpz 1760 653 1146 988 300 364 490
SFVmac 1621 647 1149 989 308 403 487
SFVagm 1710 643 1143 982 298 388 469
SFVora 1621 624 1145 989 278 321 464
EFV 1449 559 1153 986 249 329 440
BFV 1305 544 1220 990 249 335 435
FFV 1353 574 1156 982 209 313 387
Tabelle 11: Vergleich der Genomschnitte von SFVspm mit anderen FV.
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3.2.1 Charakterisierung der LTR

Die LTR ist 1251 bp lang. Somit ist sie die kirzeste LTR aller bisher bekannten
Foamyviren (siehe Tabelle 11). Die 3'LTR beginnt an Nukleotid 10962 und
endet an Nukleotid 12212.

Mit dem Programm ClustalW wurden Sequenzvergleiche der bekannten LTRs
durchgefiihrt und die charakteristischen Regionen identifiziert. Die Regionen
U3, R und U5 besitzen eine Lange von 930 bp, 164 bp, und 156 bp, wobei die
R-Region an Position 931 beginnt, die U5-Region an Position 1095. Anhand der
Tabelle 12 wird deutlich, dass die Langen von R und U5 ahnlich derer anderer
FV sind. U3 ist jedoch im Vergleich mit anderen Primaten-FV deutlich kiirzer

und ist bezuglich seiner Ladnge eher mit den Nicht-Primaten-FV zu vergleichen.

Virus SFVspm PFV SFVcpz SFVora SFVmac SFVagm FFVY BFV  EFV
Region

LTR 1251 1767 1760 1621 1621 1710 1353 1305 1449
u3 930 1423 1426 1286 1321 1333 1070 981 1124
R 164 190 180 177 168 215 134 173 171
us 157 154 154 158 132 162 149 151 154

Tabelle 12: Uberblick tiber die Langen foamyviraler LTRs in bp.

Eine maogliche Lage des U3-Promoters konnte mittels
Promoter2.0PredictionServer zwischen den Nukleotiden 892 und 942 ermittelt
werden. Die fur die Transkriptionsinitiierung verantwortliche TATA-Box befindet
sich an Position 902, ca. 25 Nukleotide 3'wérts des Transkriptionsstarts an
Position 931, was dem Beginn der R-Region entspricht. Der Haupt-Spleil3donor
befindet sich an Position 989. Das konservierte Polyadenylierungssignal mit der
typischen Sequenz AATAAA lasst sich an Position 1072 bis 1077 (12033-
12038) erkennen und die zugehérige Polyadenylierungssite, die den Beginn der
U5-Region darstellt, an Position 1095. Die Abbildungen 21 bis 23 zeigen
Sequenzvergleiche der LTR-Abschnitte verschiedener FV zur Bestimmung der

charakteristischen Domé&nen.
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PFV TATATAGGGATAGI TTCTAGATTGTACGGGAGCTCTTCACTA- - - - - - CTCGCTCCGTC
SFVcpz TATATAGGAATAACAA- TAGATTGTACGCGAGCTCTTCACTA- - - - - - CTCCCTCCGTC
SFVagm TATATAATCCCTCCTT- TAGATTGTACGCGAGCTCACCACTG: - - - - - CTCCCTCCGTC
SFVor a TATAAAAGCTTAATGT- TAGATTGTACGCGAGCTCCTCACTG: - - - - - CTCCCTCCGTC
SFVspm TATAAAAGATGTACTCTTAAATTGTACGAGAGCTTCCTCCTCACCCATCTAGCTGCGTC

Kk kx K Kk KAKAKKKK KKK * % Kk KAk kKK kK

Abb. 21: Vergleich foamyviraler TATA-Boxen und des Beginns der R-Regionen.

SFVcpz AATAAACCGACT TG ATTCGAGAACCAACTCTTATATTATTGICTCTTTTCATA
PFV AATAAACCGACT TG ATTCGAGAACCTACTCATATATTATTGICTCTTTT- ATA
SFVor a AATAAACCGACTTA- ATTCGAGAACCTATTCTTATTTTATTGICTCTTTCTATA
SFVagm AATAAACCGACTTA- ATTCGAGAACCAGATTTATTAGTATTGICTCTTTCTATA
SFVspm AATAAACCG CTTGTATTCGAGAACCTTATTTAATTATTGT TGATGTTTCTATA

kK KAKAKK KKK KKK KAK KKK * * % % * kxkk Kk

Abb. 22: Vergleich foamyviraler Poly-A-Sites und des Beginns der U5-Region.

SFVspm ACGGAACTCTCCAGGCTTGGTAAGAATTTATATTATATTTT- - - -
PFV - ACTCTCCAGGTTTGGTAAGAA: - - ATATTTTAT- - - - - - -
SFVor a - - GAGACTCTCCAGGCTTGGTAAGAAT- - - TATTTTACTTGATCC
SFVcpz ~ e---- ACTCTCCAGGTTTGGTAAGAAT- - - TATTTTAT- - - - - - -
SFVimac - - GAGACTCTCCAGGCTTGGTAAGAAA: - - TATTATAATCTTGTT
SFVagm =~ ----- TCTCTCCAGGCTTGGTAAGATA- - GAACTTTG - - - - - - -

EIE R R I O I O R * * %

Abb. 23: Vergleich foamyviraler Splei3-Donoren.

3.2.2 Charakterisierung weiterer nichtkodierender G =~ enomabschnitte

Zwischen der LTR und dem Beginn von gag befindet sich die 18 bp lange PBS
(nt 1254-1271), die auch in SFVspm die streng konservierte Sequenz
TGGCGCCCAACGTGGGGC besitzt (Abb. 24). In diesem Bereich liegen
aulBerdem die drei Sequenzabschnitte, die fur die Dimerisierung der beiden
RNA-Molekule verantwortlich sind (Dimer linkage sites SI - Slll). Sl ist
Uberlappend mit der PBS mit der Sequenz TGGCGCCCAACGTGGGGCTCGA
(nt 1254-1275). An SlI findet sich nicht die wie bei allen anderen Foamyviren
beschriebene konservierte Palindromsequenz, sondern mit leichter Abweichung
die Sequenz ATTTACCCTAGGGAACTTC (nt 1307-1324 in Abb. 25). SllI stellt
sich mit der Sequenz AGTAATGGCTCAAGGG (nt 1337-1352) dar.
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PFV ACAATTGGCGCCCAACGT GGGECTCGAAT
SFVor a ACAATTGGCGCCCAACGT GGGECTCGAAT
SFVmac ACAATTGGCGCCCAACGT GGCECTCGAAT
SFVagm ACAATTGGCGCCCAACGT GGCECTCGAAT
SFVcpz ACAATTGGCGCCCAACGT GGCCCTCGAAT
SFVspm ACAATTGGCGCCCAACGT GEGECTCGATT
BFV ACAATTGGCGECCCAACGT GEGECTCGAGT
FFV ACAGT TGECGCCCAACGTGEGCECTCGATT
EFV ACAATTGGCGCCCAACGT GGGCGCTCGATA

R I R I R R R O I

Abb. 24: Vergleich foamyviraler Primer Binding Sites / Dimer Linkage Sites I.

PFV ATTATCCCTAGGGACCTC
SFVcpz ATTATCCCTAGGGACCTC
SFVor a ATT- TCCCTAGGGACCTC
SFVagm ATTATCCCTAGGGACCTT
SFVmac TTAATCCCTAGGGACCTT
BFV ACTATCCCTAGGGAACTG
EFV ATTAACCCTAGGG TATA
FFV ATAATCCCTAGGGACCTT
SFVspm ATTTACCCTAGGGAACTT

*kkkkk kK *

Abb. 25: Vergleich foamyviraler Dimer Linkage Sites II.

Zusatzlich zum Transkriptionsstart in der LTR enthalten Foamyviren einen
internen Promoter (IP), der am Ende der env-Gensequenz, 5'warts der
zusatzlichen offenen Leseraster tas und bel-2 zu finden ist. Mithilfe von
Homologie-Vergleichen und dem Promoter2.0PredictionServer konnte der
interne  Promoter dem Bereich zwischen Nukleotid 9219 und 9269
zugeschrieben werden, mit einem Transkriptionsstart an Position 9259.

Der 3'Polypurintrakt (PPT), der die Synthese der Plusstrang-DNA initiiert, liegt
unmittelbar vor der 3'LTR an Position 10953-10961 mit der Sequenz
AGGAGAGGG. Ein weiterer zentraler Polypurintrakt (cPPT) mit kongruenter
Sequenz AGGAGAGGG, der moglicherweise als interner Startpunkt der
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Zweitstrangsynthese fungiert, befindet sich am Ende von pol an Position 6392-
6400.

Wie bereits oben erwahnt, ist der HauptspleiRdonor (SD) in der R-Region der
LTR an Position 988 zu finden. Der SpleiRdonor des internen Promoters
befindet sich wahrscheinlich laut Splice-PredictorOnline an Position 9396, der
SpleiRdonor in tas, der das Bet-Transkript generiert, an Position 9703. Die
SpleiRakzeptoren (SA) fir die mRNAs fur Pol, Env, Tas und Bet wurden fir die
Positionen 2278, 6394, 9478 bzw. 10387 vorausgesagt.

3.2.3 Charakterisierung von Gag

Die folgenden Protein-Motive wurden anhand von Aminosauren-Sequenz-
Homologien, die mit EMBOSS und ClustalW erstellt wurden, ermittelt. Sie sind
in den Abbildungen 27 und 34 (siehe Kapitel 3.3) eingezeichnet.

Das gag-Gen beginnt an Nukleotid 1341 und endet an Nukleotid 3209, so dass
ein Protein mit einer LaAnge von 623 Aminosauren kodiert wird. Am C-Terminus
des Proteins befinden sich drei Glycin-Arginin-reiche Boxen (GR I-1ll), die fur
die Bindung der Nukleinsaure und die nukleare Lokalisation von Gag von
Bedeutung sein durften. GR | erstreckt sich von Aminosaure 454 bis 483, GR I
von aa 516 bis 534 und GR Il von aa 556 bis 583. Am N-Terminus von Gag
lassen sich aulBerdem ein potentielles zytoplasmatisches Ziel- und
Retentionssignal (CTRS) an Position 37 und das konservierte Arginin (aa 48),
das beim zytoplasmatischen Kapsid-Zusammenbau eine Rolle spielt,
identifizieren, sowie ein Motiv hydrophobischer Aminosauren (aa 128-181), das
als sogenanntes coiled-coil Motiv fur die Interaktion zwischen einzelnen Gag-
Proteinen verantwortlich sein kénnte. Die flir die Abspaltung des p3-Peptids
wichtige C-terminale Schnittstelle kann an der Aminosauren-Position 583-590
lokalisiert werden und ist durch die Aminosauren RSIN ' TVRA charakterisiert
(Abb. 26). Dadurch ergibt sich ein 37 aa langes C-terminales Peptid mit einem
berechneten Molekulargewicht von ca. 3,7 kDa. Weitere mdgliche Schnittstellen
von Gag, die wahrscheinlich wahrend der frihen Infektion von Bedeutung sind,
finden sich an den Positionen 279-286 (AQIK ¥ AVIG), 307-314 (EGTF
PTGS) und 320-327 (RVLN \/ ALLT).
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PFV 618 RAVNN'TVTQ 625
SFVczp 623 RAVNN/TVTQ 630
SFVor a 596 HAVNNVAVTQ 603
SFVmac 613 RSVNNTVTA 620
SFVagm 607 RNVDVTVTA 614
SFVspm 583 RSI NNTVRA 590
BFV 511 SAVHN/SVRL 518
EFV 528 NTVHVTVRQ 535
FFV 485  AAVHV/TVKA 492

Abb. 26: Vergleich der p68-p3 Schnittstelle in Gag. Position in aa.

FV bendétigen fur eine effiziente Knospung sogenannte Late-Domainen. Im
SFVspm-Genom lassen sich folgende Late-Domain-Motive zuordnen: drei
konservierte PSAP Motive, die die Partikelbildung durch Interaktion mit
zellularen Exportmechanismen erleichtern koénnten, befinden sich an den
Aminosaure-Positionen 223-226, 244-247, und 597-600. Letztere befindet sich
innerhalb des wahrend der Reifung abzuspaltenden 3kDa-Peptids, und es ist
fraglich, ob dieses PSAP Motiv auch tatsachlich als Late-Domain fungiert.
AulRerdem konnten zwei YXXL Motive in SFVspm Gag an Position 107 und 538
gefunden werden, die fur einen korrekten Partikel-Zusammenbau essentiell sein
durften. Die folgende Abbildung 27 zeigt den Vergleich der Aminosaure-

Sequenzen verschiedener FV-Gag-Proteine mit ihren charakteristischen

Motiven.
CTRS Arginin

PFV MASGSNVEEYELDVEALWWI LRDRNI PRNPLHGEVI GLRLTEGWAGQ ERFQWRLI LQD 60
SFVczp MASGSNVEEYELDVEALWWI LRDRNI GRNPLHGEI | GLRLTEGWAGQLERFQWRLI LQD 60
SFVor a MAAQN- - - - FEL DVQELLNL FQDNGVTRNPRHLETI GLRMLGGWAGEQERYQSARI | LQD 56
SFVimac - - - - MAAI EGDLDVQALANLFNDLG NRNPRHREVI AL RMTGGWAGPATRYNLVSLLLQD 56
SFVagm - - - - MG - DHNLNVQELLNLFQNLG PRQPNHREVI GLRMLGGWAGPGTRY! LVSI FLQD 54
SFVspm - - MAQGNQPEH! DI GHLTI LLRENGLPTNPPHGTEYAVRMIEGWAGDYARFTVI RVAFQD 58
BFV - MALND- FDPI ALQGYLPAPRVLQHN- - - DI | | CRATSGPWGE GDRYNLI RI HLQD 51
EFV - MAQNETFDPVALQGYYPAGG LADN- - - DI | NI RFTSGQWE GDRW.QVRLRLVD 52
FFV.  aeea-- MAREL NPLQLQQLYI NNGLQPNPGHGDI | AVRFTGGPWGPGDRWARVTI RLQD 53

* . * * ok k * - -k
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PFV
SFVczp
SFVor a
SFVmac
SFVagm
SFVspm
BFV
EFV
FFV

PFV
SFVczp
SFVor a
SFVmac
SFVagm
SFVspm
BFV
EFV
FFV

PFV
SFVczp
SFVor a
SFVmac
SFVagm
SFVspm
BFV
EFV
FFV

PFV
SFVczp
SFVor a
SFVmac
SFVagm
SFVspm
BFV
EFV
FFV

YXXL-Motiv
D- DNEPLQRPRYE- - - VI QRAVNPHTMFM SGPLAEL QL AFQDL DL PEGPL RFGPLANGH
E- DNEPLQRPRHE- - - | | PRAVNPHTMFVL SGPLAEL QL AFQDL DL PEGPL RFGPLANGH

D- DGEPLQVPRVEE- - - EVLRPVNPLAHFVI SAPVWDQL RRAFHDL DVGNGAL RFGPLANGN
D- QGQPLPQPRVR- - - AEGRAANPAVMFTLEAPWQDL RLAFDNI DVGEGTLRFGPLANGN
D- SGQPLQQPRWR- - - PEGRPVNPLVHNTI EAPWGEL RQAFEDL DVAEGTLRFGPLANGN
N- QGNPLPRPEVIE- - - YI NRDVRPLNDSI | GCTFRQAQQAFNNI DLARTPSRY GPLSNGL
P- AGQPLPI PQVEPI PNRTANPRTQPYPVVSAPMATLENI LNNFHI PHGVSRYGPLEGGD
PNTGQPLAQPEYE- - - - DTGLPAENRG VWVAVSHNAARNI FNNVQPAGGPNRHGPLHDGQ

116
116
112
112
110
114
110
108

N- TGQPLQVPGYD- - - LEPG | NLREDI LI AGPYNLI RTAFLDLEPARGPERHGPFGDGR 109
DEE Lo Lol FoREL O
Coiled-coil Motiv
YVQGDPYSSSYRPVTMAETAQMITRDEL EDVLNTQSEI El QM NLLELYEVETRALR- - -- 172
YVEGDPYSRSYRPVTMAETAQMITRDELEDTLNTQSEI EIl QM NLLELYEVETRALR- - -- 172
Y| PEDPYSTSYRPVNPQEMAQVIQRDEL EEVL EVQGEI ELOM DLI EMJTI El RGLR---- 168
Y| PGDEFSL EFLPPAMQEI TQVIQRDEL EEVL DVVGQ TMQVNDLI GMQDAQI RGLE---- 168
W PGDEYSMEFQPPLAQEI AQVQRDELEE! LDl TGQ CAQVI DLVDMQDAQ RGLE---- 166
FLI TDPEW.TFNPLSAVEI ADLDDQElI RDFLAHATI VLDNVIVADWWI QQREI EDLT---- 170
YQPGEQYSQGFCPVT- - - - - - - - QAEI - - ALLNGQHLEEEI TI LREI THRLMQGVR- - - - 156
FQVGEDDPSEHFVPI E- - - - - - - - ENLI PQEI VNL GAARREVRLLREMCVRLLHVRRQWG 160
LQPGDGLSEGFQPI T-------- DEElI QAEVGTI GAARNEI RLLREALQRLQAGGVG - - 158
*

- - - RQLAERS- - - STGQGA SPGAPRSRPPVSSFSG.PSLPSI PG HPRAPSPPRATSTP 226
- - - RQLAERS- - - S| GQGE SPGASHSRPPVSSFSGLPSLPAI PG HTRAPSPPRATSTP 226
- - - QLVNELQRERDSGRGASI PGASSS- PPPQSYVGLPGVWPSVSGELSSLQP- - - EASSTP 221
---CQLR------- GLRGNLPVAGTPPPPPPSL DL QPAAASSPYVAPAPSAP- AASAAA 216
---RRI QDRL- - - - - GLRDNLPVAG QAPPSSPI G- QPI ASSS- - - - - LQPI P- GSSSSP 211
- - - XTNLRLR- - - - NALASSGTYQPI GWPI AQSSPAGPSASVAG- - - - - ----=------- 207
Y & R T R 163

PSAP- Mot i v PSAP- Mot i v
GNI PWSL GDDSPPSSSFPGPSQPRVSFHPGNPFVEEEG HRPRSQSRERRR:- - - - - El LP 280
GNI PRSL GDDNMPSSSFAGPSQPRVSFHPGNPFAEAEG HRPRSQSRERRRDI PSAPVI S 285
------------------ GGRAPRVSFHPSNPFVRPPSPERPRARSSER- - - - - - - - - - - 252
ADL GWFAGGPGPGS- - - LDPRLARVAYNPFLPGPSDGSG- AAPAQPSAPPVASP- - LPSL 270
ADL- - - DA WIPRQ - - | DPRLSRVAYNPFLPGSSDGSGGS| PVQPSAPPAVLP- - SLPS 263
------------------- PHVPAMPSVPYI SAI PSAPPAPI PVAPAAAPPLGP- - - LPS 245
--------------------- PPAVPQGPAPPPPPAQPPAPL PAPPI GP- - PPP- - - - - A 188
--------------------- PGAI QPQPPVGPLPAPAQPPI PGPPVPPPVPPP- - - - - A 197
--------------------------------------- RPlI PGAVLQP----------- 168
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PSAP- Mbt i v

APVPSAPPM QY| PVP- - - - - - PPPPI GTVI Pl QHl RSVTGEPPRNPREI Pl W.GRNAPA 334
APVPSAPPM QY| PVP- - - - - - PPPPVGAVI Pl QHl RSVTGEPPRNPREI Pl W.GRNAPA 339
| PLPLQPPVI QYVPVPQPVL- APAPAPSPVI Pl QHI RAVTGEVPNNPRDI PMAI GRNAPA 311
LPAQPMQPVI QYVHPP- - - - - - Pl NPAQQVI Pl QHI RAVTGNAPSNPREI PMAI GRNASA 324
LPAPVSQP! | QYVAQP- - - - - - PV- PAPQAI Pl QHI RAVTGNTPTNPRDI PMALGRHSAA 316
APAPPVLPVI QPNTFGTDGNGYTAVGPVPVLPI AQ  KAVI GEAPTDARQ PLWAKHAAA 305
APAPAPGPNPVPQ - - - - = = === === - - HLPI TH RAVI GETPANI REVPLW.ARAVPA 232
PPAPVNPPVPPVQPI H- == = - - - - - - - - - HLPI TH RAVI GETPAQI RDVPLW.AGSI PA 244
< QPVI GPV-mmmm e | Pl NHLRSVI GNTPPNPRDVALW.GRSTAA 205

* . ckk e e e ek ke Kk« ke a ke s *

| DGVFPVTTPDLRCRI | NAI LGGNI GLSLTPGDCLTWDSAVATLFI RTHGTFPMHQLGNV 394
| DGVFPTTTPDLRCRI | NALLGGNLGLSLTPGDCI TWDSAVATLFI RTYGQYPLHQLGNV 399
| EGVYPVTTPDLRARI | NALI GGKSG HLTAPEAVTWASAVAAI FTRTHGSFPMHNLSAI 371
| EGVFPI PTSDI RSRVI NALLGRQLGLNLDPQHCI TWASAI ATLYVRTHGSYPLHQLAEV 384
| EGVFPMITPDLRCRVVNAL| GGSLGLSLEPI HCVNWAAVWAAL YVRTHGSYPI HELANV 376
| EGTFPTGSADVRCRVLNAL L TSHGGMILSPNECGTWSLAAAALYQRI YGVI PLHDLPHT 365
LQGVYPVQDAVMRSRTVNAL TVRHPGL AL EPL ECGSWQECL AALWORTFGATALHALGDT 292
LTGVYPAMDAGTLTRLVNAI TARHPGLAL GVNEAGSWHEAVHL I WORTFGATALHALSDV 304
| EGVFPI VDQVTRVRVVNALVASHPGL TL TENEAGSWNAAI SALWRKAHGAAACQHELAGY 265

* -k * kK- * .k * * * %

| KA VDQEGVATAYTLGVM.SGONYQLVSG | RGYLPGQAVWTALQQRLDQE!I DDQTRAE 454
LKG ADQEGVATAYTLGVM.SGONYQLVSG | RGYLPGQAVVTAVQQRL DQEI DDQTRAE 459
LTG ANGEGVESAYNLGVMLSNGDFNLVYG VRGLLPGQAAVAYMQQRL DAEPSDALRAQ 431
L RRVSNSEGAAAAWQL GVMVL TNQDYNL VWGWRPL L PGQAVVTAMOHRL DQEVSDAAR! V444
LRAVWTQEGVATGFQLG M_SNQDYNLVWG LRPLLPGQAVVTAMQQRLDQEVNDAARI T 436
MAEVARREGH LVAFNVGMIFTNNSFDVWWG | RPLLPGQASVAM.QGYL DQYQGQQOKAQ 425
LGQ ANSDG VMAI ELGLLFSDDNWDLVWG CRRFL PGQAVCVAVQARL DPLPDNATRI V 352
LKG AQRNGVVMAL EMGLMFTNDDWDL TWSVI RRCLPGQASVWTI QARLDALPNNQAR! | 364
LSDI NKKEGI QTAFNL GMQFTDGNWSL VWG | RTLLPGQALVTNAQSQFDLMEDDI QRAE 325

LF e
CR- Box |
TFI QHLNAVYEI LGLNARGQSI RAS- - VTPQPRP- - - SRGRG RGONTSR- - - - - - - PSQ 501
TFI QHLNAVYEI LGLNARGQSI RAS- - VTPQPRP- - - SRGRG RGQSAPE- - - - - - - PSQ 506
NFI QHLHLVYEI LGLNHRGQSI RTS- - LPTSTRPRGQGRGRG QBGS| P- - - - - - - STP 481

SFVNHLNAVYEL L GLNARGQNLRVS- - TGGQTTAR- TSAGRGARGRRSQQGTPGRQSSGQ 501
SFNGHLNDI YQLLGLNARGQS! ARA- - QSASTSGNSASAGRGRRGORTQQ - - - - QAGRQ 489
AFPTLLRRTFETLGLNYLGQS! RSN - QPARTSGSVAGS| TQGRGRGOPRS- - - - RPPNR 479
M SHI | RDVYAI LGLDPLGRPMQQT- - LPRRNNQPP- - RQQPQRRQUPRR:- - - - TGNQEE 404
QAGFI | REVYEVLGLDPLGRPLNFPGGL TQRDTAVPVTRGRGRGRTGPRRGPVLPVSSNQ 424
NFPRVI NNLYTMLGLNI HGQS!I RPR- - - - - VQTQPLQTRPRNPGRSQQGQ - - - - - - LNQ 373

* K k. *
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GR-Box ||
GPANSGRGRORPASGOSNRGS- STONONQDNLNG- - - - - - - - GGYNLRPRTYQPQRYGGG 552
GPVNSGRGRQCPAPGONDRGS- Nl QNQGQENSSQ- - - - - - - - GGYNLRSRTYQPQRYGGG 557
RRPQSGRGL STPNRGSNNANN- NTQSNVQTETPRRS- - - - - FGGYNLRPNTFRPQRYGGG 535
APPQGRRSSQEQOPROSESGDONNQRQALQGANNR- - - - - - - - GGYNLRPRTYQPQRYGGG 553
QRQATRRTNQGNQ GORDNNQRQSSGENQERRGQ - - - - - - - GGYDLRPRTYQPQRYGGG 540
ASNRSNNPPRPPPPRSQEQOPSPAGRGSSSSSAPPQ - - - - RSGYNLRQQ NRPQRLGGEG534

RGQORNRGRQNAQTPRQEGNRLQNS- - QLPGPRDCPN- - NSNQPRYPLRPNPQQPQRYGQE 460
RRQETAGGNQPQT QPQQONTFSNQTNQRGNQROAMNRGT DSQRRYFFRPRPSQPQRYGSN 484
PRPQNRANQSYRPPRQQQOHSDVP- - EQRDQRGPSQPPRGSGGGYNFRRNPQOPQRYG- - 429

* * sk k%

YXXL-Motiv GR-Box |11
RGRRWNDNTNNQESRPSDQGSQT - PRPNQAGSGVRGNQSQTPRPAAGRGGRGNHNRNQRS 611
RGRRWNENTNNSETRPTEQSPQT- PRPI QAGSGVRGNQSQT YKPAAGRGGRGNQNRNQRS 616
QGQRR:- - - - DSQPDRRSQGSSQN- NRP- SAPL ESRGEQSRGPGGGGRAGGRRNONRNSGQ 589
RGRRWRD- - - - - - - QT ARADNQURSQSQUPQSEARGEQSRT SGAGREQGGRGNQNRNQRS 606

RGRRWNDNQQQUQAQPGRSSDQPRSQSQOPQPEARGDQSRT SGAGRGQQGRGNGNRNGRR 600
PNPYRN------------ L ENRNI PRSETVPSSRRAETSETNRPNQARGGEQQESSNRNGT 582

QNRGNNPNPYRQPTPGNGNQNRN- - - - - FSRGPAPVNEQ: - - - - - - SRGRGRSSQGTNNT 508
QGP- DNPNPYR: - - - - - GRDSTN- - - - - QSGQERQLPQQ - - - - - - QQGSRRGPGRNTNS 525
QGP- PGPNPYRR:- - FGDGGNPQQ: - - - - QGPPPNRGPDQGPRPGGNPRGGEGRGQGPRNGG 481

p68-p3-Schnittstell e PSAP-Mtiv

PFV
SFVczp
SFVor a
SFVac
SFVagm
SFVspm
BFV
EFV
FFV

SGAGDSRAVNTVTQS- - - - - - ATSSTDESSSAVTAASGGDQRD 648
SGAGDSRAVNTVTQS- - - - - - ATSSTDESSSTTTAAPSGGQGN 653
GNESSSHAVNAVTQS- - - - - - AVTEQONESPTPPPTSGGRS- - 624

ACGENTDRSVNTVTAT- - SASI SASGONGSSTTPPASGSGNQGN 647
ADANNTRNVDTVTATTTSSSTASSGONGSSTTPPASGSRNQGD 643
RSI NTVRASDSQVI PSAPPAETNPAATAVTPNGPNQHSGRN- - 623

G SSAVHSVRLTSAAPP- - - - - | PPQDAGTPPTSSGNQGQSS- 544
G- NNTVHTVRQVESSQ - - - - - - LQQNASPTASPSTNQGQQP- 559
GSAAAVHTVKASENET- - - - - - - - - KNGSAEAVDGGKKGGKD- 514

Abb. 27: Vergleich der Aminosaure-Sequenzen von FV-Gag mit Motiven (in aa).
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3.2.4 Charakterisierung von Pol

Das pol-Gen, das die genetische Information fur die viralen Enzyme Protease
(PR), Reverse Transkriptase/Ribonuklease H (RT/RNaseH) und Integrase (IN)
enthalt, umfasst den Genomabschnitt von Nucleotid 3181 bis 6624. Das Pol-
Protein hat somit eine Lange von 1149 Aminosauren.

Im Gegensatz zu anderen retroviralen Pol-Proteinen wird das Pol-Protein der
FV nicht vollstandig in die einzelnen Enzyme geschnitten. Die einzig bekannte
Schnittstelle liegt zwischen der RT/RNaseH und der Integrase. Durch
Sequenzvergleiche konnte sie beim SFVspm an den Aminosauren 744-751
lokalisiert werden, sie tragt das Motiv YSVN / TINK (siehe Abb. 28). Dadurch
entsteht ein multifunktionales Enzym PR-RT/RNaseH mit einer Lange von 747
aa und das Enzym Integrase mit einer Lange von 401 aa.

BFV 747  YKVFSNEL 754
EFV 745  YTVFSVQI 752
PFV 748  YVVWNCNTK 755
SFVcpz 748  YWWNCNTK 755
SFVor a 748  YVWNNI I K 755
SFVmac 748  YVVHCNIT 755
SFVagm 748  YVWWNI NIT 755
SFVspm 744  YSVNTINK 751
FFV 745 FKVHMTKN 752

Abb. 28: Mdgliche Schnittstellen RNaseH/IN in Pol.

Das katalytische Zentrum der Protease befindet sich an den Aminosauren 20
bis 23. Mit seiner Sequenz D**TGA?® hebt es sich von dem konservierten Motiv
der anderen Primaten-FV (DSGA) ab und stellt interessanterweise die gleiche
Sequenz wie bei EFV und auch bei HIV dar.

Das aktive Zentrum der RT mit dem konservierten Motiv YVDD befindet sich an
Position 308 bis 311, die katalytisch bedeutsamen Aminosauren fur die

D%6°g8664716N"32 im Bereich zwischen aa 665 und 732. Das

[809_813_(-843_~846

RNaseH Domane
Zinkfingermotiv der Integrase konnte an der Sequenz

lokalisiert werden, ihr aktives Zentrum mit dem DD35E Motiv an der Sequenz
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D8 — D%? und E*®. Die folgende Abbildung 29 zeigt den Vergleich der
Aminosaure-Sequenzen verschiedener FV-Pol-Proteine mit ihren

charakteristischen Motiven.

Aktives Zentrum der Protease

BFV - - - MPALRPLQVEI KGNHLKGYWDSGAEI TCVPAI YI | EEQPVGKKLI TTI HNEKEHDVY 57
EFV - - - MOALQPLQVQI KGNSLKGFYDTGAEI TCVPAI FLI EEEPI GERTI QTI HG TKEKVY 57
PFV MNPLQLLQPLPAEI KGTKLLAHWDSGATI TCl PESFLEDEQPI KKTLI KTI HGEKQQNVY 60
SFVcpz MNPL QL L QPL PAEVKGTKLLAHWDSGATI TCl PESFLEDEQPI KQTLI KTI HGEKQQNVY 60
SFVor a VBL QHL L QPL EAEVKGTKLKAHWDSGTTI TCI PTVFLTDEI PI KDVLI KTI HGERRQPAY 60
SFVimac MDPLQLLQPLEAEI KGTKLKAHWDSGATI TCVPEAFLEDERPI QTMLI KTI HGEKQQDVY 60
SFVagm MDPLQLLQPLEAEI KGTKLKAHWDSGATI TCVPQAFLEEEVPI KNI W KT HGEKEQPVY 60
SFVspm - - -- MAQTNI PVEI KGTQLNGFVDTGAY TCl PQSFLLDEQPI GTTDI ETI HGKQKQKLY 56
FFV - - - MDLLKPLTVERKGVKI KGYWDSQADI TCVPKDLLQGEEPVRQQNVTTI HGTQEGDVY 57
Sx ke wRkex o ke .
BFV YVEMKI EKRKVQCEVI ATALDYVLVAPVDI PWKPGPLELTI KI DVESQKHTLI TESTLS 117
EFV YLTFKI QGRKLAAEVI GTQLDYVI | APSDI PWYKKYELELTI KI DI QKQQEQLLHTTNLS 117
PFV YVTFKVKGRKVEAEVI ASPYEY! LLSPTDVPW.TQQPLQLTI LVPLQEYQEKI LSKTALP 120
SFVcpz YLTFKVKGRKVEAEVI ASPYEY! LLSPTDVPW.TQQPLQLTI LVPLQEYQDRI LNKTALP 120
SFVor a YLTFKI NGRKVQAEVI ASPYDY! LLCPADVPW.QQQPLQLTVLVPLEQYKERI LKETALE 120
SFVimac YLTFKVQGRKVEAEVLASPYDY! LLNPSDVPW.MKKPLQLTVLVPLHEYQERLLQQTALP 120
SFVagm YLTFKI QGRKVEAEVI SSPYDY! LVSPSDI PW.MKKPLQLTTLVPLQEYEERLLKQTM.T 120
SFVspm YLKFKVLGRKVEAEVTSSTLAYVI LAPI DI PWKPTPLELTI KLPVQDLKNTLVSQANI G 116
FFV YVNLKI DGRRI NTEVI GTTLDYAI | TPGDVPW LKKPLELTI KLDLEEQQGTLLNNSI LS 117
Aok ke kx ok ok ko
BFV PQGQVRL KKL L DQYQAL WQCVWENQVGHRRI EPHKI ATGAL KPRPQKQYHI NPRAKADI Q1 177
EFV SEGKKYLKDLFI KYDNLWOKVENQVGHRR! TPHKI ATGTLNPKPQKQYRI NPKAKADI Q1 177
PFV EDQKQQL KTL FVKYDNL WOHWENQVGHRKI RPHNI ATGDYPPRPQKQYPI NPKAKPSI Q' 180
SFVcpz EEQKQQLKAL FTKYDNL WOHWENQVGHRKI RPHNI ATGDYPPRPQKQYPI NPKAKPSI Q' 180
SFVor a GQFKQQLQNI LSTFDTLWOHWENQVGHRKI PPHNI ATGTHPPRPQKQYPI NPKAKESI Q' 180
SFVimac KEQKEL L QKL FLKYDAL WOHWENQVGHRRI KPHNI ATGTLAPRPQKQYPI NPKAKPSI 1 180
SFVagm GSYKEKL QSL FLKYDALWOHWENQVGHRRI KPHHI ATGTVNPRPQKQYPI NPKAKASI QT 180
SFVspm KEDKI KLAKL LDKYDDLWQQADNQVGNRKI TPHNI ATGTYPPKPQKQYHI NPKAKPSI Q' 176
FFV KKGKEEL KQL FEKYSALWOSWENQVGHRRI RPHKI ATGTVKPTPQKQYHI NPKAKPDI Q1 177

* E . kkk ko kkkko ko k Kkk-kkkk * k*kkkk Kkkk- k% * *
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BFV
EFV
PRV
SFVcpz
SFVor a
SFVmac
SFVagm
SFVspm
FFV

VI DDL L RQGVL RQONSEMNTPVYPVPKADGRVWRWL DYREVNKVTPLVATOQNCHSASI LN
VI DDL LKQGVLKQQTs pNTPVYPVPKPDGRVWRWL DYRAVNKVTPAI ATONCHSASLLN
VI DDLLKQGVLTPONSTMNTPVYPVPKPDGRWRWL DYREVNKT! PLTAAQNCQHSAG LA
VI DDLLKQGVLTPONSTIMNTPVYPVPKPDCRWRWL DYREVNKTI PLTAAQNQHSAG LA
VI NDLLKQGVLI QONSI MNTPVYPVPKPDCRWRWLDYREVNKTI PLI AAQNQHSAG LA
VI DDLLKQGVLI QONSTMNTPVYPVPKPDGKVWRWLDYREVNKTI PLI AAQNQHSAG LS
VI NDLLKQGVLI QONSI MNTPVYPVPKPDGKWRWLDYREVNKTI PLI AAQNQHSAG LS
VI NDLLKQGVLRQSTs pnNTPVYPVPKPDGKWRWL DYRAVNKTI PLI AAQNQHSLG LT
VI NDLLKQGVLI QKESTMNTPVYPVPKPNGRVWRWL DYRAVNKVTPLI AVONQHSYG LG

ke kkhkk kkk*k * k*kkkhkkkhkkkk*k rkrkkkkkkhkkk kkk * * k**k k% -k

TLYRGPYKSTLDLANGFWAHPI KPEDYW TAFTWGEGKT YCWI VL PQGFLNSPALFTADVV
TLYRGQYKTTLDLANGFWAHPI QESDQW TSFTWNCKSYVWI TLPQGFLNSPALFTADWW
TI VROKYKTTLDLANGFWAHPI TPESYWL TAF TWQGKQYCWIRLPQGFLNSPALFTADVV
TI VRQKYKT TL DLANGFWAHPI TPDSYWL TAF TVWQGKQYCWI RL PQGFLNSPAL FTADAV
SI YRGTYKTTLDLANGFWAHPI TPNSYW. TAFTWQGKQHCWI RLPQGFLNSPALFTADVWW
SI YRGKYKTTLDLTNGFWAHPI TPESYW. TAFTWGKQYCWI RLPQGFLNSPALFTADVW
S| FRGKYKTTLDLSNGFWAHSI TPESYW. TAFTW. GQQYCWI RLPQGFLNSPALFTADWV
NLI RHKYKSTI DLSNGFWAHPI TEDSQW TAFTVEGKOHVWI RLPQGFLNSPALFTADVV
SLFKGRYKTTI DLSNGFWAHPI VPEDYW TAFTWGKQYCWI VL PQGFLNSPGALFTGDVW

ke ke kkkkkkkkx X ko ke kkk ko . %k *kkkkkhkkkkk *kk*k * *

Aktives Zentrum der RT
DI LKDI PNVQVYVDDVYVSSATEQEHLDI LETI FNRLSTAGY! VSLKKSKLAKETVEFLG
DLLKDI PNVEVYVDDVYFSNDTEEEHL KTMVDLLFQKLQTAGY! VSLKKSKLGHTVDFLG
DLLKEI PNVQVYVDDI YLSHDDPKEHVQQLEKVFQ LLQAGYVVSLKKSEI GKTVEFLG
DLLKEVPNVQVYVDDI YLSHDNPHEH QQLEKVFQ LLQAGYVVSLKKSEI GQRTVEFLG
DLMKHI PNVQVYVDDL YL SHDDPQEHL QVL QQVLHI LHDAGYVVSLKKSAI AQKVWEFLG
DLLKEI PNVQAYVDDI Yl SHDDPQEHLEQLEKI FSI LLNAGYVVSLKKSEI AQREVEFLG
DLLKEVPNVQVYVDDI Yl SHDDPREHL EQL EKVFSLLLNAGYVVSLKKSEI AQHEVEFLG
DI LKEVPGVSVYVDD Yl SSPTMEEHFQVLDSI FRKLLETGY! VSLKKSALARYEVNFLG
DLLQG PNVEVYVDDVY! SHDSEKEHLEYLDI LFNRLKEAGYI | SLKKSNI ANSI VDFLG

* o0 oe -k % *kkkk- k % * % .. .. * s kK s kkkkk . * - kkk

FSI SQNCRGLTDSYKQKL VDL QPPTTLRQLQSI LGLI NFARNFLPNFAELVAPLYQLI PK
FQ TQTCRGLTDSYKSKLLDI TPPNTLKQLQSI LGLLNFARNFI PNYSELI TPLYQLI PL
FNI TKEGCRGLTDTFKTKLLNI TPPKDLKQLQSI LGLLNFARNFI PNFAELVQPLYNLI AS
FNI TKEGRGLTDTFKTKLLNVTPPKDLKQLQSI LGLLNFARNFI PNFAELVQTLYNLI AS
FNI TKTCRGLTDAFKEKLLNI SPPONLKQLQSI LGLMNFARNFI PNYAERVKPFYSLI ST
FNI TKEGRGLTDTFKQKLLNI TPPKDLKQLQSI LGLLNFARNFI PNYSELVKPLYTI VAN
FNI TKECRGLTETFKQKLLNI TPPRDLKQLQSI LGLLNFARNFI PNFSELVKPLYNI | AT
FVI SETCRGLTSEFRERLQEI TPPTTLKQLQSI LGFLNFARNFVPNFSELVQPLYQLI ST
FQ TNECRGLTDTFKEKLENI TAPTTLKQLQSI LGLLNFARNFI PDFTELI APLYALI PK

* k. * Kk k k% .. k. * EIREE R T S R Sk Ok SR SUICCE . -k
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BFV
EFV
PFV
SFVcpz
SFVor a
SFVac
SFVagm
SFVspm
FFV

BFV
EFV
PFV
SFVcpz
SFVor a
SFVac
SFVagm
SFVspm
FFV

BFV
EFV
PFV
SFVcpz
SFVor a
SFVac
SFVagm
SFVspm
FFV

BFV
EFV
PRV
SFVcpz
SFVor a
SFVac
SFVagm
SFVspm
FFV

AKGCI PWIMDHTTQLKTI I QALNSTENLEERRPDVDLI MKVHI SNTAGYI RFYNHGGK
AKG Yl PWETKHTAI LOKI | KELNASENL EQRKPDVEL| VKVHVSPTAGYI KFANKGSI K
AKGKYl EWSEENTKQLNWI EALNTASNLEERL PEQRLVI KVNTSPSAGYVRYYNETGKK
SKCKY! EWIEDNTKQLNKVI EALNTASNL EERL PDQRLVI KVNTSPSAGYVRYYNESGKK
AKSNNI LWNDEL TSQLQELI TLLNQADNLEERKPTTRLI | KVNSSSHAGYI RYYNEGSKK
ANGKFI SWTEDNSNQLOHI | SVLNQADNLEERNPETRLI | KVNSSPSAGYI RYYNEGSKR
ANGKY! TWITDNSQQLONI I SMLNSAENL EERNPEVRLI MKVNTSPSAGYI RFYNEFAKR
ASGNFI QMAEHTLRLNEL | SALNHAGNL EQRRGDSPLVVKVNASDKTGYI RYYNDNSLI
STKNYVPWQ EHSTTLETLI TKLNGAEYL QGRKGDKTLI MKVNASYTTGYI RYYNEGEKK

* . * . . % * k. * . * EIEREE X 3 * skk o e . *

Pl AYNNALFTSTELKFTPTEKI MATI HKGLLKAL DL SLGKEI HVYSAI ASMTKLQKTPLS
Pl AYHNVVFSKTELKFTI TEKVMITI HKAL L KAFDLAMGQPI W/YSPI HSMIRI QKTPLT
Pl MYLNYVFSKAELKFSMLEKLLTTMHKAL | KAVMDLAMGQEI LVYSPI VSMTKI QKTPLP
Pl MYLNYVFSKAELKFSMLEKLLTTMHKAL KAVDLAMSQE! LVYSPI VSMTKI QKTPLP
Pl LY! NYVFSKAEEKFSMLEKLLTTLHKALI KAVDLAMGTElI MVYSPI VSMTKI QKTPLP
Pl MYVNYI FSKAEAKFTQTEKLLTTMHKGLI KAVDLAMGQEI LVYSPI VSMTKI QRTPLP
Pl MYLNYVYTKAEVKFTNTEKLLTTI HKGLI KALDLGVGQEI LVYSPI VSMTKI QKTPLP
Pl AYASHVFSTAELKFTPLEKLLVTMHRALLKG DLALGQPI KVYSPI ASMXKLQKTPI P
Pl SYVSI VFSKTELKFTELEKLLTTVHKGLLKALDL SMSONI HVYSPI VSMONI QKTPQT

Kk ks ek kks kke s keke Kok KKk kK KRk K Kk ke k%
ERKALSI RALKWOTYFEDPRI KFHHDATL PDL QNLPVPQQDTGKEMT| LPLLHYEAI FYT
ERKALSI RALKWQTYFEDPRLI FHYDDTLPDLQNL- - PQTTLGNEVDI LPLSEYEVVFYT
ERKALPI RW TWMI'YLEDPRI QFHYDKTLPELKHI - - PDVYTSSQSPVKHPSQYEGVFYT
ERKALPI RW TWMI'YLEDPRI QFHYDKTLPELKHI - - PDVYTSSI PPLKHPSQYEGVFCT
ERKALPVRW TWMI'YLEDPRI TFHYDKTLPELKDV- - PSVYQNDI Pl VPHPSQYSMWFYT
ERKALPVRW TWMI'YLEDPRI QFHYDKSLPELQQ - - PNVTEDVI AKTKHPSEFAMVFYT
ERKALPI RW TWVSYLEDPRI QFHYDKTLPELQQV- - PTVTDDI | AKI KHPSEFSMWVFYT
ERKALSTRWTW.SYLEDPRI TFYYDKTLPDLKHV- - PASTDNNI | TLLPI TEYEAVFYT
AKKALASRW.SW.SYLEDPRI RFFYDPQWPALKDL - - PAVDTGKD- NKKHPSNFQHI FYT

-k ko * k- * ok kkk k. * [ sk k. . * . -k K

DGSAI RSPKPNKTHSAGMG | QAKFEP- DFRI VHLWSFPLGDHTAQYAE! AAFEFAI RRA
DGSS| KSPKKDKQHSAGMG | AVRYQP- QWNI | QEWSI PLGDHTAQFAE! AAFEFALKQA
DGSAI KSPDPTKSNNAGMG VHATYKP- EYQUVLNOWS! PLGNHTAQVAE! AAVEFACKKA
DGSAI KSPDPTKSNNAGMG VHAI YNP- EYKI LNQWS! PLGHHTAQVAE! AAVEFACKKA
DGSAI KNPNPTKTHSAGMGBVVQGKFNP- EFQUWNQOWS! PLGNHTAQLAEVAAVEFACKQA
DGSAI KHPDVNKSHSAGMG AQVQFI P- EYKI VHQOWS! PLGDHTAQLAEI AAVEFACKKA
DGSAI KHPNVNKSHNAGMG AQVQFKP- EFTVI NTWS! PLGDHTAQLAEVAAVEFACKKA
DGSAI KSPKTEQTHSAGMGE VMYTP- EPNI TQOWS! PLGDHTAQYAE! SAVEFACKKA
DGSAI TSPTKEGHLNAGMG VYFI NKDGNL QKQQEWS! SLGNHTAQFAE! AAFEFALKKC
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Aktives Zentrum der RNaseH

TA RGPVLI VTDSNYVAKSYNEEL PYWESNGFVNNKKKTLKHI SKWKAI AECKNLKADI H
| RKMEPVLI VTDSDYVAKSYNCQEL DFW/SNGFVNNKKKPL KHYSKWKSI ADCKKHKADI H
LKI PGPVLVI TDSFYVAESANKEL PYWKSNGFVNNKKKPLKHI SKVWKSI AECLSMKPDI T
LKVPGPVLVI TDSFYVAESANKEL PYWKSNGFVNNKKEPLKHI SKVWKSI AECLSI KPDI T
LKI TGPVLI | TDSFYVAESANKEL PYWKSNGFVNNKKKPLKHVSKWKSI ADCLSLKTA T
LKI SGPVLI VTDSFYVAESANKEL PYWKSNGFLNNKKKPL RHVSKVKSI AECLQLKPDI |

LKI DGPVLI VTDSFYVAESVNKEL PYWQSNGFFNNKKKPL KHVSKVKSI ADCl QLKPDI |

SLLQGPVLI VTDDYVARSANKEL PFWRSNGFLNNKKKPLKHI SKWKNI SDSLLLKRNI T
LPLGGNI LVWTDSNYVAKAYNEEL DVWASNGFVNNRKKPLKHI SKWKSVADL KRLRPDVV

* ke s kkk kkk . * -k k * kkkk Kkk. k. ko k- kkk Kk

Aktives Zentrum der RNaseH Schnittstelle RNaseH I N

VI HEPGHQPAEASPHAQGNAL ADKQAVSGSYKVFSNEL KPSLDAELEQVLSTGR- - - PNP
VI HEPGHQNDL QSPYAMGNNAADKL AVKASYTVFSVQT L PSL DAEL HQL L DKQT - - - PNP
| QHEKG SLQ PVFI LKGNALADKLATQGSYVVNCNTKKPNLDAELDQLLQGH- - - - - YI

| QHEKGHQP! NTSI HTEGNALADKLATQGSYVVNCNTKKPNLDAELDQLLQGN- - - - - NV
| KHEKGHQPSHTSVHTEGNALADKLATQGSYVVN- NI | KPSLDAELDQVLQGN- - - - - LP
| MHEKGHQQPMI TLHTEGNNLADKLATQGSYVVHCNTT- PSLDAELDQLLQGH- - - - - YP
| | HEKGHQPTASTFHTEGNNLADKLATQGSYVVNI NTT- PSLDAELDQLLQGQ - - - - YP
| VHEPGHQPSKTSI HTLGNSLADKLAVQGSYSVNTI NKI PSLDAELNQ LEGN- - - - - LP
VTHEPGHQKL DSSPHAYGNNLADQLATQASFKVHMIKN- PKLDI EQ KAI QACONNERL P

**x  *x * % * k- * * - * * k* %

QGYPNKYEYKLVNGL CYVDRRGEECLKI | PPKADRVKL CQL AHDGPGSAHL GRSAL L LKL
KGYPSKYEYTLRDGQVYVKR- - TDGEKI | PSKDDRVKI LEL AHKGPGSGHL GKNTMYI KI
KGYPKQYTYFLEDCKVKVSR- - PEGVKI | PPQSDRQKI VLQAHN- - - LAHTGREATLLKI
KGYPKQYTYYLEDGKVKVSR- - PEGVKI | PPQSDRQKI VLQAHN- - - LAHTGREATLLKI
KGYPKHFVYTLEECGKVI VKR- - PEGTKI | PPLADRKLLASQAHK- - - LSHSGREATLLKL
PGYPKQYKYTLEENKLI| VER- - PNG Rl VPPKADREKI | STAHN- - - | AHTGRDATFLKV
KGFPKHYQYQLENGQVWTR- - PNGKRI | PPKSDRPQ | LQAHN- - - | AHTGRDSTFLKV
KGYPKQYKYVLKNNEL | VQR- - PEGDKI | PPKADRLPLVKTAHE- - - LAHTGREATLLKL
VGYPKQYTYELQNNKCWLR- - KDGAREI PPSRERYKLI KEAHN- - - | SHAGREAVLLKI
R * o ROk, ox *x, KR R
Zi nkfinger Motiv der |ntegrase
QRKYWAPRIVHI DASRI VLNCTVCAQTNSTNQKPRPPLVI PHDTKPFQVWWMDYI GPLPPS
LNKYWAPNLI KDI SKYI RTCTNCI | TNTDNVPNKSYI VQEKTGLPFQKYYMDY! GPLPPS
ANL YWAPNVRKDVWKQL GRCQQCLI TNASNKASGPI LRPDRPQKPFDKFFI DYl GPLPPS
ANL YWAPNVRKDVVKQL GRCKQCLI TNASNKTSGPI LRPDRPQKPFDKFFI DYl GPLPPS
SNTYWAPNVRKDVVKVI GQCQQCLVTNPSNLTSGPI LRPERPTKPFDKFFI DYl GPLPPS
SSKYWAPNL RKDVVKSI RQCKQCLVTNATNLTSPPI LRPVKPLKPFDKFYI DYl GPLPPS
SSKYWAPNL RKDVVKVI RQCKQCLVTNAATLAAPPI LRPERPVKPFDKFFI DYl GPLPPS
QT THWAPNVRKDI | TVLRQCKPCLQTDSTNLTPI PPVSQPRPVKPFDKFFI DYl GPLPPS
CQENYWAPKIMKKDI SSFLSTCNVCKMYNPLNLKPI SPQAI VHPTKPFDKFYMDYI GPLPPS
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Aktives Zentrum der |ntegrase

NGYQHAL VI VDAGTGFTW YPTKAQTANATVKAL THL TGTAVPKVLHSDQGPAFTSSI LA
DGYYHVLVI VDEGTGYTW.YPTKAQTANATVKALNHL TGTAI PKVLHSDQGSAFTSATLYV
QGYLYVLVVVDGMIGFTW. YPTKAPSTSATVKSLNVLTSI Al PKVI HSDQGAAFTSSTFA
QGYLYVLVI VDGMTGFTW. YPTKAPSTSATVKSLNVLTSI Al PKVI HSDQGAAFTSSTFA
NGYL HVL VVWDAMI GFVWALYPTKAPSANATVKALNM. TSI AVPKVI HSDQGAAFTSSTFA
NGYLHVLVVVDSMI G-V YPTKAPSTSATVKALNM.TSI Al PKVLHSDQGAAFTSSTFA
NGYLHVLVVVDSMI GFVWL YPTKAPST SATVKALNM. TSI AVPKVI HSDQGAAFTSATFA
HGFSYVLVI VDARTGFTW. YPTKAPSTNATI NSLNLLLGTAI PKVLHSDQGSAFTSATFA
EGYVHVLVWWDAATGFTW.YPTKAQT SKATI KVLNHLTGLAI PKVLHSDQGSAFTSEEFA
K Kk kk ke ko kkkkk - kko o kK kokkko kkkEkR kkkk
Aktives Zentrum der |ntegrase

DWAKDRA QLEHSAPYHPQSSGKVERKNSEI KRLLTKLLAGRPTKWYPLI Pl VQLALNNT
AVWAKDKG QVEYSSPYHPQSSGKVERKNSEI KRLLTKLLVGRPTKWYPLI PTVQLALNNT
EWAKERG HLEFSTPYHPQSGSKVERKNSDI KRLLTKLLVGRPTKWYDLLPVVQLALNNT
EWAKERA HLEFSTPYHPQSSGKVERKNSDI KRLLTKLLVGRPTKWYDLLPVVQLALNNT
DWAKEKA HLEYSTPYHPQSSGKVERKNSDI KRLLTKLLVGRPTKWYDLLSTVQLALNNA
DWAKEKG QLEFSTPYHPQSSGKVERKNSDI KRLLTKLLI GRPAKWYDLLPVVQLALNNS
DWAKNKG QLEFSTPYHPQSSGKVERKNSDI KRLL TKLLVGRPAKWYDL L PVWQLALNNS
EWAKDRSI QLEFSTPYHPQSSGWERKNKEI KRLI TKLLVGRPTKWYPLLPTVQLALNNT
QMNKERNI QLEFSTPYHPQSSGKVERKNSEI KKLL TKLLVGRPLKWYNLT SSVQLALNNT

*kkoe o *ok ke kkkkkk khkkkk - kk k- kkhkkk kkk kkk k- *kkkkkk -

PNTRQKYTPHQL MYGADCNL PFENL DTL DL TREEQLAVL KEVRDGLL DL YPSPSQTTARS
PNAKI GKTPHQLMYGVDCNL PFQDL STL DL TREEQLAVL QEI RTALEQPAQHP- - - TLPK
YSPVLKYTPHQLLFG DSNTPFANQDTLDL TREEEL SLLQEI RTSLYHPSTPP- - ASSRS
YSPVLKYTPHQLLFG DSNTPFANQDTLDL TREEEL SLLQEI RASLYQPSTPP- - ASSRS
YSPI LKHTPHQLLFGVDANI PFANQDTL DL TREEEL SLLQEI RESLI QPPSPP- - ASSRS
YSPSSKYTPHQLLFGVDSNTPFANSDTL DL SREEEL SLLQEI RSSLHQPTSPP- - ASSRS
YSPSSKYTPHQLLFG DSNTPFANSDTLDLSREEEL SLLQEI RSSLYLPSTPP- - AS| RA
YSPRTKL TPHKL L FGVDGNVPFANQDTL DL TREEEL SLLAEL RSSFL PSASPP- - ASSRS
HVWSTKYTPHQLMFG DCNL PFANKDTL DWIREEELAL L QEI RESLQHPVQPP- - - TCSG

kkk k- k * *x *x - * k% ckkk ke ok ke ok . *

W' PSPGLLVQERVARPAQL RPKWRKPTPI KKVLNERTVI | DHLG- QDKVVSI DNLKPAAH
W' PCPGLLVQERVNRPAQL RPKVKKPTPI LKVLNPKTVVI AGPGEQERI VSI DNLKKTPH
WEPVWGEQL VQERVARPASL RPRVHKPSTVLKVLNPRTVVI LDHLGNNRTVSI DNLKPTSH
WEPVVGQL VQERVARPASL RPRWHKPSTVLEVLNPRTVVI LDHLGNNRTVSI DNLKPTSH
W PAVG. L VQERVARPASL RPRWHKPVKI LEVLNPRTVVI L DHLGNNRTVSVDNLKLTAN
WEPSVGQL VQERVARPASL RPRVHKPTAI LEVVNPRTVI | LDHLGNRRTVSVDNLKLTAY
WEPSVGQL VQERVARPASL RPRWHKPTPVLEVI NPRAVVI L DHLGNRRTVSVDNLKLTAY
WRPSVG.LVQERVARPSQLRPKVWKKPVI | CELI NDRTVWVI VDKAGNKRTVSI DNLKLTPH
WEPYVGEQLVQERVYRPSQL RPKWRKPTKVLEI LNPRTVI | VDHLGORKSVSI DNLKPTAH
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BFV K- - - - LAQTPDSAEI CPSATPCPPNTSLWYDL DTGTW CORCGYQCPDKYHQPQCTWSC 1188
EFV HD- - - - TSNDSTRVDAVEVPTECQ - - - - - === === - - mm o oo oo oo m oo oo 1146
PFV Q - - NGTTNDTATMDHLEKNE- - - - - - === - m o e mm e e oo o 1143
SFVepz Q - - NGTTNDTATMDHLEQNEQSS- - - - = - === -----mmmmmmmmmom oo oo o - 1146
SFVor a Q - - NGSTNDSTTMAGLGNAESQ - - == == === --mmmmmmmmmmmmmmm oo oo - 1145
SFVimac QD- - NGTSNDSGTMALMEEDESSTSST- - - - === - === - oo s mmm o e e o e oo oo - 1149
SFVagm QK- - DGTPNESAAVWAMEKDE- - - === === ----mmmmmmmmmmo oo oo o 1143
SFVspm QKNSHGSTPDI TGVDVMEQEEEPGNVD- - - - === === -mmmmmemm e oo oo o - 1148
FFV QHNGTRTCDDPEGVDGVECSQT TTETSVDSS- - - - === - === - - - - - m o e oo oo - - 1156
BFV EDRCGHRWKECGNCI PQDGSSDDASAVAAVEI 1220

EFV QDQRGHT---------mmmmmmm oo - 1153

PFV e

SFVCpz =~ -

SFVora = @ ----eeeeeeee oo

SFVmac ~ ---meeeee oo

SFVagm ~  ---------eeeeeeo oo

SFVspm  ----eeeeoeeee oo

e e

Abb. 29: Vergleich der Aminosaure-Sequenzen von FV-Pol mit Motiven (in aa).

3.2.5 Charakterisierung von Env

Das offene Leseraster fur env beginnt an Nukleotid 6657 und endet an
Nukleotid 9514. Dies ergibt ein Env-Protein mit einer Lange von 986
Aminosauren.

Wie bei den bisher bekannten FV kann man auch bei SFVspm drei
Untereinheiten des Env-Proteins erkennen: das Leader-Peptid (LP), die
Surface-Untereinheit (SU) und die Transmembran-Untereinheit (TM), die alle
drei im Virion zu finden sind. Den Schnittstellen konnten anhand von
Homologien folgenden Sequenzabschnitten des Env-Proteins zugeordnet
werden: die LP/SU-Schnittstelle befindet sich C-terminal von R***SPR'® /, die
SU/TM-Schnittstelle C-terminal von R°*®QRR*"!/. Beide Schnittstellen stellen
Motive fUr eine Abspaltung durch Furin-ahnliche Proteasen dar. Somit besitzt
LP eine Lange von 129 aa, SU von 443 aa und TM von 415 aa. Tabelle 13 zeigt
die Grol3en der drei Env-Untereinheiten von SFVspm im Vergleich zu anderen
FV.
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SFVspm PFV  SFVcpz SFVora SFVmac SFvagm FFV  BFV  EFV

Env 986 988 988 989 989 982 982 990 986
LP 129 126 126 126 126 126 127 123 122
SuU 442 445 445 446 447 441 434 449 441
™ 415 417 417 417 416 415 419 418 423
Tabelle 13: GrolRenvergleich der Env-Untereinheiten verschiedener FV in aa.

AulRerdem konnten den jeweiligen Env-Proteinen spezifische Doméanen
zugeordnet werden. So befindet sich ein Gag-Interaktionsmotiv im LP an
Aminosaure-Position W' und W*3, das eine bedeutende Rolle beim Partikel-
Zusammenbau spielt. Die Signalsequenz des LP, welche das Env-Protein zum
rER dirigiert, konnte im Bereich der Aminosauren 69 bis 86 identifiziert werden.
Die hydrophobe membrandurchspannende Region, die den N-terminalen
zytoplasmatischen Teil des LP vom C-terminalen extrazellularen Teil abtrennt,
befindet sich an den Aminoséure-Positionen 59 bis 95. Dieser Bereich wurde
durch eine Analyse der Hydrophobizitat vorausgesagt, ebenso konnte das
hydrophobe Fusionspeptid (FP) im TM-Protein und dessen
membrandurchspannende Domane (MSD) ermittelt werden. Das FP erstreckt
sich von den Aminosauren 572 bis 589, die MSD von 949 bis 973 (siehe Abb.
30). Am C-Terminus von TM konnte schliel3lich das ER Retentionssignal mit
dem konservierten Dilysin-Motiv an Position K%?RK%* nachgewiesen werden.
Dieses ist fur die Knospung vom ER von zentraler Bedeutung. Abbildung 31
zeigt den Vergleich der Aminosaure-Sequenzen der FV-Env-Proteine mit ihren

charakteristischen Motiven.

Schnittstelle LP/ SU Schnittstelle SU TM
BFV 123 RLRR / Al HL 130 569 RTRR / SINN 576
EFV 122 RLRR / AVHL 129 560 RRKR / GDNF 567
PFV 123 RI AR / SLRM 130 568 RKRR / SVDN 575
SFVcpz 123 RI AR / SLRM 130 568 RKRR / STDN 575
SFVora 123 RLAR / SIRT 130 568 RNRR / SLDN 575
SFVmac 123 RLAR / SIRV 130 570 RKRR / SVNN 577
SFVagm 123 RLTR / SLKV 130 564 RRKR / STNI 571
SFVspm 126 RSPR / DLVR 133 568 RQRR / DVDN 575
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FFV 124 RRRR / DI QY 131 559 RQRR / SVST 566

Abb. 30: Vergleich der Schnittstellen innerhalb foamyviraler Glykoproteine.
LP-Gag-Interaktionsmotiv

BFV - - MAPPMTL QQW. QARYNL ETTNL L QUNPKVESVCL PDFDPPGDEEV- - - - - SLRI RCKY 53
EFV - - MTPPMTL PEWVQARYRQNVNKI REAI PDVQ- | DLPVYNPDMTKPL- - - - - PLCLRI KY 52
PFV - - MAPPMTL QQW | WKKIVNKAHEAL QNTTTVTEQQKEQ | LDI QNEE- - VQPTRRDKFRY 56
SFVcpz - - MAPPMTL QQW | WNKIVNKAHEAL QNSTTVTDQQKEQ | LEI QNEE- - VRPTRKDKI RY 56
SFVor a - - MAPPMT L QQW. VVDRMOKANEAL KSTTAVSEEEKEHL I LEI QNEE- - | | PTKVDRVKY 56
SFVmac - - MAPPMTL EQAL L WKKVSQAHQAL ENVTTL TEEQKQQVI | DI QHED- - WPTRMVDKLKY 56
SFVagm - - MAPPMNL QQW.LVWKKIVNETHLALENI SSLTEEQKQQVI | El QQEE- - VI PTRVDRVKY 56
SFVspm - - MAPPL TL QEWWL WRKKRNL ETWINNSSAL TSEAKQVL L DEAEDI NNLGKPTLKHRFSY 58
FFV VEQEHVMI L KEWVEWNAHKQL QKL QSTHPEL HVDI PEDI PLVPEKVP- - - - - - LKMRVRY 54

* k. * . . . *

Hydr ophobe nenbranedur chspannende Regi on mit Signal sequenz vom LP

BFV W YLCCATSTRI MAW VFI LTVLSI LLI SVLI AVFRLOQAKGAI ESPGPI LWW- NSNSI N 112
EFV VWWMYLLCATSPRVMAWLLFVCVLI SVM | AVI VTVFRMOAKAAI DVPGPVLFWN- HTDVLT 111
PFV LLYTCCATSSRVLAWVFLVCI LLI | VLVSCFVTI SRI QANKDI QVLGPVI DWN- VTQRAV 115
SFVcpz LLYTCCATSSRVLAWWVLLVCVLLI WLVSCFLTI SRI QANRDI QVLGPVI DVWN- VTQRAV 115
SFVor a LLYTCCATTTRTLAWLFLFCVLLI WLVTCFI TI ARl QANQDI QVYGPVI DWN- | SHQAI 115
SFVac LAYSCCATSTRVLCW VLVCVLLLVVFI SCFVTMSRI QANKDI AVFGPVI DWN- VSQQAV 115
SFVagm LAYACCATSTRVMCWLFLI CVLLI | VFVSCFVTVARI QANRDI NVFGPVI DVWN- VTHQAT 115
SFVspm LCYLACATTTRI VGWN VFVCLLI AVI Cl TCFVTMARMMKQAI | THGAVI DWNQTTHKI | 118
FFV RCYTLCATSTRI MFW LFFLLCFSI VTLSTI | SI LRYQWKEAI THPGPVLSWQ VTNSHYV 113

* xkk+ Kk o+ ke s R * * . ke

Schnittstelle LP/SU

BFV AQPTTPPHYSRLRRAI HLAQKPVQVNFTSI PQGLFLEPHPKPI | SKERVLGLSQWMWDS 172
EFV HVPPVGPHVTRLRRAVHLADRAVNI NI THI PQGVFLEPFPKPI | DKERVLG SQ VM DS 171
PFV YQPLQTRRI ARSLRMQHPVPKYVEVNMT'S| PQGVYYEPHPEPI WKERVLGLSQ LM NS 175
SFVcpz YQPLQTRRI ARSLRMQHPVPKY! EVNMTS| PQGVYYEPHPEPI WTERVLGLSQVLM NS 175
SFVor a YKPLLMKRLARS| RTHYPI PKNVEVNMT'S| PQGVYYEPHPEPI | VKERVLGLSQVI M NS 175
SFVimac | QQ RAKRLARS| RVEHATETYVEVNMT'SI PQGVLYVPHPEP! | LKERI LGLSQVMM NS 175
SFVagm YQQLKAARLTRSLKVEHPHI SYI SI NVBSI PQGVMYTPHPEPI | LKERVLG SQVLM NS 175
SFVspm PVALRSKRSPFDL- VRI VEEKW EI NATG PQGVYLTPHPKPI | VKERI LGLSQ VLI NS 177
FFV TMGGNTSSSSRRRRDI QYHKLPVEVNI SGI PQGLFFAPQPKPI FHKERTLGLSQVI LI DS 173
. C ok mkake R Rk kR Kk kAs ook
BFV STLTQKLNLEGEAKSLLI KTl NEELI SLQDVVLNFDLPLGDPHTQEEY! AKRCYQHFGHC 232
EFV GSI AQGSMNL DL YMKHL LVDM NEEMVAL SNVWL PFEL PVGDPSTQDQY! HKRCYQQFAHC 231
PFV ENI ANNANL TQEVKKL L TEMVNEEMQSL SDVM DFEI PLGDPRDQEQY! HRKCYQEFANC 235
SFVcpz ENI ANNANL TQEVKKL L AEVVNEEMQSL SDVM DFEI PLGDPRDQEQY! HRKCYQEFAHC 235
SFVor a ETVANSANL TQEAKVL L ADMNEEL QGLADVM DFEI PLGDPRDQDQY! HRKCFQEFAHC 235
SFVimac ENI ANTANL TQETKVLLADM NEEMNDLANQM DFEI PLGDPRDQKQYQHQKCFQEFAHC 235
SFVagm ENI ANVANL SQETKVLLTDM NEEL QDL SNQM DFEL PLGDPRDQDQY! HHKCYQEFAHC 235
SFVspm ESI ASSMVEI KQEHKSLLTKI | NEEMKSLRDVM.DFEL PLDDPKTQKEY! QQRCFQEFKDC 237
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DTl TQGH - | KQQKAYLVSTI NEEMEQLQKTVLPFDLPI KDPLTQKEY! EKRCFQKYGHC

e Eo o O P
YWH PGG- KEWPTREI | QDQCPLNNSW.TAL HYDYL PAWDYYNQPPPRQL SLKDFR- KY
YI VWOPGR- RYWWPTSEI | QDQCPL PDHPYRPL GYMQIQNAYDL YLQPPRYGLQNVNLTSLY
YLVKYKEP- KPWPKEGLI ADQCPLPGYHA- GLTYNRQSI WDYYI KVESI RPANWT TKSKY
YLVKYKTP- KSWPTEGLI ADQCPLPGYHA- GLSYKPQSI WDYYI KVEI TRPANWSSQAVY
YLVKYKDP- KGAPSEKLI VDQCPI PGVHI - PSI YKYQAI VWDYYI PFQVWRPENVWKAEDVY
YLVKYKTT- KGAPSSTVI ADQCPL PGNHP- TVQYAHQNI WDYYVPFEQ RPEGANSKSYY

YLVKYKKP- SPW SEG | VDQCPLPRI HD- PNYYKYQPI VDYYLKI QNI RPQGWIT SKSYY

YLVKYNTPNKPWPTDYVLCQDMCPLP- - - - - GCEYPPONAVWNYYLKI QNI RPKDWI'SGKYY
YVI AFNGN- KVYWWPSQDL I QDQCPL PPRFGNNLKYRNHT I VKYY1 PLPFKVSSNWIRVESY

* .. * . * Kk k. * . * *

NI SNNGSRYEAYRL PLQDKI GAVAFCSPTL YSSWANYTQSSREREEL FRRKLETFLNP- -
G ARl G - - - AYRVLYPEQYNATI FCSDQL YGNWAYLNRTSEQKEETYRKKMLNLTEN- -
GQARLGS- FYI PSSLRQ NVSHVLFCSDQLYSKVWYNI ENTI EQNERFLLNKLNNLTS- - -
GQARLGS- FYVPKG RONNYSHVLFCSDQLYSKVWYNI ENSI EQNEKFLLNKLDNLTT- - -
GQARI ES- YYVPKI FONNNI SHVLFCSDRL YNKWYTTENTLLQNEELLI | KLTNLTK- - -
EDARI GG FYI PKWLRNNSYTHVLFCSDQ YGKWYNI DLTAQERENLLVRKLI NLAKG- -
GTARMGS- FYI PTFLRNNTVSHVLFCSDQL YGKVWNI ENNI QENEQLLKTKLYNLT- - - -
GSARMGG FW/PPKLKQONFTHVL FCSNKL YGKVWYNSTNTVELNENL L LKRL TNL FMNNE
GNI Rl GS- FKVPDEFRON- ATHG FCSDAL YSNWYPRDL PSSVQQSFAQAY! TKVLIVKRK
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QT GCLNPEAL PGTVWHT L GKGEWFRDL TTYDFCKKPEAVFGLNKTYYSWSL VWEGDCGRQGN
NSSI LKDRAL PPTWI PKGQARL FREL NPL DFCTKPEAVMLLNQSYYTWSLWEGDCYVYSR
GT' SVLKKRAL PKDWESQGKNAL FREI NVLDI CSKPESVI LLNTSYYSFSLWEGDCNFTKD
GSSLLKKRAL PKEWSSQGKNAL FKEI NVLDVCSKPELVI LLNTSYYSFSLWEGDCNFTKN
KDAQLKERALPPSWSTEGKSLLFREANTLDI CNI PEAI LLLNTTYYNFSLWEGDCGYDGK
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344
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408
404
409
409
409

NSSQL KDRAMPAEVWDKQGKADL FRQ NTLDVCNRPEMVFLLNSSYYEFSLWEGDCGFTRQ 410

TYSKLKARAL PKEVANQGNARL FRSFNPLDVCNRPEAVLLLNTTYFTYSLWEGDCNYT- T
SSSQLKNRAMPREVWHSSGONALFRNI TRI DYCMLPEAVI LLNTTKTDYSLVWEGDCNI YTN
KQPTLRDI AFPKEL SPVGSGVLFRPI NPYDI CNVPRAVLLLNKTYYTFSLWEGDCGYYCH
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DTQDYPPECRNYEKKD- - - GVHVYGCRYWRT YSQTAHTPDNL SCYL SEDYCL FQPKWDSA
N- 1 SFPPECI NYTRI AN- KTAHPYACRHWRLL STNNEGKDEI KC- - SEYGCLFYPKYDQF
M SQLVPECDGFYNNSKWWHVHPYACRFWRSKNEKEETKCRDG- - - ETKRCLYYPLWDSP
M SQLVPECEGFYNNSKWWHVHPYACRFWRSKNEKEETKCRPG- - - EKEKCLYYPYQDSL
NI TNMLTSCKDFYTQAS- KSKHPYACRFWRYKTEKEETKCYDNK- - DKTRCLYFPKWDTA
NVTQANSL CKDF YNNSKWXKL HPYSCRFWRYKQEKEETKCSNG- - - EKKKCLYYPQWDTP
ALl ONLTECR:- - - QPDRLKLKHPYACRFWRYKEGQEEVKCLG\- - - EKKKCLYYSEYSSP
NVTKHP- ACANFDYKDR- PKLHPYTCRHWRL K- EQEQTKCL GE- - - QTNKCI YYPAYSSP
NLTLHP- ACKNFNRTR- - - QDHPYACRFWRNKYDSESVQCYNN- - - - - DMCYYRPL YDGT
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El RSDLGYLAYLGAFPSPI CI EARNL TDQDYKVTSI YAECVKQEKQYDI | DVTRQLTSKL
ELANDFGFLAYQKMFPSPI Cl QNYSL STEPYKVQSLYQECI QKGTSYDLEDVI NQLLRVL
ESTYDFGYLAYQKNFPSPI Cl EQQKI RDQDYEVYSLYQERKI ASKAYG DTVLFSLKNFL
ESTYDFGFLAYQKNFPAPI CI EQQEI RDKDYEVYSLYQECKLASKVHG DTVLFSLKNFL
EELYDFGFLAYLGHFPSPI Cl KEHKI KEVKYSVYSLYQECI NKASTYG GNVWEG KELL
EALYDFGFLAYLNSFPSPI CI KNQTI REPEYKI SSLYLECMNASDRHG DSALLALKTFL
EAQFDFGFL SYLNAFPGLKY! ENQTVREPEYEVYSLYMECMNSAEKYG DSVLFALKTFL
EYLWDFGAL AYNGNFPSPVCEQQEKI REPKYEL YSL YGECVRATEQL SLEQVLLGLHGFI
ENTEDWGALAYTDSFPSPI Cl EEKRI WKKNYTLSSVLAECVNQANEYG DEVLSKLDLI F
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Schnittstelle SU/TM

525
520
526
526
526
527
521
525
519

TRRGVFLGDLPADRAFSLLTDFSLPASYQNKTQDGRRKVCSSKRTRRS- - - - | NN\VIRRLQ 581
NNG DLGKVPASRAFTPFYN- QWPVSYK- KRDVTKRKSCG- RRKRG: - - - - - DNFRKLQ 571

NYTGTPVNEMPNARAFVGL| DPKFPPSYPNVTREHYTSCNNRK- RRSV- - - - DNNYAKLR
NHT GRPVNEMPNARAFVGL VDPKFPPSYPNVTREHYTSCNNRK- RRST- - - - DNNYAKLK
NSTGTPVNEMPNARAFVGL VNPDFPPL YKNKTSQERESCFNRRNRRSL - - - - DNNYVKLR
NFTGQSVNEMPLARAFVG. TDPKFPPTYPNI TRES- SGCCNNNKRKRRS- - - - VNNYERLR
NFTGTPVNEMSTARAFVGLTDPKFPPTYPNI TKEQ- KRCNNLKRRKRS- - - - TN- | EKLR

581
581
582
582
575

RFQHDPI TQVPKERAFI GLDSPKWPP| YPNVTGETRASCPSKRQRRV- - - - DNNWVIRKLQ 581
G\ - - - LTHQSADEAFI PVNNFTVP- RYEKQNKQQKT SCERKKGRRQRRSVSTENLRRI Q 574

* % * *

Hydr ophobes Fusi onspeptid
| TGQSMNQAI TTLSKLSDLNDENLAAG HLLQDHI VTLMEATLHDVSLLGHMISI QHLHT
TSGLSMNQAI STLAKI SDLNDENLAAG HLLQEHI VTLMEATVHDI SMLEAAHGLQ LHT
SMGYALTGAVQTLSQ SDI NDENLQQGE YLLRDHVI TLMEATLHDI SVVMEGVWAVQHLHT
SMGYALTGAVQTLSQ SDI NDENLQQGE YLLRDHVI TLMEATLHDI SVMEGVWFAVQHLHT
SMGYSLTGAVQTLSKI SDI NDENLQQGL YLLRDHLVTLMEATLHDI SLMEGMLAVQHLHT
SMGYALTGAVQTLSQ SDI NDERL QHGVYLLRDHVVTLMEAALHDVSI MEGMLAI QHVHT
SMGYSLTGAVQTLSQ SDI NDERL QQGVSLLRDHVWTLMEAALHDI TI MEGWLAI QHVHT
KAGYAI TNSVKQ AQ SDLNDESI VSGLYLLRDHVWTLMEATLHDVSALEDSI Al QHFHT
EAGLGLANAI TTVAKI SDLNDQKLAKGVHLLRDHVVTLMEANLDDI VSLGEQ Q EHI HN

* . - e R ) . d e+ kke ke khkkkk - k- . - *

641
631
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641
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HLATFKNLLI GNRVDWSVLENKW QEELKYTDEVM\VI RRTARSI TYDVONVKNTSDSTM 701

HLSTLRLLLTENRVDWANLI DSTW QQQLQADEALM\VI RRTARSMTYRVI QQ NRPDMT L
HLNHLKTM.LERRI DWI'YMSSTW. QQQL QKSDDEMKVI KRI ARSLVYYVKQTHSSPTATA
HLNHLKTM.LERRI DWI'YMSSAW. QQQL QKSDDEMKVI KRI AKSLVYYVKQTYNSPTATA
HLNHFKTMLLERRI DWI'FI NSDW. QQQL QQPTDHWKI | KRTARSLVYYVEQTSNSPTATS
HLNHLKTM.LMRKI DWI'FI RSDW QQQL QKTDDEMKLI RRTARSLVYYVTQTSSSPTATS
HLNHLKTI LLMRKI DWIFI KSNW KEQL QKTEDEMKI | RRTAKSLVYYVTQTSSSTTATS
HLMQLKLLLVENRVDWSY! DTQW KTQLQLNDEDMKVLRRTARALVYNI DHI EDTKTSTI

HLTSLKLLTLENRI DWRFI NDSW QEEL GVSDNI MKVI RKTARCI PYNVKQTRNLNTSTA
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VEEI Y1 YYELI LPERI W RNVWQVANL GHL THNSGYL THVTI HHPYEI VNQDCEELTFLHLV
VELG YYELI | PKKVWALTNVKI QNI GHLI KNAGHLARVEL QHPYEI VNQDCEQLTYLELK
VEEI GLYYELVI PKH YLNNVWAVVNI GHLVKSAGQLTHVTI AHPYEI | NKECVET! YLHLE
VEI GLYYELTI PKHVYLNNVWAVVNI GHLVQSAGQLTHVTI AHPYEI | NKECTETKYLHLK
VEEVGE YYE! | | PKH YLNNWQI KNI GHLI HSAGQLTHVTI DHPYEI LNRECEETKYLHLE
VEEI G YYEI VI PKH YLNNWQVI NVGHLLESAGHL THVKVKHPYEI | NKECSDTQYLHLE
VEEI G YYEI Tl PKH YLNNWQVI NI GHLVESAGHLTLI RVKHPYEVI NKECTYEQYLHLE
VEI AMYYEI | VPSVI YSTNVAVONVGHLI ASAGSL TLVKVKHPYEI | NQECA | KYLHI E
VEEI YLYYEI | | PTTI YTONWNI KNL GHLVRNAGYL SKVW QQPFEVLNQECGTNI YLHVE

*k+ ckkk .ok .. *k oo ke kk%k B L R ) ck .

DCHEQDYL| CEEVMEVEPCGNLTG- SDCPVLAENI QAPYVYL HPLKNGSYLLMASHTDCS
GOQELDYLVCEE! LQHEPCGNQTG- SDCPVTAQKI KDPYVW YPLKNGSYLI MSSHTDCA
DCTRQDYVI CDWKI VQPCGNSSDT SDCPVWAEAVKEPFVQVNPLKNGSYL VLASSTDCQ
DCRRQDYVI CDWWEI VQPCGNSTDT SDCPVWAEAVKEPFVQVNPLKNGSYL VLASSTDCQ
QCI KQDYVI CDI VERVQPCGNTTGTTDCAVYAKAI KSPYTEI LPLKNGSYLVLSDSTSCN
ECI REDYVI CDI VQ VQPCGNATEL SDCPVTALKVKTPY! QVSPLKNGSYLVLSSTKDCS
DCl SQDYVI CDTVQ VSPCGNSTTTSDCPVTAEKVKEPYVQVSALKNGSYL VL TSRTDCS
NCQETDYVI CDTI EEVQPCGNQTG- SDCPVLAEPVPDGFHVI ESLKNGSY! YMBHYQDCS
ECVDQDY! | CEEVMVELPPCGNGTG- SDCPVLTKPLTDEYLEI EPLKNGSYLVLSSTTDCG
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LPPYEPVVVTVNDSLECYGKPLKRPLTS- - HTElI KLFAPQ PQLRVRLPHLVG | AKLKS
| PPYEPVLVTVNDTVRCFGTITLKKPLRT- - SLETFTFQPH PQLQVRLPHLVGLI AKI KG
| PPYVPSI VTVNETTSCFGLDFKRPLVA- - - EERLSFEPRLPNLQLRLPHLVA | AKI KG
| PPYVPSI VTVNETTSCYGLNFKKPLVA- - - EERLGFEPRLPNLQLRLPHLVA | AKI KG
I LPY!1 PSI VTVNETVECFGVLFKKPLTA- - - ERKTDYTPHI PPLRLRLPHLLG | AKLKN
| PAYVPSVWTVNETVKCFGVEFHKPLYA- - - ETKTSYEPQVPHLKLRLPHLTG | ASLQS
| PAYVPSI VTVNETVKCFGVEFHKPLYS- - - ESKVSFEPQVPHLKLRLPHLVG | ANLQN
LTPYl PQVWTVNATI KCLGRNLKPPLSQTEAETNLVLTPQVPRLKI QLPHLVGVI TKLKG
I PAYVPWVI TVNDTI SCFDKEFKRPLKQ - ELKVTKYAPSVPQLELRVPRLTSLI AKI KG

LEOR poxRRR ok R Kook ok nooRrx ko,
LKI KVTSTWESI KDQ HRSEQEL L RLDL HEGDYSDW LQLGNALEDVWPVAASAVSTI GT
LKI El TSTVENI KDQ KRSEAEL L RL DL HEGDYAEWT KQL GKAL EDI WPAAAQTVSKI CD
| KI EVTSSGESI KEQ ERAKAEL LRLDI HEGDTPAW QQLAAATKDVWPAAASAL QG GN
LKI EVTSSGES| KDQ ERAKAEL LRLDI HEGDTPAW QQLAAATKDVWPAAASAL QG GN
| KI EVTSTQENI KDQ ERAKAELLRLDI HEGDSPAW KQLAAATEDVWPTLATGLKSI GN
LElI EVTSTQENI KDQ ERAKAQLLRLDI HEGDFPDW.KQVASATRDVWPAAASFI QGVGN
LEl EVTSTQESI KDQ ERAKSQLLRLDI HEGDFPAW QQLASATRDVWPAAARAL QG GN
| QVKI TSTWETI KDQ DRAQAEL L RL DL HEGDSANW.KQL SKATEDI WPAAAATFGKVCD
| Q El TSSVETI KEQVARAKAEL LRL DL HEGDYPEW.QLL GEATKDVWPTI SNFVSG GN
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Membrandurchspannende Doméne des TM Dilysin Motiv
BFV LLEKAAGTLFGNVFSI LAYAKPVI | G | LI LLLLVI RI LRAWLAVE- - RRRKQE- - - - 990
EFV FLCKI ADA FGTTFSLLTYAKPVI | G WI VLLI LI I Rl LSW.AALGPRRRRREDKCE 986
PFV FLSGTAQE FGTAFSLLGYLKPI LI GVGVI LLVI LI FKI VSW PTK- - - KKNQ- - --- 988
SFVcpz FLSGAAHG FGTAFSLLGYLKPI LI GVGVI LLI | LI FKI VSW PTK- - - KKSQ----- 988
SFVor a FLSDAAQAE FGTAFA LGYVKPI LI GVvA | LLI WI FKI | SW PI K- - - RKSQ----- 989
SFVmac FLSNTAQG FGSAVSLLFYAKPI LI G GVI LLI ALLFKI | SW.PCK- - - PKKN- - - - - 989
SFVagm VLSNTAQGE FGTTVSI LSYAKPI LI G GVI LLI AFLFKI VSW.PCK- - - KKRN- - - - - 982
SFVspm FLSGTFGGLFGT - - - LGYIKPIIVGIVILLLIVIVCK | LSW.PSK- - - RKTQ----- 986
FFV FI KDTAGE FGTAFSFLGYVKPVLLGFVI | FCI I LI T KI | GALONT- - - RKKDQ- - - - 982

- kK * Kk kkoe o+ o- ok - . . C ke k.

Abb. 31: Vergleich der Aminosaure-Sequenzen von FV-Env mit Motiven (in aa).

3.2.6 Charakterisierung der akzessorischen Proteine Tas und Bet

Die akzessorischen Proteine Tas und Bet lassen sich auch bei SFVspm
voraussagen, da zwei zusatzliche offene Leseraster im Genom existieren. Das
offene Leseraster des tas-Gens erstreckt sich Uber den Genomabschnitt von
Nukleotid 9487 bis 10461, somit besitzt das Tas-Protein eine Lange von 314
Aminosauren. Von PFV ist bekannt, dass ein Motiv mit der Sequenz KRPRRR
ein nukleares Lokalisationssignal darstellt und die N-terminale DNA-bindende
Doméane von der C-terminalen Aktivierungsdoméne des Transaktivators
abtrennt. Ein ahnliches Motiv findet sich bei SFVspm im Bereich der
Aminosauren 243 bis 247 mit der Sequenz KRRQR (Abb. 32). Das Zentrum der
Aktivierungsdomane befindet sich wahrscheinlich zwischen Aminosaure 260
und 312 (Abb. 33).

SFVimac 216 PPTRKRRSKE 226
SFVagm 214  ADRPKRSRWG 224
PFV 214 KPRQKRPRRR 224
SFVcpz 214 KPRPKRSRKR 224
SFVspm 239 TEPPKRR®G 249

* %

Abb. 32: Vergleich der nukleéren Lokalisationssignale in Tas.
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SFVac
SFVagm
PFV
SFVcpz
SFVor a
SFVspm
Abb. 33

244
242
240
240
221
260

STSNCGDPNVAL L SGPCGPHSI QPPSCL L QEL PKPEVGSPEMAVAMSGGPFWEEVYGDSI FA 293
NTSSGDAVAL MPGPCGPFNIVDPPGCL L ERVPGSEPGT SEVAL AMSGGPFVWEQVYRDSI SG 291
CASSSDTMANEPGSL CTNPLWNPGPL L SGLLEESSNL PNL EVHVSGGPFVEEVYGDSI LG 289
CASSCDTVANESGPL CTNTFWPGPVL QGLL GESSNL PDL EVHVESGGPFVWKEVYGDSI LG 289
HPSSG PLAPGPRQCSTNTSNPPESLLRLLPGNDAI SPALAI SMSGGQ VEEVYNDLLLD 270
TFDSGPLEQLVLTHTCAYTTEWPEPKRIHLGDLETVCPALPDPGEGG-INSEME 312

. Vergleich der Zentren der Aktivierungsdoméne in Tas.

Das Bet-Protein wird aus einer mehrfach gespleilsten mRNA translatiert. Es

besteht zum einen aus Aminosauren des tas-Gens, zum anderen aus

Aminosauren des bel-2-ORF. Durch computergestiitzte Analysen konnten der

SpleiR-Donor und Splei3-Akzeptor innerhalb des tas-ORF an die Nukleotid-

Positionen 9792 und 10287 vorausgesagt werden. Das Bet-Protein hat somit

eine berechnete Lange von 375 Aminosauren. Da nur sehr wenige Homologien

zwischen den einzelnen Bet-Proteinen der FV bestehen, konnten keine

funktionellen Domé&nen nachgewiesen werden.
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3.3 Komplette Nukleinsaure-Sequenz des SFVspm

s I A d A 8 d W ¥ d K H d 9 ¥ A 8§ ¥ §$ d 9 ¥ 4 8 s 0 ¥ I 4 W o I 4
LOLLIVIVLLOOYLOVYOLYOODLY.LODDOODLY.LYDIDOYDDVYODVYLOTILOODLIOLIDDDODYIDYODLOLLOLOYOLODY LY LOODLY YOOV LYLODD

O X IL 9 S S ¥ T ¥ N ¥ T ¥ T N L X L T d H I 4 34 O 0O I A A T Y W A

YOLVLLOVYIODVYOLLOVLODDLLOODILYVYVDVY LLOVOVVYLLLYVYYOVVY Y DDV LLOVDVYDVY.LYVYDVDVYVVOVVOV IV LLOVIODLYDLODDLYDLDLY
AIOI PaJ102-110D
N a T A I L Y H Y T 4 d ¥ I ¥4 0 a a 1T a v I 4 AN ¥ 8§ T 4 N A L T M H
YOVOVLLLLOVILVLOVOODLVYODOODDLLLLLOVDDOVY.LVYVDDVOLYDLYDV LLIVOVODVYILVOVDLLOVODLOLVYLLLOD LYVOLLYVDVYVY LLODDLYVYD
AIOIN PaI102-110D

d ad &L I 7T 4 T 95 N § T 4 9 2 ¥ S 4 L ¥ ¥V T @ I N N 4 ¥ 0 O ¥ 0 ¥ 4

DODILVDVYOYYILVVY ILLLLLOLOLODLYVLO LV LLLOODODDILVLYOVODLYDDLOVYDVVY OOV LLLYDV LV IVYIVY LLLLODVYVYOVYOLODVYVYOVDVYLLLL
| ABOI TXXA

L O D I I S @ N T 4 484 A @ ¥ N I X2 28 M d3 4 ¥4 4 T 4 N 9 0 N a 0 4 V¥

OV LOLLOOVIVLLVVOLILVDILVVYVY.LLYDODOVYLLDLYVDVYDVILVV LLVIV.IVYDODLYYDVYOOVDOLOOVYLLLODLYVYDOVYD LYV IVOVYD LLLLODDL

A I A L 4 9 ¥ A d DD M M D H IL W ¥ AN ¥ A H 1L D H d d N L d T ® N H
DYDY LILVDLODLOYLLLYDVYODLY LLYDODDODDDLODLYDOVYDLOYDLYYDODLOLODLYLOYDYOVYODDDLYD LODLODLYYOOVODOOVLLODDLYYYYD
uiuibay Sy19
9 T 11 I L T H D I a I H 3 4 0 N 9 0 ¥ HW
YOOV LLOLOLLYLOYVY LLLYDLODLLYILVOLLYLYDOVYYDLOOVYVYOLYVYDODOVYOLODD LYY LOVYDOODLOVILOLO LLOVVYDDDOY LOOOVLLLYVY LLLDD

beon
TO06T

ben
T08T

ben
TOLT

ben
T09T

ben
TOST

ben
TO%T

beon
TOET

440@&H<O<<<<HH<UOOO<<H<HH<OUHOUU@GHUUﬂGUUUUUEUHH<TO<<O<UUHHUHOOOOHHHUUHHO@QU@UUU<<HHUHOOHO<<<<HU<HUO

LIVYOOVYLLOLLYDLODLLODLOIYOOVOOVOVLLDOVODOVYDVYDVYDLOVYLODOVOVYOVYYOLOVILIVVLLOVLOVIVLIOLLLOLYODLLDLLY.LLYY.LL

10CT
TOTT

B@HHUUTmO@OUBB@HGBHUOUUdﬂﬂHﬂﬂB@BUmHHUH@UB@OHBOHHU@BH@HB@@B@HBUUHUHUOHHBd@&OHH@BH@OHBH@OGB@BBHH@B@BH@

T00T

IV LLIVYDVV.IODLILODDVOILDLOVYDDOVOVDLOVOVLOLODDLODYLILYODDVOLIODLODLLODVDN DOV LOLIVY V. LLOLOVIDLYDVY YV LY LD

YOVLLLLLOVILVY LOVLLYYYODVYYD LYVVYVY Y LY VYDVYDLYLVVYVYO LYV LY VD LLLLOVYD LYYV LLOVOO VY VYOO LLLLDDDLOOODYDDODLODYO.L
YYIVDLODIVYDDLIDIVLIVYDIIOVIDDIVOYODOVIDLOVIOVODILOBIDDIOIVOIOLYOLOIVIDVODOVYIOLODIYYOVODDIOOVDLODLILD
DOLILVYILLLOVYYIDVYYOLLLLODLOVY LLLOVOVLLLYDLOVYOLIDVLOLIVY LYOLODDDLY YOI L 3DDLLLLOLYDLOVYOLLLLYD BYYDLOLLYD
OYODYDVYDDVYODVYYLOLOLYYODLOVLOVYOIDLIODLYY LLLYY VYOO LY LOLLOVYY.LODOVYYVYLODV LV LODLLLLLDLY LVYOOOVLLODLLODLY
LLOOYYLOVYDLYVYODOVYOYDLODYDDYDLLODLY LDODVLODVYDODDVYYYILLOVLLDLLOVIDYOOODOVYDLODI LLLD LOVYOLDLOODYDLOVYYVYODL
LYVYOLODYLDDDLODLODY LOVOVLLLY LOVIV.LODVYOYOOOVY LV LLOVYVYDLOVY YO LOVDLYDVY LLYDDOVYOVYO LYVYOVDLOVDLOVLODVYOVVYVYDLY
YIVDLODLYDODLYYDLYOVYOOYYOLOODOVILOLO LLLYDVYYOYYDLOVO LOLYDVY.LOVODLYO LLLOVY LOLYDVYOOVILOLOOVYO LYY VYV LY.LOOVYDY
LODYOVYDLOVLLYYOLYLYODOVYYYLOOYLODODODOVLYVLODDDLODLOVODLLYDDVYIVYIODLOVOLY LD LYV VYO VLLOVYDVYYOODLOVODLODVYOVYD
DLOLYILODVYYDLYDVYYDOYYYVODOVLOOODYYDLYDLLOOLOLYDDLYLODODLIODLYDDLYD LY LIV LLOD LY LOVYDYVYOVODVYOLYVVYOOD LY LLDL

106
108
TOL
109
10S
T0%
T0¢
T0¢C
TO0T

86



ERGEBNISSE

S H O N d 9 N 4 IL A ¥ 1L ¥ ¥ 4 N IL 4348 ¥ d d ¥ § d I A O S a s ¥ d A
d I N L O ¥ N
ORLLYDVYVYOOVYYVYOOODDLYVYVYOOOOYDLDLODVOVYLODLODYDOOYYVOYVYYDLODDOODODLODODLLOOVY LYDLOYVYOVYD LOVDLOYYODVYDVYOD LDL
Il ABON dVSd
H_ N I s ¥ I O N ¥ N S s 5 0 ® » » ¥ ¥ O N 4 ¥ N I ®© S L d4 ¥V ¥ ¥ S
OYOY Y LLYILODLODOYOVVYVYOOVVVODLYVYDLLOVVYDOVVYODVOVDDODDDOVVOOVYDLYVVYOODDOOVVYVOVYVOVDLLOYOVDLODYDODDOLOLOD
¢d-god aj|93spuyos Il Xog-49
s 4 A L H S ¥ d I N ¥ N 8 T N ¥ X 4 N 4 9 9 5 1T 9 0 4 ¥ N I O 0 ¥ 1
LLOODYLODDOVVYYDLOVYDVYVYOD LLV.LYVVYDVYLVVVVDVY.LOOVYVYVOV. LY LDOOOYY VYOO LODODDVYDDLLOVOVYYDLOOVDVY LYY LIVYVYODVODOVVY.LL
Il ABOIN-TXXA Il Xog-49
N X 9 s ¥ 0 4 4 ¥ S S S S S D ¥ D Y d S 4 0 0 4 0 s ¥4 4 a4a a4a 4 ¥ 4a
LYY LY LLODDOVOLODYDYDLODLOOVYODYDLYDLLOVIOLODLLODDLODODDDVYODYDDLO LOOOYYODVYOVVYOVYOLOLODDLOODODLOOLOOVYDVY.LOOD

d N N S ¥ N 8 ¥ ¥4 N d4d4 ¥ s ¥ 4 0 ¥ 9 ¥ 9 0 1 I 8 o ¥ A S8 D S 1L
DOOYYLVYYLOLOOVY.LYVYLOLOOOYDVYLYVYOOO YOO VYOV.LOLYOYDOIVYDLDOVOVYYODVYDOVODVYVYOOOVVYLVYLDVYILDOVODLLDLO LLODLOLOOYYD
| X0g-49
¥ ¥ 4 O N §$ ¥ I 8§ 0O 5 T XN TOH T L & 4 1L 8 3% T T L 4d 4 ¥Y 0 ¥ X 0 0O
NVYODYOOVYO LYY LOLYOVY LLV.LOVYYOVOOVLLLY.LIVVYY LO LODVY LLLOVY VO LLLLOVYOO VDO V.LLOLLDOYOID LLLLODY YO YOOV YV Y VOV YD

0O 9 0 2 0a T A H O TNWUVY A S Y¥Y 0O 5 41T T Jd T I I 95 M A A T a4 S N
YYDDODODYIOVYILOVOLYDVLLLYLLDOVYDLLODLY.LODDLOYDLOODYYOVYDDLOODLLLLDLODYDYY.LYD LYDDOODLOLOVLOLYDLLLOD.LLY Y.L

N L 4 L W ©© W N 4 ¥ A T I 4 484 484 ¥ A 4 ¥ W L H 4 T a@a H T 4 I A D
YYLOVYLLLOOYDLYLODOLYIVYOLLLODOLOVLLLLYLODVYYDYOVY VYOV LOODLOYYDDODODLY LOVLYOVOOVLLOYDLYOVLLYDOVLYOLODDOLY

X I ¥ 0 X 1T ¥ ¥ ¥ ¥ T $ M I 9 D &8 N4d s T I W H H H S I T T ¥ N T A
LYLVYVYOVYYYOLYLLLOLODLODYODLODY.LODILODODLYOYODOODLYYDLYYYOOLOLDLLOOYDLY LDOODDLYOLOVOIVY LLYLOOOO LYYV LLLLD

4 D ¥ A d ¥ §$ L d 4 L D E I ¥ ¥ ¥ H I ¥ A M T d I 0 ¥ ¥ d L 4 ¥
4049@&@@4@&@&400UU<UWUU®<U<HUUOHHHO@HUO@QOHH@BUO@UUHOUH@U@@@HUG@HDOOHUBHOUUO944404049005@09049000004
VS
4 9 I A ¥ X I 0 ¥ I 4 1T A &4 A d D A ¥ I X D N D T I 9 4 I N d4 0 I
YOODDYLYVLOLODYYYVY.LYVYYOLODLLYOOD YV LLLLOYODDLOLOOVYDDVYLOVODLOVY.LY.LYDDLYYODDLYDLOVYDDLLLYO VLYY VYO ODVOV.LY.LL

A 4 T AN 4 4d ¥ 4d ¥ §8 4 T 4 T 4 4 ¥ ¥ ¥ d ¥ A d4 I 4 ¥ 4 4 ¥ s 4 I ¥
DLOODLILLDLOOYOILODYODLODDOLYDODLLLODYOODLLLODLODLODYODLODLOD LODLLOVOD LLY YOO VODVYOO LD LODDILLOOVYLYLOD
Il ABOIN dVSd | ABOIN dVSd

beo
TCd
TOT¢E

beo
T0O€E

beo
T06¢C

beo
T08<C

beo
T0LZ

beo
T09¢

beo
T0S<

beo
T0%<C

beo
T0€C

beo
T0cc

beo
T0TC

beo
T00ZC

87



ERGEBNISSE

AT &2 8§ 4 N d A 4 N ¥ ¥ 4 N T 44 H5 T I s 0O T O A T L L 44 L I & O
LODLLYYDVYOLOLLLYYOODDLOLLLLIVYDDVLODLLLLIVYVLOD LLLODVYLLOLY LOVYYYODLODYO VY YDLLDO YOOV YOODIIOOVLLYYYDOVYOVYL

T 4 4 4 4 4 § L T &8 L 4 § I A 4 DD T 4 N A H XA ¥ ¥ T ¥ S X A T §S
OYDYDYDVYDVLLLDVYDVYOLOOVYYLOODDYDOODOYOVYVY YOO LLLIVY LD LLLODODOLO LLLOVY LLDDVYDLY.LYDYOODV LD LODOVYO LYYV VY VDLLLOL

AT X 1L & 1T 1T X ¥ 4 I s a T A O 4 H T 43 W JIL 4 S s I 2 I @ a A X
DILOVIVYOVIVDOVIVYYOV LLYLIYYYYOVOLLOLYYO LOVOV LLLLOVYOLLLOYOVYOVYOOLY LOVLOOVYILLOVOLYOVLLLY IYOLYOOLOLY.LY

1Y J8p wniuaz saAIpy
AS A D5 d A T X T I dA A dd VY L 4T VY d S N T A4 D5 0 4 T 3 L M A H
LOLOVYLOLODYIDDLOVYDOVYOLLLLYLYDLLODLOLYDLIODVO Y LLLYLLYOOVID LOVIVY Y LLLLLYDOVYDLODDLIVOIYOVODLOLOLYODY

0 ¥ 9 ¥ M L 4 ¥ L I M 0O s @ 8 L I 4 H ¥ M 4 9 N S T a I 1L s XA X X H
OY VY LODYVYDODLLOYOLLYDOVOYY.LYDDLYYOOOLOVYODYDLOVYLY.LODLYDLODDDLLLLIDDLYYYOLOLLLYDLLVVYOBRYDLYVYVYOELEVYYILVD

¥ I 7T N I T I © 7T 8 H O N O ¥ ¥ I T 4 I &L X N A ¥ ¥ X @ T A K ¥ M
YOVLLEeVLLLEVIOVILOLLEYDOVIDLOLLYOVYOLYYYYOOODLODYLYDLLLOOVLYOOVYY VLYYV LOVOOVYDV LY LLYDOVY LLVLODLYYOYDDLY

X 9 d4d4d 1 4 A d X A d L NWJd S L 8 0 ¥ T A 0 1T T T AdNTI A I O
YYLODLYDYOOYYYLODLLOYOOIVLLLOVYODLOVIVYDLYLOOODYLOV.LO LYYOVOVY LLODLODOOVYVYOVY VYV LLDLLLIVO LYYV IV LLOVIVYVYOV.L

I s 4 1 Y ¥ 4 NI H X 0 X 0 a 1T 44 2 1L 5 L ¥ I N H 4 I I I &8 N D A
YLOVLOOYYYLODYYYYOOLYYYLYOVO LY LYYOVYYYYOLOOYYYYOOO0D LY LLOVYDOLOVYOOVY.LY LYY LYDLOOLOY LIVYVYYDOVOVYYVODVY.LD

O N oM OO M T QaQ A X 1T T X ¥ T A I X1 @ FT X H I NVY O s A T L
YYOLYVYLYDODLYYOVYYOODLY.LOLYDLVYDLYILVYVYILIVDVYLLIVLIDVYYODVY LLOVYYIVYVV.LYDDVYOVYYLODLLYOYYDODDYO LD LLLOVLLLOV.L

N ¥ T a O A &4 T X I L T &8 T 4 1L 4 31 X M d I I 4 ¥ T I A X ¥ T 1L
YYYYYVYLLLYDYYOVLOVOOVLLOVY LIV IOVVY.LIVYDVYLLYOO YOV LOOVYY Y LY LODLOOD LIV LYDLLYYODLODVY LIVIVLLD LY LOOODLLLOYOD

s § I A ¥ ¥ & A X ¥ 5 T A X 4 41 T XA X T A 0O X 0 1 5 H I L ¥ I a i I
LIOLLOVY.LODYDYODVYYDDLODYVYYOVYDDOLLDLOVYY LLLYYVY Y LLLVYLLYIV LLYVYVY VYOV YOVYOVYVYDDLYOLLYOOVYYDLLY LYDOOYLOY

+» N 9 D
5 I 4 0 49 ¢ T T 4 s 0 4 I o 1L I 0 ¥ » L @a M 4 9 N T O L 1 I dE A
YOOLLYVOOVYVOVVDLYOVLLDLLLLLODLYVOLOOVYLY.LDLYOVYLLYVYVYOODOVDDLOVILYDOOLLLLODDLYVLLOVYOVOVDDOVYVVY.LLYVVYDV.LDD
d J8p wnauaz seAnyyY

Tod
T0¢€¥

Tod
T0C¥%

Tod
T0T¥

Tod
T00%

Tod
T06¢€

Tod
T08¢

Tod
T0LE

Tod
T09¢

Tod
T0S¢E

Tod
T0¥¢€

Tod
T0¢CE

ben
Tod
T0Z¢

88



ERGEBNISSE

I X A T 4 1T ¥ a ¥ 1 4 4 I I ¥ @ 9 & 4 3 0 A I T &8 N N X T A X X &
DBYYYILODIDDID ILOVOVILYODDDDRYYODDDDDLEILeYYYIVDOVYDDDEDLODLOD BYD BLOLLY LLDDYDIVRLeYYVYDLIVLOLY. IV R LY.L eY

0O ¥4 x 9 ¥ d 1T NDFTTIONTTHITIVYT ATTS I ANTIINASIZISDO
DBYYIIDLYILODDRYYYODYLLLYYYOOVYOLLODLYYED LeeLL)OYDRDDLYDDLIDDVYIDLIVYYYIVYY.IYYOYLVY LIOVOLLYLLOVIDDYYD
NI-HOSENY 9]|91suyds
AY T X @ ¥ 1T S N O T L H I S L X S 4 0 H HD 4d 3 HA I L I N I I 1
DLOYIDDLLOVYILYOLIDLLOLILLYY.LODDLIDIVILYDLLYLOYYO VYV YOO LLD DOVIIYIVODLIDOYOLYDDLOLLY LOVI LY LY YODVOYYOLID
HOSENY J9p wnujuaz saAnpy HOSENY J9p wnijudzZ SaARqY
T 1T S d S I N ¥ M X 8 I H X T 4 1 ¥ ¥ N N T 4 D N S ¥ M 4 4 T 4 X
LOLLODDLIVOYOLLLYILYYYY YOO LYYV LOVY LY IVOVYYOLOYO DOV YOV VYV Y IVYIVYVIDLLLLODLY YYD LODYDDLOLLIDDVLLOVOVYY LY

N ¥ S ¥ ¥ A X s a1l A I T A Jd S5 0 T TS ¥ I A D VY 4 3 A Y S I @ ¥

YIODILOVYOVYIOVIOLYLILYDLOVIVOVOVILIOVIVYLIYIOLIDOOOVYI VLIV ILDOVIDOOVYOVYIOLLOOLLIYYOLIOLIOID IYIVYYOIOD
HOSENY J9p WNIUdZ SOANRNY

X 0 Y I Ha o Td I S M OO I I NdJdd d I A A A WA I D5 K D ¥ S H

IYIVYDIDOLIYIVIDVYOYOOVIIIODILIYIDIODIVYYOVYOODVIIVYIVY.LDDVYOVIOVIVIVIVIOVIOOLYI LOVIVYOODILYYOOVIOLDILIVIL

I 0 &4 1 ¥ 4 $ X1 I ¥ 8 1L X 4 A ¥ & 2 ¥ L I 4 T T L I I N N a &
OYYYOVYYDLOVYYYILODLOLOVY.LLYYODVYOLYDOLYDLOV LIV LLLLIVLOVODVYYDILVLYYDLOVLLY LOOVLLODLLLOVLIYOLY.LVVLVVIVDLOY.LD

s ¥y 4 A H X T adad4d T 1L ¥ d A X 4 L I 89 4 ¢ 4 T XA 8 T M L A M ¥ L S 1
LYODLOODLODLYOVYYVYY LLOYOVYOOVLLYOVVY YV LYD LY LIV LLLLOOVY LIVODOVYLOO LYDVYDVY LLLYLLOVYLODOLOOVY LLODDLYDOYYOVLOLOLD

¥ 1 ¥ 4 4 I 4 1 1 0 1T I O MW S ¥ I &4 S A A X1 I a0 o 1T ¥ T a I H X
LODYYYYDYVYYDLOOVLYODOVYOVYY VYYDV LLYVYVYYODLYLOLLODYLYYOOLOV LY. LYILOVVYV.LLYVYODBYOOODVLLYDDV LLLYDVY.LYVDDVYVY Y.L

T T ¥v 484 H W L A T T X 4 T 4 L 4 X T & ¥ L § 4 A H 8§ ¥ XA ¥ I 4 I 1
LOYLIOODYDVYOVYODLY VOV LLOVLLOLIVYYYYODLLYODLOVLLLIYVYYY LLDYDLODLOV IOV LLLLLDIVO VO LLOD LY LLODVIVYOD LLVV.LLLD

S N d N A X ¥ I 2 9 1L X d s ¥ N A X A A T d S @ D ¥ ¥ 0 & T N D ¥ H
YIVYIVDLYVYIVLLYIVOVYLIVIVLYDDLOVYYYYLYDLOLYODLYYOLOVYYVY LLDDLOLLOVYOD YO LLYDLODYDIOYOVOVYOVVYDY LLLYY.LODDODOYD

N T VY S I T 44 N T I T L H T ¥ L M O I 4 N O S ¥ L §$ I T O &2 T a4 0
LYVDLLYODVYOLOLVYVY LIDVDLYVYVY LLDOVYDLLLOVYILIVOVYYDYODDOYDDLYVOV.LYD LLOVYDDOLOLDOOYOVYYOLLLYDLODYOLY LLLOYOOYYOD

Tod
T0SS

Tod
T0%9

Tod
T0€S

Tod
T0CS

Tod
T0TS

Tod
1009

Tod
T067¥%

Tod
T08%

Tod
T0LY

Tod
T09%

Tod
0S¥

Tod
T07%%

89



ERGEBNISSE

5 T N N I @ # ¥ &4 @ T T WK O X ¥ 2 8§ L T VY § S N N I M L & T N ¥ A
+» d W N D 4d d& d H
LODVYILOLYYIVVY.LIVIVDOVVYDYODOVYDLYOVLILVYILLDLYDVOVYVYYILODYYDLOLYOVYLOVODLOLODLLVVYLYY.LOVDDLYO VY VODLOOVYDDVOVYD

¥ N M T WM IO T L T 4d d ¥ W
O 3 W A d W D L I dad L S  H S N X O H 4 L T X TN I S A 1L ¥ M
VYOYYOOLYLLOLYODLYYOOVOVLIYOYOLIDDD YOI LOODLYDLOVI VYV YOVYODYILIDD OV LIVYYDLLO VYO YOV LYLOVOLOLOVYOVYY YD
AIJON-SUONesd)ul-Ben
N 5 ¥ ¥ da A I A A L ¥ dN I T 3 D I I A 4 d T M X a3y 1T 0O s a4 d ¥
VY OOOYDDOVYIVODLOLLYYLODLOLIVYOVOVOLYYD LVOLIYYOLOLLLY LIYOLOLODVYYOVYOD LYYV IO D VOV LOOVI LI LLD DDODVIOVL

A ¥ 8 0 A T T 5 A S 4 ¥ M S ¥ S S ¥ dd4d S ¥ s 41T 44 S S ¥ T @d ¥ T 1
DOOYDVYDDVODLOLLOLLIODDLLOLOLLODLODODDLIODLLIDLILIIDLIIDLIDLIIIILIODIILLOIODLO LLLLOLLOVY DYV LOVYDVOOVLLLLO
MeyS pun 1ddd

S T &# &3 &4 ¥ 1L T @ T 1 @ O N ¥ 4 4 A N DO  dAd A D 4 T T X H 4 I T A L
LOLOLOYYDVYDYYDYDVLOYOLOOYDLLOVOYLYDYYOLYYYODLLLLODLLDLYYYDOLYDDLOLODO LIV LIVLLVYY.LYODIIIOYY.LODY YYDV L

¥4 4 §s X L N N T V¥ T O A L 4 T T 4 X2 M X L 4 3 95 A T T X L I T ¥ A
DOODOODY LV LYOVYOVYOVVYYLLOODVYLLYVYDLLODOVLOODLLYLLYDD LV LODLOVYY YOV LOOVYOV VDOV LODLLIVLOVY Y LOVY LVVY.LOVYOOVVY VY.L

I 4 ¥ N X ¥ &8 A W 9 8 8 0 4 H X 4 I s 4 °® 1T 0O I s 949 a X ¥y M H ¥ 4 I
YYYDDOYVYOVVYYVVYDOYVYYODLODLYVYODLOVLOVYVYOOOOOVOOVLLODLOVYLOVYDLLYYDDLLYVYOVY LY LOVYDVOVYDVYVYVY LODODDILYYDLODLLLLOY
NI 9P WNIuazZ SaANY
¥ $§S I 4 ¥ S 5 0 @ s H T A X 4 I v L © T T T N T S N I L ¥ N &L & d
YODLOLOOYOLLYDOVDLYDDVYYOLYDOD LLYODLLDLODDOVVY.LODLLYVYOOLOVLODLLOV.LOYV LLLYVYO LOLOVILYVY.LLYVOVYOOLYVOOVLOLLOODL
NI 9P WINIUDZ SOAIY
¥y ¥ L 4 A T M L 4 D L 8 ¥ aa A I A T A A S§ 4 D H s d d4d T 4 D I A a4
OOYVYYLOVOOOOYV LY LLODLVYOVY LLLODDVOVODOVODLYDLLOLLYDLODLLOLOLY LVD LOLLODDLYDLOLYOOVOOOLLLODDDDLLY LY LOVOLL
NI Ul WNIUaZ SaARYY
I 4 4 X d 4 4 X A d4 8 4 0 s A 4a 4 I 4 I T N L S a I O 1T D 4 311 D 0 H#
YLLLOLLOVYILVDLLLLOOYYY.LLDLOODOVYOODOVD LOLLLDLODLOD LLYLOD LOVYY.LLLYVVYOV LOVLVDLOVYVYODLOODLYDODVVY LDLYVOVDY
NI Jap AjouLRBUIBUIZ
T A I I I a ¥ 89 W N 4 M M H I I O 1T X T T L ¥ 4 ¥  IL H ¥ T A H VY
YILLLLOLOVYY LV LLYOVDYYYVYDVYD LY ILVVY.LOODDLODLOYOLOVYOVYVYODLLOVYDLLY LLLOVILODVVYVDYDVYYDOVOVILVOBDDDLLEYDLEDLOD®E
NI Jap AnjouLaBuIpjuIZ

AUR
Tod
T099

AU
TOd
TO0S9

Tod
T0%9

Ted
T0€9

Toed
1029

Toed
T0T9

Tod
T009

Tod
1065

Tod
1089

Toed
T0LS

Tod
T09S

90



ERGEBNISSE

D> X L 0 ¥ 04 ¥ T ¥ M H Y D IL X 44 H T I Jd 3 a T A a4 NVY D VY dH
LOLOYVYOOYYYOVVYOVYYOVVYOVYVY YV LLODVYODLLYOVDVLOLOOVY LY LLODLYOVYLLOVYYLOODOVYOVDY Y LY LLYDLLLLYYLODLOLOODLODLYOY

X L A NN IL A I N O @D d M T S A @ L X L L N T T I A ¥ H 4 T W D
YOOV LLOOVVYLVVY IOV LYLVLV.ILVYODLLIYDLODYYDODLOLLOO LIV LLYDVYOVYVYVYY LOV.LOV LYYV LLDLLIVLVVYIDOVODOVYYDLOOVLLOLYLDLOY

X ¢ I ¥ 1 I N ¥ 4 1T V¥ N O O S § H M T ¥ d W YT ¥ N A T O S 8 S E N N
LIVDLLVYVDVLOVLLVYIVYYDVYOLLY.LOLODLYVYYYOLODYDLLOV.LYODDLYYDVYDOVLOODLYVODVYDVYOVYDYYY LOVYD LOV.LOLYDLYYDLYY LYY

N 4 T N L T ¥ X T T T N &8 N T 484 A L N L S N XA M X D X T X N S5 O 4
DILVILLLLLOLYYIOVLILOVOVVYVYVYVY LIV ILLLLOOVYYYDLYVY LOVYDOVLOOOVLYVLOVLO LIVV.LVLIDDILVYVYVYODLYLOLLYVY IVY.LOVLDLLLLY

T A H I 4 N O O X T X 4 4 A M 4 9D 5 W ¥ ¥ S 5 X A A H 8 I M a X 4
LODLOLYODOVLLLLYY VYO VYOVY VY LLOVYY.LOOVOO LLOODLLLLYDDOOODLYYOVOODLO LYOD LY LIVLVVYLODLO LYOVODLLYDDVYY.LOOVYD

¥ I N O I ¥ 1T X X N M ¥ N O 44 4 X & 5 5 4 T a4a > W a0 T A A2 d L d M
YOLVYLVYDVYOVILYDVYVYLLDLVLOVLLIVYDDLLODLYYYYDLODLOOLY.LYYDYDDOYDDVYOODLLLOD LOLDLY.LYDVYVOV LLLLDLY.LLYDOOYOODDDL

d ¥ N d4 1L N 2 X1 A T X D X 4 8 04 D2 ¥ 00 1 X & A1 0 1 A 4 a a 1
YOODYYLYYOOOVYOVILVY LV IVYV.LLOVLO LY LIDLOVOOVY LLLIVYDOVO LLLLD LYDVVYVOVYOLLYOVLVYDDYVY YO LOVYYZ.LOOLYDLYDLLOL

d T &4 4 @ T WK A @ & T 8 X W & &8 N I I X L T T s X H & O X I T KW S
OOLLOVYYDLLLLYVOYLIDLYDLOLYDVYOVY LLLOVYYYYDLYVYYOVYYDLYYOLYO LYYV Y LOVY LLV.LLLD LYY Y LYOVYYDOVYOVYY YV LYVVYODLYOOYOD

s ¥ I s 4 §$ N I T A I O s T H T I ¥ &8 X A I I 4 X1 4 H 4 1L T A2 A D 0
LLODLLYODOYYYOLOLLVY LLVDLLLLOVYLYYYOODLLLD LODVY LLLLIVYDYVYYDVYY LLOV IV LIV IOOVYY YOO LYO YOO LOV Y LLLY. LY LDVYOOY YD

4 I L ¥ N I ® I M A 4 H A I ¥ A T d _m d 8§ ¥4 X 5§ 94 T ¥ A 4 I I A
LOOYLVYLODLOYOODLY VYD LYVYDLLYDDLYVVYYYDOVOVYLOLLYVYDVLLOVILLLYDODYYOOVO.LODVYY VY LDOVYYOVYLLOODDLOLODLLIVLLVVY VYL
NS-d1 3lidIsHiuyds
H I I 0 N M QI A ¥ 99 HJIL I I ¥ O X M O W I V¥ W I A 4 D2 L I DO I A
YOVYOVYYOVYDYDLYVYODOLLYDLLYDLOLODLODLYD LOV.LLIVLLY.ILODYYDDYVYODLOVYODLYYOD LODDLYOOV LLDLLLLDLOOVYY LV LD LLLY LLDLD

¥ I T 7T 2 A 4 A I M 5 A I ¥ 1L I L ¥ 2 ¥ T A D2 T X S 4 3 H X T I a A
9LIVYLIVILIOLLIOLLLD IOVIVODLYODLLOLLYOOVLOVLOVYOVYODLOLODOOLLLYLIOLYLLO VLY LLLLOOV LYO VYV Y LLLOVYOD VY
d1 sep zuanbasjeubig

AUH
T08L

AU
TOLL

AUH
TO9L

AUH
TOSL

AUH
TOVL

AUA
TOCL

AUH
T0CL

AUH
TOTL

AU
TOOL

AUH
T069

AU
TO089

AUH
TOLOS

91



ERGEBNISSE

0 s T 4 4 ¥ T NI 95 T D X I L ¥ N A I A A O da1I 2 4 1 T s D a o &
DYDLOVYDLILIOOYIIVYVYY LLOVYDDYYODVLOLDLOVYDLYYOVLODLYYDLOLOVOLODLLOVYYOVOOV LY IV LLOOVYOVY LLLO LLOLLYDVYVYOLVY LL

H S W X I X S$ © N X T S & I A H 4 5 @ d A 4 3F ¥ T A d D a s oD L 0
YOLOLOLVYIVIOLYOVLIOVYDDLYYDOVYDLLIVOLYYDLLIYYLOLYODLLIYDDLYDYOOVLOVOOVYDLODOVLLY.LODLOD LOLLYDLOVYDDYIOYDVOOVY

N > 4 0 A ¥ I L Qo2 I A A QL ® 0D N3FZT I H T XTI I I B D2 8 0 N
YOODLOLLOOYYDLLOVYYDOYYDYLYVYOVOVODLDLO LYY LOLYLLVDLOVYOYDYYOODLOYYOYD LIV ILVOVLLOVLOVVYY LY.LV YDDLOLYYOYYO LYY

I I &8 X 4 H X1 A X A T L T S D ¥ $ ¥ I T H S A NO A N M N I S X I
YIVLILVYYDLYLLOOLYOVYYLLODVYVILLDYLLYOVY LLLOYYDOYODYDLODOVY LYY LLLYDVDOVLDLY VYYD LLDLYYDDLLYYYOVYOLLYLVY.LYD

AN 5 4 AT I 4 X XA W ¥ I 4 M I &L 8§ L X &L @ 4 I H I N X A T ¥ 9 ¥
IODLOVLODOLOVYILVYOLY VYYD LY LOVIDLYLODVY.LYVYVYOODLY.LVYVYOVYO LLOVYDYY LOVILVOVYYDLLYIVOLYDVLYIVYLVIDLODLLYODYDYYODLD

I ¥ ¥4 T A X W Q¥ N T OTO L I I M O L I X S M T A I N I N T T
YYOYYDOVYLLOLLDVYYDILVYLYDVYYDLYDLYVYLLYVODLLOVYOVOVYVYYVY V. LYODLYVYOLOVLYDOLYOVLLDLODLLYDLLDDOV LYYV YOOIV VY. LLVY.LL

T ¥ 1T 0 W T H L H 4 H O I ¥ I 8§ @ &8 1T ¥ $S A d H T 1L ¥ & W T I A A
YLLVVYYYLLOVODLYY LLLYOVYOVLYOO LLLYOVYOVLY.LODO LY LOLLYDOVOV LLYODLO LY LOLYDLY OV LLIVOVLODY VOO LY LLOLOVLLOLLOL

H g ¥ T T X T H S8 A I s &8 a N T as I 0¥ I 03 A S NI I ¥ X2 D ¥
YOILVOVOVVYILLLOILVIVIIIODIDILYLOD LYY LOVDLYDIVVYVY LLLYOVOLYIVYYOVODLLYYVOVYVVIDLD LIVYDD VY.LV YOO LY LVODLOOVY

pndadsuoisn{ saqoydoipAH
¥ 01T ¥ N M NNUIAJI ¥ ¥ 0 ¥ X S5 4 D S ¥ ¥ I 383D L A NdJZXZI ddam
YVVOVLIVVV.IVVODLIVV.IVVIVOLLOLYDOVYOVYOVYYIDOVY VYOI LODDLOLIDLILODVOVVOVVYOVODILOVLLOLYVYIOD LY LLLYIODLOODDL

IN1-NS dlI9IsRIuYds

¥ d s a1 9 I 4 ¥ ¥ 38 X 4 WO L I 4 a H O 4 ¥ I 4 9 H T H T T A 0
YVVIODIOVIVOVLIVODLIVLLLLODDDVOVODOVYIDIDILVVYVIILOVYIV.IODLVDLVOVVOD LIVOVLIV.LILIVODLYOV LIODOV LIV LLLLOVYOVY

4 T ¢ 17T 0 &8 L ¥ ¥4 W D & 9 A4 T 8 X T 4 X2 X 4 949 ¥ I X1 & O O &8 D A 4
YOV LLYOLYLLYYOVYDLOVOODDDYDLY LOLYYOYOD LY LDLODO LIV IV LOVYDLY LYYV YOO VYOOV LLYVYYDVOYYOVYODVYDLOLOLDLOOLD

s 4 4 N 5 N A ¥ T M D 4 d M T XA &4 4 S 8 XA ¥ 4 X A I D A1 N I O @ D 1
YILOOLLLLYYLODLYY LY LYOOYLLODLOOOLLLLYDDOLY LLLYLYYOYOOOOLLOVY LV IVODLOD LY LIVLY IV LOLY VY .LYY LOVY VOV YOVOOV.LL

AUH
T006

AUH
T068

AUH
1088

AUH
TOLS8

AUH
T098

AUH
T0G8

AUY
TO0¥%8

AUH
T0€E8

AUH
T0Z8

AUH
T0TI8

AUY
T0OO08

AUH
T06L

92



ERGEBNISSE

L T A T O & T 4 9 8 a 4 I ¥ X X ¥ 9 M ¥ H D d a o ¥« ® ¥ ¥ I d 4 & 1
YIIODIODLOYYIOYOVIODDDILOOVILIYOLLLIOYOOVYYYOVLODOVOOODLILOD LYIDDOVID LYDILODYOVY YO DOYIDIVY VYOI LODVIOTOY
|euBissuoljesieyo saigsnN
S s s s a s X I 9 Y D> A ¥ dH I FI W VY I T d S S I HJd I I M M ¥ ¥
LOVODIDDLIDLIVOLD IOV IVIVIODIIOLOLYILOLIDIYOLYIODOVYOVOLYLDOYIVI LOIDDLOVID LYOVLYILODYO VYV YODIODLILIOVOTY

T 4 W T A §$ d a M d & T T d4d4amMm©O d N HH DI T DO A X X A 3 X2 XA & D
LOLLLOLVLLODLOLOLLODOVYDODLOVDLY LV LLDLLLODOVYOODDLYYOVYD LYY YOO LD LYYV Y LLODLVYYY LY LIV ILVIOVYVYDLY.LYVYVVDVYDDV.L

T @ 9 L H 4 0 I 0 ¥Y¥ A M H N H VY I X I ¥ T dd X X D ¥ ¥ I I I ¥ ¥ 0O
LLVYDVYDDOVYOVYDOVYOLOOVYVYOVLYDDLYODLYLODLYODLYY.LYOLODLOVIVLYIVIODVYLLLYDLOOVYYVYLYILODDDLODLODLOV LIV LIV LODYDVY YYD

I 4 4 4 ¥ 04 4L 4 4 4 3 & T a X d& 4 ¥ I X ¥ L 8 W ¥ ¥v 3 0 T M ¥
LIVILLLLLIDVYDLOOYYOVYDYDOVOYYOOOLIDLLOVYYYYOOLOLYDOVYYVYVYDLLLYDVO LY.LV LLODDOVYYDDLYYOVYYODOVYDYYOVLODDLYDYY

T ¥4 4 4 ¥ © L 4 4 4 d 4 ® H 8§ L L © 8 N d H H ¥ N W N M T A D 8§ A
LODDOODDDYDTYOOVDOVOVLIODLODVYDLYDVOODDDLYOODLLO YOI VLODLOIOVY VOO LYOOVOVOODLYDLY LVYDDLYLOVYVLODLOVY.LOOY
*Ias
¥ 4 4 9 s 8§ ¥ 5 ¥ 0 ¢Y § ¥ © s 4 9D & B aa T T a4 0 s a4 0 0 D @ ¥ 0 4
YO0D000VYDDYDLYOLLODDDDLODOYDLODVYOLYDDVYODLOVLODVYODDVOVODLODLYDOVOVLOD LLDVOLOLIOODVIDVODDOVYDDODDVOLLL

*x 0 I ¥ ¥
A 0 g & T 4 0 & ¥ I 4 4 88 ¥ T 4 ¥ ¥ 1T 3 &8 W 4 a3 4 A I 8 N X H
DLODVYDILYOVYDDLLIDIVYOVYDODDLIVYODLLLYYOLIDVLID LIDDOVOVLIOVYOVYODLVLLIIVOLYDVYOVODLILOVIVYDIOVVYVVDVOY
Ao\ auisAjig
I s 4 1T M § T I ¥ D A I A I T T T I A I H A I I 4 X I X D T L D 4 1
0O 0 8 ¥ N
¥OOVYDDDLLODDILYDLOLIDLYDVYDDLLLOLIVLIIOLIVOLLLLOVILLIVLIDLIYDODLIOVIVY.LIVODD VYV LV LVIVOOVLLLOVOODLLLLLD
*Bh/S aulewo( apusuuedsyainpueiquis iy
5 5 4 I H 8§ T 4 d H A X H 4 1L ¥ ¥ ¥ ¥ d M I ad I ¥ I s T O X T M
¥ODILOOLLLOOVYYODLOLILODLLLYDDDOVLOVYVLODLLLYOYYODYODYODYODYIDDDLLLYLYDDYDVOYODDVY YLD LLLODVOVYYDLODDLL
4as
N ¥ S @ » &8 B 1T a1 ¥ 1T T ®B ¥ O F¥Y ¥ a1 0O I I L T M I S L I A A
YYVOOLILLYOVOOVVOLYDDLIIOVODIIVODLLOLLO VYO VOO VYO VOOVOVIVOLIL VY VIO VOVVY VI VIO VYOOI VO VODLLOVIOLVOVYOILOVY

seq,
TOCOT

seq,
TOTOT

sel
TOOOT

seq,
T066

seq,
T086

sel,
TOL6

1sdg/selL
T096

AUYH
1sd/selL
T0S6

AUH
19g/selL
T0%6

AUH
T0¢6

AUH
T0Z6

93



ERGEBNISSE

d1E

¥ @ 4 § 4 s @ 1L » L ¥4 N QO 4da M 3T HY O 4 1 D> 4 ad d L A a1 d
YOLYDYLLYDDVYOVYOLYYDYOLOVOLOVILODYOYVYYDLYYLYOLODLYDODLYYDLYOVYODVYYOLIOOOY LOLO LLLYDVYYDYYDLOVOLOLYDYLOVYOD

H 4 X $ ¥ ¥ ¢ L I X1 I D 8 4 L A 1T 0 X D A 4 T VY &3 N v M M 0O T D L
LYDLLIDVYYLOLYDYDOVYLOLOOVYI LYYV VY LVLODVYDVYLOOVOVDLOVLLYVYOLY LYODVYYYLOOV.LODODODYLYVLODODLODLOVYODLLYDDOYOYD

d L W O X L A 9§ 4 A 4 D L M I D H d 4 X ¥ T ¥ & a T T d W 4 O 85 d
OOLOYDLYLODILVYYVYYOVLLDYOVYYOODLOVYODLODVYOVYDDLOLY.LODYVYDLYDYYOVYYVYODVY.LOOOOVYDLYDLLODLOLYOODLY.LOOOOLODLYOO LY

a X A 4 X N X H O N I M T A ¥ 3 8 I 8§ d 0 d N 9 X @8 H I ¥ ¥4 0 2 1L 1I
DLVYLILVILLODLY.LOVYDVYYOVODVYODLYVVYYDODLY.LLDIDDOVDYDDVDV.LYODVOVYDOVOVOOLYVYYDDILYLYVYDLYDLLVLODVYDOYODLLY.LOOVY LY

ldd.€
d T ¥ ®© &4 H ¥ T T &4 &4 » T H T © L W M N L O X L ¥ I A H 4 L T W N
LOOYLIVYVYILODVYDLYODLODVYLODLOVYDYYDLOOV LLOVYOLLOLODYOVYDLYDDLLVY IOV LODLYVYYYOVYOVY LYDLOLYDLODLOVLLODLY.LYYY

5 I AL 1T 4 % ¥ X 3 01T D D I D d d HDH X2 A dda 1T T V¥ O TN S 0 H
DOILOVYLOLOYLYDVLODLLIVYYYDV.LY.LYVODVYODLLIDLODLLLYLDDVYOOVYDVOD LY LYLOLODLOODLOY LD LODVYYOVLLLY VLD LOYOLYO YD

¥4 I 8 4 S ¥ s @ 1T @8 H A X ¥ T s 0 A M d ¥ 1L a X A D H I 4 D> a m I I
YLIVILOLYOOODLYDVYODVYLYDLLODYDLYO LY LOVVYVOVY LLODLYVOVLODDLLOOLOOYOVOVOVYY YV V. LOLYODLLY LLLODLLYODDLY LYV.LY

T ¥ D L L § 8 D Y 4 TN 4d &8 1 0 T ®H adad v D D2 I A I ¥ I XA X1 0 O 1I
YLIVODLOLYOVLOVILOLODLLODLYODLLLY LLOVYYYOOVYYDVYO VY VOO LLLODLYDLYDYDDOODDLDLLLYD LOLLYLODYOV LY LOVYY YO LDLLLYY

I 4 L W ¥ D T ¥ 4d A 4 A L 4 s I T T D 4 A &8 8§ L § 8 s M ¥ T L d A
+» 0O 4 1 M 8 5 0 0 &2 0 4 3 W & 8 N I D
LY LLLYOVDLYYODYDDVLLYOVYILODLLODLOOVLDLOVYOYDLOVOLYDLLLLOYDDLODLLODDYODVYOOV.LOVODOODYDDLYDVYDLOLOYVOOVLODY

H X D 9 L

95 43 D 4 d 4 T ¥ 4 D A L 4 T a D T H I ¥ ¥ 4 43 4 M &4 &L &L XA ¥ D L H

DOYYDDODDODOOOYDYDOVLOYODDODODLYLOLOYDYDVLLLYODDDLLO LY LLYYOYDYV.LOOVYYODOODDLOVOLOYOO YOV LOOODIDLLOY LY
®IyS

z1°od/31°d
TOZTT

Z1ed/3°d
TOTTT

ZT1°4d/3°24d
TOOTT

Z124d/3°4d
T060T

zT1°4d/3°24d
T080T

z1°od/31°d
TOLOT

Z1ed/3°d
TO90T

Z1=d/3°4d
TOSOT

ZT1°24d/3°24d
ser

TO%0T

19d
ser,
TOEOT

94



ERGEBNISSE

en

SN

‘usuIBLIO( UByosNSIIap BBy puUN UISISBISSST USUSLO I WASAHS Sep zuanbag-ainesuiaynN ana|dwoy] ¢ "qay

YOYYOVYOOLLOL
POODDLLLODLLOVYOVOOOVYLLOLOOLOVY VY LOVLODLLYYDOVLLOLLYDLODLLDLOOYOOVODVYOVYLLDDVYODDVYDVYOTYDLOYYLOOOVYOYVYOY

44@&@49449BU@BU@B@HUBBBOB@OBBGBB@BB@dBBBQBBUUTQGQOUBBQBOBB060044454494500990B@OB@UBBUHHU@BB@BB@@B@BH

OOVLOLODLLLYVYIDLLY LLYDLLLYDDLOLLLLIVIVILLVYIVLLLIVYOVYLODLLODOVYOOLOLOVYYDDOVOVOLOVOVYLOLOOOLODY.LOLYOOOYOLOD

LODLLODVYIOOVYLOLLYY VY LLD LOYV.LOLYDVYYYV.LY.LOVOVLLLLLOVIVY LOV LIVVYYODVYVYO LYVYVYVYVY ILVVYVDVYVYD LY LVYVO LYV.ILVVDLLLLOVYY
DIYYYLLOYIDVYYDDLLLLODDLIDDOVYODIDLIDOYILYYLYDLID VYOI LLDLY LIVYDLODY.LODIYOVDDOVLILOYIOVIDLOIODDDLOLIYDLD
LYBLOIYIDYDOOVYLILODLYYOYIDDLODOYDLODLLODDLILYDLLLOVYIOVYYOLLLLODLOVY LLLOYOV LLLYDLOVOLODYLOLIVYLYDLOD
DDIVYODLIDDLLLIDLYDILOYDLLLIVO BYYDLOLLIYIDVOOVOVYDOYIOVYVILOLD LYYIDLOVILOVYO DD LLIODIVY LLILYY VYOOIV LOLLOVY Y.L
DOVYVIOOVIVILOOLLLLLOLY.LVYDDIVILLODLLODIVLLIDVYLOVYDLYYIDOVIVOLIOVOOVOLLIDLY LODOV.LIDOVODOVYYILLOVLIOLLY
YODYOO0DDTDLODILLLOLOVYIDLDLOODYDLOVYVODLLY YO LODYLODDLODLODY LOVOVLLILY LOVIVLODYOYOOOVY LY LLOVYYYDLOVYYYOLO

T0CCT
TOTCT
T00CT
TO6TT
TO8TT
TOLTT
TO9STT
TOSTT
TOPTT
TOETT

95



ERGEBNISSE

3.4 Phylogenetische Analyse des SFVspm

3.4.1 Vergleich der Aminosauresequenzen zwischen SF Vspm und FV

Die strukturellen und akzessorischen Gene der verschiedenen FV wurden in
ihre  Aminosauresequenzen Ubersetzt und untereinander verglichen. Ein
GroRRenvergleich der LTRs und Proteine in Tabelle 11 (Kapitel 3.2) verdeutlicht,
dass SFVspm die kirzeste LTR aller bekannten FV aufweist, insbesondere eine
fur Primaten-FV sehr kurze U3-Region (Tabelle 12, Kapitel 3.2). SFVspm
beinhaltet fir Primaten-FV spezifische Domanen, wie die drei vorhandenen GR-
Boxen im Gag-Protein und die ebenso in Gag enthaltenen PSAP-Motive. Das
aktive Zentrum der Protease tragt jedoch im Unterschied zu allen anderen
Primaten-FV und ebenso wie EFV das Motiv DTG statt DSG. In Tabelle 14 ist
der prozentuale Anteil der Ahnlichkeiten auf Aminosaureebene zwischen
SFVspm und den bisher bekannten FV aufgelistet. Es zeigt sich, dass zwischen
SFVspm und den anderen SFV meist hbhere Sequenzahnlichkeiten vorliegen,
als im Vergleich von SFVspm mit EFV, BFV und FFV. Das Pol-Protein stellt
sich mit Ahnlichkeiten zwischen 73,8 % und 79,9 % als das konservierteste
unter allen FV-Proteinen dar. Aus diesem Grund wurde es als Referenzsequenz

fur die Erstellung eines phylogenetischen Stammbaumes der Primaten-FV

ausgewahlt.
Prozentualer Anteil der Aminosaure-Ahnlichkeiten

Gag Pol Env -LP - SU -T™M
Virus % % % % % %
PFV 49.2 78.8 71.6 64.1 71.1 75.7
SFVcpz 49.8 79.8 71.2 65.0 69.8 76.1
SFVora 49.3 79.1 68.9 62.8 66.7 745
SFVmac 47.7 79.9 69.0 62.0 68.8 72.5
SFVagm 47.8 78.7 67.7 59.7 67.0 72.7
FFV 55.9 73.8 62.5 56.1 60.5 71.7
BFV 44.9 75.3 62.5 61.9 55.1 73.9
EFV 454 76.2 63.0 56.1 58.0 74.8
Tabelle 14: Aminosaure-Ahnlichkeiten zwischen SFVspm und FV. Tas und Bet wiesen

keine reprasentativen Homologien auf. Verwendete Software: EMBOSS.
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3.4.2 Phylogenetische Einordnung von SFVspm

Grundlage des phylogenetischen Stammbaumes war die komplette
Aminosauresequenz des Pol-Proteins von SFVspm und der fiinf bekannten
SFV: SFVcpz (GenBank Accession-Nummer: U04327), PFV (Y07725),
SFVmac (X54482), SFVagm (M74895) und SFVora (AJ544579). Die
Sequenzen der Nichtprimaten-FV wurden in die Analysen nicht einbezogen, da
ihre Divergenz zu den SFV zu grol3 war. Der phylogenetische Baum wurde
mithilfe der Programme ClustalW und TREE-PUZZLE erstellt und mit Treeview
gezeichnet. Er basiert auf der Maximum-Likelihood-Methode und auf dem
Algorithmus des Quartet-Puzzlings.

Die Stammbaume in den Abb. 35 und 36 verdeutlichen die phylogenetische
Distanz des SFVspm zu den anderen SFV: SFVspm ist das am weitesten
entfernte FV aus der Gruppe der Primaten-Foamyviren, deren Sequenz
vollstandig bekannt ist. Im gewurzelten Baum der Abb. 36, der als Outgroup die
Pol-Sequenz des Murinen Leukamievirus (MLV) enthalt, gruppiert sich SFVspm
als eigener Ast, die anderen SFV entspringen einem anderen gemeinsamen
Ast, der sich wiederum in die drei Untergruppen des SFVora, SFVcpz und PFV,
sowie SFVmac und SFVagm verzweigt. SFVspm ist im Vergleich zur Gruppe
der Altweltaffen-FV aul3erordentlich divergent.

SFVagm

SFVmac

SFVcpz

SFVspm

PFV

01 SFVora

Abb. 35: Ungewurzelter phylogenetischer Stammbaum verschiedener SFV und SFVspm. Die
Phylogenien basieren auf der kompletten Aminosaure-Sequenz von foamyviralen Pol-

Proteinen. Maximume-likelihood-Methode. Quartet-Puzzling-Algorithmus.
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MLV

SFVspm

SFVora

— PFV

L SFvepz

— SFVmac

——— SFVagm
0.1

Abb. 36: Gewurzelter phylogenetischer Stammbaum verschiedener SFV und SFVspm mit MLV
als Outgroup. Die Phylogenien basieren auf der kompletten Aminosauresequenz foamyviraler

Pol-Proteine. Maximume-likelihood-Methode. Quartet-Puzzling-Algorithmus.
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3.5 Entwicklung eines diagnostischen Tests fur SFVs  pm

mittels Western Blot

Neben der molekularen Charakterisierung des Genoms von SFVspm war es
aulBerdem Ziel der Arbeit, einen diagnostischen Test, der spezifisch fir
SFVspm reagierte, zu entwickeln. Virusisolation, Detektion von viraler DNA
mittels PCR, Immunfluoreszenz-Analysen und Immunoblot-Analysen gegen FV
Gag bzw. Bet sind die zuverlassigsten Methoden, um eine Immunitéat bzw. eine
Infektion mit Foamyviren nachzuweisen (Hahn, 1994). In Studien zur
Serokonversion bzw. Seroepidemiologie konnte gezeigt werden, dass in
Western Blot Analysen eine Seroreaktivitat bei FV-infizierten Primaten und
Katzen am starksten gegeniber dem Gag-Protein vorlag (Khan, 1999; Alke,
2000; Hussain, 2003; Romen, 2006). Somit ist das Gag-Protein in
diagnostischen Tests Antigen der Wabhl.

3.5.1 Protein-Expression eines Abschnittes von gag zur

Antigengewinnung

Um eine optimale Protein-Expression von Gag zu erreichen, wurde nicht das
Volllangen-Gen fur das Antigen ausgewahlt, sondern ein Gen-Abschnitt von
765 bp Lange beginnend am Startcodon von gag an nt 1341.

Der genannte gag-Abschnitt wurde in einen Expressionsvektor kloniert, der N-
terminal Thioredoxin mit His-Patches enthielt. Somit wurde ein rekombinantes
Fusionsprotein exprimiert, das eine Aufreinigung aufgrund des enthaltenen His-
Patches mittels Nickel-NTA-Agarose erlaubte, aufgrund des Thioredoxins eine
bessere Loslichkeit des Proteins ermdglichte und im Western Blot mit einem
Thioredoxin-Antikorper nachgewiesen werden konnte.

In der PCR zur Klonierung des Gen-Abschnittes fanden die Primer Gag expr s
und Gag expr a mit 100 ng DNA der infizierten MRC-5 Zellen und dem Expand
Long Template PCR System im Protokoll XL Anwendung. Abb. 37 zeigt die
erfolgreiche Amplifikation des gag-Abschnittes. Anschliel3end wurden die PCR-
Produkte entsprechend des Champion pET Directional TOPO Expression Kits
in den Expressionsvektor pET102/D-TOPO kloniert und Top10 E.coli Bakterien

transformiert. Die Analyse der Plasmid-Praparationen mittels Pstl-
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Restriktionsverdau ergab eine erfolgreiche Klonierung fur zwei Klone. In einer
Sequenzierung zeigte sich, dass nur einer dieser Klone die korrekte gag-
Sequenz mit Abweichung einer Aminosaure auf Proteinebene besal3. Diese
Variation war auch bei einigen Klonen wahrend der Sequenzierung des
Gesamt-Genoms von SFVspm aufgefallen, was auf das Vorliegen zweier

verschiedener Klonpopulationen hindeutete.

bp GS 1 2 Al A2

3000
2000

1 &

1000

750 e )

500

250

Abb. 37: PCR des gag-Abschnitts zur Protein-Expression.
1: PCR mit SFVspm-DNA und Primerpaar Gag expr s / Gag expr a. Al: PCR mit Aqua und

Primerpaar Gag expr s / Gag expr a. 2 bzw. A2: analoge PCR mit anderem Primerpaar.

Das PCR-Produkt des gag-Abschnittes hatte eine Lange von 765 bp, was
einem errechneten Molekulargewicht des translatierten Proteins von ca. 30 kDa
entsprach. Zusammen mit Thioredoxin (11,7 kDa) wurde ein rekombinantes
Fusionsprotein von ca. 42 kDa erwartet. Zur Expression des Fusionsproteins
wurden BL21 Star (DE3) E.coli Bakterien mit der aufgereinigten Plasmid-DNA
von gag/pET102 transformiert, Einzelkolonien selektioniert und eine verdinnte
Ubernachtkultur mit 1mM IPTG induziert. In einem Pilot-Experiment wurden die
Bedingungen zur Expression des Fusionsproteins auf eine Inkubationszeit unter
IPTG-Induzierung von 6 Stunden optimiert. Die praparative Protein-Expression
von SFVspm Gag-Thioredoxin erfolgte schlie3lich in einem Volumen von 5
Litern angeimpften LB-Medium. Anschlie3end wurden die Zellen unter nativen
Bedingungen lysiert. Fur die Protein-Aufreinigung unter Nativ-Bedingungen

wurden geladene Nickel-NTA Agarose-Beads verwendet, die mit hoher Affinitat
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an die Histidin-Patches im Thioredoxin banden. Es wurden vier Protein-Eluate
gewonnen, die eine maximale Protein-Konzentration von 3,35 pg/pl enthielten
(Bradford-Methode). AnschlieRend wurde ein SDS-PAGE mit je 3 pg der
Protein-Eluate durchgefuhrt und das Gel mit Coomassie-Losung geféarbt. Abb.
38 zeigt das Coomassie-Gel mit 3 ug der Eluate 1-4 des Fusionsproteins Gag-
Thioredoxin im  Pilotexperiment. Das Molekulargewicht konnte nur
schatzungsweise anhand des Markers zwischen 45 und 55 kDa bestimmt
werden, was der erwarteten Groé3e von 42 kDa annahernd entsprach. In einem
Western Blot wurde schliel3lich das Fusionsprotein mit einem Primar-Antikorper
gegen Thioredoxin in einer Konzentration von 1:5000 und einem Sekundér-
Antikérper Anti-Kaninchen in einer Konzentration von 1:5000 spezifisch

nachgewiesen (Abb. 39).

kDa GS 1 2 3 4 kDa 1 2 3
N | == . ‘ :
70 — “;i ‘ = 38 —
55 — | - — _
45 — | w v . - 55 = | g sl
- i 45 — 4 - ;
3B —| « v ;
3 35 —
B
25 —
25 —
15 — | w
15 —
10 —
10 —
Abb. 38: Coomassie-Gel des Gag-Thio- Abb. 39: Western Blot des Gag-Thioredoxin-
redoxin-Fusionproteins im Pilotexperiment Fusionsproteins im Pilotexperiment (Eluat 1-3).
(Eluat 1-4). Priméarantikdrper: Anti-Thioredoxin 1:5000.

Sekundarantikdrper: Anti-Kaninchen 1:5000.
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3.5.2 Antikorper gegen SFVspm-Gag-Antigen

Ziel war es nun, einen spezifischen Antikérper gegen das exprimierte und
aufgereinigte SFVspm-Antigen zu gewinnen. Dies sollte durch Antigen-Injektion
in Kaninchen erfolgen, was eine Serokonversion gegen SFVspm-gag zur Folge
hatte.

Nach Lagerung des Proteins bei -80C und erneutem A uftauen zeigte sich,
dass das Protein prazipitiert hatte und somit nicht einer direkten Verwendung
zur Immunisierung der Kaninchen zur Verfigung stand. Aus diesem Grund
wurde die Protein-Loslichkeit mit 8M-Urea-Lysepuffer erhéht und das Protein in
Refolding Puffer geldst. Eine erneute Analyse der Protein-Konzentration mithilfe
eines BSA-Vergleichs im Coomassie-Gel nach SDS-PAGE ergab eine
Konzentration von ca. 1,5 pg/ul. Zur Injektion wurde eine Antigenmenge von
4x100 ug in je 2 Kaninchen verwendet. Abb. 40 zeigt ein Coomassie-Gel des

geldsten Gag-Thioredoxin-Fusionsproteins.

kDa GS 1 2 3 4 5 6 GS 7 kDa
— 200

170 — i —_
130 — i — 120
90 —| — 85

70 —

- — 70
— 60
45 —| - g : — 40
35 — s — 30
25 —| - — 25
— 20
15 —| - — 15
| — h— 10

Abb. 40: Coomassie-Gel des Gag-Thioredoxin-Fusionsproteins.1: 10ug, 2: 5ug, 3: 2ug, 4: 1ug,
5:0,5ug, 6: 0,25ug, 7: 1ug Protein.

Die Spezifitdt und Sensitivitat des gewonnen Antikdrpers gegen SFVspm Gag
im Kaninchen-Serum wurde in Western Blot - Analysen nachgewiesen. Dazu

wurde SFVspm Gag-Antigen in abnehmender Quantitat von 500 ng bis 15 ng in
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Polyacrylamid-Gelen in der SDS-PAGE aufgetrennt und anschlie3end auf eine
Nitrocellulose-Membran transferiert. Der Nachweis des Gag-Thioredoxin-
Fusionsproteins erfolgte mit dem generierten SFVspm-Gag-Antikérper in einer
Konzentration von 1:10000 des Kaninchen-Serums und als Positivkontrolle und
Sensitivitatsvergleich in einem zweiten Western Blot mit einem Thioredoxin-
Antikdrper in einer Konzentration von 1:10000. Zweitantikbrper war in beiden
Fallen ein Peroxidase-konjugierter Kaninchen-Antikérper (1:5000).

Die Western Blot — Analysen zeigten eine Sensitivitat fur Anti-Thioredoxin und
auch far Anti-SFVspmGag mit einem sicheren Nachweis von unter 15 ng
Antigen (Abb. 41 und 42).
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Abb. 41: Western Blot des Gag-Thio- Abb. 42 : Western Blot des Gag-Thio-
redoxin-Fusionsproteins. redoxin-Fusionsproteins.
Priméarantikdrper: Anti-SFVspm-Gag. Primarantikdrper: Anti-Thioredoxin.
Sekundarantikérper: Anti-Kaninchen. Sekundarantikérper: Anti-Kaninchen.

In beiden Western Blots: 1: 500ng, 2: 250ng, 3: 125ng, 4: 60ng, 5: 30ng, 6: 15ng Protein.
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3.6 Untersuchungen zum Nachweis einer Infektion mit SFVin
Neuweltaffen

Zur Teilordnung der Neuweltaffen (Platyrrhini) und zur Familie der
Klammerschwanzaffen (Atelidae) gehoért der Klammeraffe (Ateles, englisch:
Spider Monkey), der Wirt des SFVspm, aus dem Hooks et al. 1973 erstmalig
SFVspm isolierten (Hooks, 1973). Hooks’ Isolat war Quelle des in dieser Arbeit
klonierten SFVspm.

Da bisher noch keine komplette Genomsequenz eines Neuweltaffen-FV
bekannt war, stellte sich die Frage, ob eine Infektion mit SFV in Buschelaffen
(Callithrix), die zur Familie der Krallenaffen und zur Teilordnung der
Neuweltaffen zahlen, mithilfe des entschlisselten SFVspm-Genoms
nachweisbar war. Callithrix-Affen sind 18 bis 30 cm grol3e Primaten, die sich
aufgrund ihrer GroRe gut als Primaten-Modell in der medizinischen Forschung
eignen und auch in der Erforschung der Gentherapie eine bedeutende Rolle
spielen. Somit ist die Surveillance einer SFV-Infektion bzw. SFV-Immunitat
erforderlich. Das Arten-spezifische FV fur Callithrix ist das SFVmar, das 1981
aus einem Buschelaffen isoliert wurde, dessen Sequenz zum Zeitpunkt der
Arbeit jedoch noch vollkommen unbekannt war und somit als Grundlage eines
diagnostischen Tests nicht zur Verfugung stand. Eine Infektion der Callithrix-
Affen sollte einerseits mittels Western Blot untersucht werden, das heif3t Seren
der Affen sollten auf mit SFVspm kreuzreagierende Antikdrper getestet werden.
Aufgrund der Verwandtschaft von Ateles und Callithrix innerhalb ihrer
Teilordnung war eine Kreuzreaktion der FV-Antikorper von verschiedenen
Neuweltaffen wahrscheinlich. Zum anderen war zu untersuchen, ob eine
Infektion mit SFV durch Detektion von SFV-DNA in Affen-Lymphozyten und
Affengewebe, wie Milz, Leber und Mundschleimhaut, nachgewiesen werden
konnte. Die Seren und Gewebeproben wurden durch die Arbeitsgruppen von
Prof. Dr. med. Helmut Hanenberg (Universitat Dusseldorf) und Prof. Dr. med.

Peter Horn (Universitat Duisburg-Essen) zur Verfigung gestellt.
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3.6.1 Test von Callithrix-Seren auf SFV-Immunitat m  ittels Western Blot

Zum Nachweis einer moglichen Immunitat der Callithrix-Affen gegen SFV
wurden die Seren von zwolf Affen auf kreuzreagierende 1gG-Antikorper
untersucht. Zu diesem Zweck wurde ein Western Blot durchgefiihrt, bei dem
das zu detektierende Antigen das in dieser Arbeit exprimierte SFVspm-Gag-
Protein darstellte und als Priméar-Antikorper die Affen-Seren eingesetzt wurden,
die gegebenenfalls SFV-IgG-Antikdrper enthielten. Sekundar-Antikdrper war
Meerrettich-Peroxidase konjugiertes Protein G, ein rekombinantes Protein aus
der Zellwand von Streptococcus sp. mit hoher Bindungsaffinitat fur IgG-
Immunglobuline der Saugetiere. Als Positivkontrolle wurde als Primar-
Antikérper der generierte SFVspm-Antikdrper verwendet, in Verbindung mit
Protein G bzw. Kaninchen-Antikorper als Sekundar-Antikorper.

Es wurden jeweils 62,5 ng SFVspm-Gag-Protein pro Tasche auf ein
Polyacrylamid-Gel aufgetragen, mit SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieRend
auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert. Die zwolf Seren wurden jeweils in
einer Konzentration von 1:100 als Erstantikdrper eingesetzt, Meerrettich-
Peroxidase konjugiertes Protein G in einer Konzentration von 1:5000 als
Zweitantikbrper. Es wurden zwei Positivkontrollen durchgefihrt: In beiden
Fallen stellte der SFVspmGag-Antikdrper in einer Konzentration von 1:10000
den Erstantikdrper dar. Als Zweitantikbrper wurde in der ersten Positivkontrolle
Protein G in einer Konzentration von 1:5000, in der zweiten Positivkontrolle
Kaninchen-Antikorper ebenfalls in einer Konzentration von 1:5000 verwendet.
Es zeigte sich, dass beide Positivkontrollen das Antigen nachweisen konnten,
dass jedoch alle zwolf Affen-Seren kein Antigen detektieren konnten und somit
keine kreuzreagierenden Antikorper gegen SFVspm-Gag enthielten (Abb. 43).
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Abb. 43: Western Blot des Gag-Thioredoxin-Fusionsproteins mit Affenseren (1-12) bzw. Anti-
SFVspm-Gag (13 und 14) als Priméarantikorper.

1-12: Affenseren von 12 Affen als Primé&rantikérper, Protein G als Sekundéarantikdrper. 13: Anti-
SFVspm-Gag als Primarantikorper, Protein G als Sekundarantikorper. 14: Anti-SFVspm-Gag als

Priméarantikdrper, Anti-Kaninchen als Sekundéarantikorper.

3.6.2 Test von Callithrix-Gewebe auf SFV-Infektion mittels PCR

Fur die Untersuchungen zum Nachweis einer SFV-Infektion wurden zum einen
Lymphozyten ausgewdhlt, da diese das Hauptreservoir fir FV im peripheren
Blut darstellen (von Laer, 1996). Zum anderen wurden auch Gewebeproben
untersucht, nachdem in in vivo Studien zur Virus-Detektion FV-DNA in einer
Vielzahl von Geweben nachweisbar war, FV-RNA jedoch nur in Geweben, die
mit der Mundschleimhaut assoziiert waren (Falcone, 1999; Murray, 2006). Aus
diesen Grinden wurden die gut durchbluteten und somit an Lymphozyten
reichen Gewebe der Leber und Milz und auRerdem die Mundschleimhaut fur die
Untersuchungen in dieser Arbeit ausgewahlt. Zudem wurde bereits isolierte
DNA aus den Lymphozyten der zwolf Callithrix-Affen, deren Seren auch im auf
Western Blot basierten Test angewandt wurden, verwendet. Im Folgenden
sollte aus isolierter Callithrix-DNA ein 414 bp grol3es SFV-DNA-Stuck mithilfe
des Primerpaars sfv8 int sense und sfv8 int antisense amplifiziert werden. Das
Amplifikat stellte einen Ausschnitt des pol-Gens, genauer des Integrase-Gens
dar.
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DNA wurde aus 2 x 30 mg Marmoset-Lebergewebe, 2 x 10 mg bzw. 2 x 25 mg
Milzgewebe, und 2 x 25 mg Mundschleimhaut mit dem DNeasy Tissue Kit
extrahiert, wobei alle Gewebeproben aus dem gleichen Tier stammten. Die
isolierte Lymphozyten-DNA stammte aus zwolf verschiedenen Tieren. Fur die
PCR wurden ca. 500 ng Gewebe-DNA bzw. Lymphozyten-DNA und 2 ng DNA
einer Plasmid-Praparation des SFVspm-Integrase-Abschnittes eingesetzt. Die
PCR erfolgte im Protokoll PCR-XL bei einer Annealing-Temperatur von 51C
und einer Elongationszeit von 2 min.

Es konnte keine SFV-DNA aus den Gewebeproben und Lymphozyten
amplifiziert werden, Abb. 44 und 45 zeigen die Analyse im Agarose-Gel. Eine
Infektion der Callithrix-Affen konnte somit nicht nachgewiesen werden, was im
Einklang mit der auf Western Blot basierten Methode stand.

bp
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1000 —| =
500 —|
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Abb. 44: PCR der Affen-Lymphozyten-DNA mit SFVspm-Integrase-Primern.
1-12: PCR mit Lymphozyten-DNA 12 verschiedener Affen. NK: Negativkontrolle, PCR mit Aqua.
PK: Positivkontrolle, PCR mit SFVspm-Integrase-Plasmid.
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Abb. 45: PCR der Callithrix-Gewebe-DNA mit SFVspm-Integrase-Primern.
1-2: Leber-DNA, 3-6: Milz-DNA, 7-8: Mundschleimhaut-DNA. NK: Negativkontrolle, PCR mit
Agua. PK: Positivkontrolle, PCR mit SFVspm-Integrase-Plasmid.
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4 Diskussion

4.1 Molekulare und phylogenetische Analyse des SFVs  pm

Foamyviren sind als exogene Retroviren in vielen verschiedenen Spezies
beschrieben worden. Molekulargenetisch wurden jedoch bisher nur die
Primaten-Foamyviren PFV, SFVcpz, SFVora, SFVmac und SFVagm, die alle
zur Teilordnung der Altweltaffen-FV z&hlen, und die Nichtprimaten-Foamyviren
BFV, EFV und FFV untersucht. Von Schweizer et al. wurde bereits eine 425 bp
lange Sequenz des pol-Gens des Neuweltaffen-FV SFVspm beschrieben und
phylogenetisch eingeordnet (Schweizer und Neumann-Haefelin, 1995). Diese
Sequenz war jedoch fur eine prazise phylogenetische Analyse nicht
reprasentativ und wurde in neueren Studien zur Evolution der Primaten-
Foamyviren nicht einbezogen. Switzer et al. konnten durch Analysen der
phylogenetischen Stammbaume sowohl der Altweltaffen-Foamyviren, als auch
threr Wirte, und durch Vergleiche der Molecular Clock zwischen SFV und
Primaten eine gemeinsame Evolution von Foamyviren und ihren Wirten
nachweisen (Switzer, 2005).

In dieser Arbeit wurde die komplette Genomsequenz des simianen Foamyvirus
des Klammeraffens, dessen Wirt (Ateles spp.) zur Unterordnung der
Neuweltaffen zahlt, entschlisselt und mithilfe von Homologie-Vergleichen mit
bekannten FV molekular charakterisiert. Das SFVspm konnte als komplexes
Retrovirus der Unterfamilie der Spumaretrovirinae identifiziert werden. Es
besitzt funf offene Leseraster, die fur die Proteine Gag, Pol und Env, sowie fur
die akzessorischen Proteine Tas und Bet kodieren, sowie die charakteristischen
Nukleotid- und Proteinmotive, die wahrend des Replikationszyklus von grof3er
Bedeutung sind. Es finden sich aul3erdem die Primaten-spezifischen Motive im
Gag-Protein, wie die GR-Boxen (Schliephake und Rethwilm, 1994) und PSAP-
Motive (Stange, 2005), so dass SFVspm eindeutig den Primaten-Foamyviren
zugeordnet werden kann. SFVspm stellt somit das erste vollstandig
sequenzierte und molekulargenetisch charakterisierte Neuweltaffen-FV dar. Die
Sequenz wurde in der GenBank unter der Accession-Nummer 68816

katalogisiert.
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Da Foamyviren aufgrund ihrer genetischen Stabilitdt interessante Marker fur
Untersuchungen der Phylogenie sind, wurden anhand der Kenntnis der
Genomsequenz von SFVspm und funf anderen SFV phylogenetische Analysen
mittels Maximum-Likelihood-Stammbaumen durchgefihrt und SFVspm
evolutionar eingeordnet. Wie in Abb. 46, die die Stammbaume basierend auf
den drei Proteinen Gag, Pol und EV darstellt, zu erkennen ist, ist SFVspm das
evolutionar divergenteste FV aus der Teilordnung der Primaten-Foamyviren. Im
Gegensatz zu den bekannten Altweltaffen-FV gruppiert es sich als separater
Ast in den phylogenetischen Stammbaumen. Es sind drei grof3e Cluster in den
Stammbaumen erkennbar: eines der SFV der Geschwénzten Altweltaffen
(Cercopithecoidea) mit SFVmac und SFVagm, ein zweites der SFV der
Menschenartigen (Hominoidea) mit SFVcpz / PFV und SFVora, deren Wirte
ebenfalls zur Teilordnung der Altweltaffen zahlen, und ein drittes, weit
divergierendes Cluster mit SFVspm, dessen Wirt Ateles zur Teilordnung der

Neuweltaffen zahlt.

SFVagm/Gag
SFVmag/Gag
100
SFVspm/Gag
100
100
SFVcpz/Gag
PFV/Gag
SFVora/Gag

110



DISKUSSION

SFVagm/Pol
SFVmac/Pol
SFVcpz/Pol 100
82 SFVspm/Pol
PFV/Pol
SFVora/Pol
0.1
SFVagm/Env
SFVmac/Env
100
SFVspm/Env
100
SFVcpz/Env 100
PFV/Env
0.1 SFVora/Env

Abb. 46: Phylogenetische Stammbaume der SFV-Proteine Gag, Pol und Env, basierend auf

Aminosauresequenzen. Maximum-likelihood-Methode. Quartet-Puzzling-Algorithmus.

Der Wirt des SFVspm ist als Vertreter der Neuweltaffen evolutionar ebenfalls
aul3erordentlich divergent zur Gruppe der Geschwanzten Altweltaffen
(Cercopithecoidea) und Menschenartigen (Hominoidea). Dies ist in Abb. 6a
(siehe Kapitel 1.3) graphisch dargestellt. Im phylogenetischen Stammbaum, der
auf Sequenzvergleichen der mitochondrialen Cytochromoxidase Il (CO |II)
basiert (Switzer, 2005), sind drei grol3e Gruppen der Primaten zu erkennen: die
Gruppe der Geschwanzten Altweltaffen mit dem Makaken und der Griinen
Meerkatze, die Gruppe der Menschenartigen mit dem Schimpansen und dem

Orangutan und schliel3lich als separate Gruppe der Klammeraffe als Vertreter

111



DISKUSSION

der Neuweltaffen. Die Stammbaume der Primaten-Foamyviren aus der Abb. 46
besitzen somit einen sehr &hnlichen Aufbau im Vergleich zum Stammbaum
ihrer Wirte.

Switzer et al. interpretierten die groRe Ahnlichkeiten der Stammbaume von SFV
und den Primaten als Indikator einer gemeinsamen Evolution. Allerdings war in
ihren Betrachtungen das SFVspm nicht berlcksichtigt, da die damals nur 425
bp umfassende bekannte Sequenz des SFVspm-pol-Gens fur eine
reprasentative Phylogenie nicht genlgte. Mit der im Rahmen dieser Arbeit
entschlisselten vollstandigen Genomsequenz von SFVspm kbénnen nun
stammesgeschichtliche Betrachtungen zur Evolution der Foamyviren und ihrer
Wirte erweitert und das SFVspm als Vertreter der Neuweltaffen-Foamyviren in
die Analysen einbezogen werden. Die bemerkenswerte Ahnlichkeit der
phylogenetischen Stammbaume aus Abb. 46 im Vergleich zum Stammbaum
der Primaten aus Abb. 6a (Kapitel 1.3) bestarkt die Annahme von Switzer et al.,
dass Foamyviren sich gemeinsam mit ihren Wirten, sowohl Altwelt- als auch
Neuweltaffen, entwickelt haben. Die Divergenz der Foamyviren kann anhand
des phylogenetischen Baumes auf einen Zeitraum zurtickgeftihrt werden, der
der Auftrennung der Primaten gleichzusetzen ist.

Switzer et al. publizierten mithilfe von Berechnungen der Molecular Clock, die
auf einem 425 bp grof3en Sequenzabschnitt des pol-Gens der SFV bzw. auf
Sequenzen der CO Il der Primaten basierten, Substitutionsraten der
Foamyviren-Genome von 1,7 x 10 ® Substitutionen pro Site pro Jahr und der
Primaten-Genome von 1,16 x 10® Substitutionen pro Site pro Jahr. Da diese
Substitutionsraten in einer sehr ahnlichen Grof3enordnung lagen, bestarkten sie
die Annahme einer gemeinsamen Evolution von Foamyviren und ihren Wirten.
Ebenso zeigte sich, dass FV die niedrigsten Substitutionsraten unter RNA-Viren
besitzen, sie dhneln mit einer GroRenordnung von 10° S/SY vielmehr jener der
DNA-Viren (Switzer, 2005). Die niedrige Substitutionsrate ist Ausdruck der
hohen genetischen Stabilitdt der Foamyviren. Diese kann wiederum auf die
niedrige Replikationsrate zuruckgefiihrt werden, was Untersuchungen zur
Prazision der reversen Transkription in PFV bestatigten (Boyer, 2007; Gértner,

2009). Die genannten Eigenschaften stellen Vorteile fur virale Vektoren in der
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Gentherapie dar und sollten bei einer Anwendung von foamyviralen Vektoren
bertcksichtigt werden.

Berechnungen zur Molecular Clock, die Sequenzen des SFVspm einbeziehen,
kdnnten eine gemeinsame Evolution von Foamyvirus und Wirt nachdrtcklich
bestatigen und wertvolle Hinweise zur foamyviralen Anwendung im Bereich der
Gentherapie aufzeigen. Analysen zur Molecular Clock wurden jedoch in dieser
Arbeit nicht durchgefiuihrt. Da diese sehr komplex sind, sollten sie in einem

Bioinformatik-Zentrum erfolgen.

Foamyviren sind interessante Marker in der Evolution ihrer Wirte und ihrer
selbst. In der vorliegenden Arbeit konnte das SFVspm aufgrund von Sequenz-
Homologien und aufgrund von Primaten-spezifischen Motiven im Gag-Protein,
wie GR-Boxen (Schliephake und Rethwilm, 1994) und PSAP-Motive (Stange,
2005), den Primaten-Foamyviren zugeordnet werden. Phylogenetische
Analysen zeigten eine bemerkenswerte Divergenz der Neuweltaffen-
Foamyviren gegentber den bekannten Altweltaffen-Foamyviren, und ebenso
bekraftigten sie die Ko-Evolution von FV und Wirt. Da die Sequenz des
stammesgeschichtlichen Vorfahrens des FV des Galagos (SFVgal) nicht
bekannt ist, kann eine alternative Moglichkeit der Evolution, wie zum Beispiel
eine Deletion spezifischer Elemente im Gag-Protein eines Vorlaufer-FV in der
Entwicklung der Nichtprimaten-FV nicht ausgeschlossen werden. Ein Vergleich
der Substitutionsraten des SFVspm und des Neuweltaffen Ateles kann in Bezug
auf stammesgeschichtliche Untersuchungen, sowohl der Foamyviren, als auch

der Primaten, weitere vielversprechende Resultate liefern.
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4.2 Diagnostischer Test einer SFV-Infektion in Neuw  eltaffen

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Abschnitt von gag als Protein bzw. Antigen
exprimiert und ein Antikorper in Kaninchen-Serum generiert. Anschliel3end
wurde ein auf Western Blot basierender diagnostischer Test zum Nachweis
einer Immunitdt gegen SFVspm entwickelt. Dieser zeigte die erwartete
Spezifitat fur SFVspm und eine gute Sensitivitat fur SFVspm-Gag Antigen bzw.
Anti-SFVspm-Gag. Die auf Western Blot basierte Methodik wurde schlie3lich in
Kombination mit einer PCR zum Nachweis einer Infektion mit Neuweltaffen-
Foamyvirus in Callithrix spp. angewandt. Es wurden Seren und DNA zwolf

verschiedener Callithrix-Affen untersucht.

Das auf Western Blot basierte System erwies sich als spezifisch und sensitiv
mit einem Antigen-Nachweis von mindestens 15 ng. Der primére Antikdrper
Anti-SFVspm-Gag wurde als Kaninchen-Serum immunisierter Tiere in einer
Konzentration von 1:10000 eingesetzt. Als sekundarer Antikorper kam entweder
Kaninchen-Antikorper oder Protein G in einer Konzentration von jeweils 1:5000
zur Anwendung. In beiden Fallen konnte SFVspm-Antigen zuverlassig und
reproduzierbar detektiert werden. SFVspm spezifische DNA konnte mittels PCR
mit einer hohen Sensitivitdt nachgewiesen werden. Aus 300 ng DNA infizierter
Zellen bzw. 2 pg DNA einer Plasmidpraparation der SFVspm-Integrase wurde
reproduzierbar ein 415 bp grol3es Stiick der Integrase von SFVspm amplifiziert.
Insbesondere die Kombination von Western Blot und PCR stellt ein
aussagekréftiges System zum Nachweis einer Infektion mit SFVspm dar
(Schweizer, 1995; Winkler, 1998; Khan, 1999; Hussain, 2003). Antigen der
Wahl war, wie bereits in Studien zum Nachweis einer Foamyvirus-Infektion in
Primaten und Katzen beschrieben worden war (Winkler, 1997; Alke, 2000;
Hussain, 2003; Romen, 2006), das Gag-Protein bzw. ein Abschnitt dessen.

Anschlieend wurden beide Systeme zum Nachweis einer Infektion mit
Neuweltaffen-FV in Callithrix eingesetzt. Bisher standen nur Methoden zur
Verfigung, die mit Antikérpern oder Oligonukleotiden von Altweltaffen-
Foamyviren arbeiteten (Hussain, 2003). In dieser Arbeit wurden Systeme zum
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Nachweis von DNA bzw. Antikorpern gegen Neuweltaffen-Foamyviren
entwickelt. Sie setzen jedoch eine Kreuzreagibilitdt mit SFVspm innerhalb der
Neuweltaffen-Foamyviren voraus, da die Methoden aus der Sequenz des
SFVspm abgeleitet wurden. So wurden im PCR-Test SFVspm spezifische
Integrase-Primer verwendet. Im Western Blot waren SFVspm-Gag priméarer
Antikérper und Protein G sekundarer Antikdrper. Zum Test der Systeme
standen DNA aus Lymphozyten sowie Seren zwolf verschiedener Callithrix-
Affen zur Verfigung. AulBerdem wurde DNA, die aus Gewebeproben der Milz,
Leber und Mundschleimhaut eines Callithrix-Affen isoliert wurde, eingesetzt.
Diese stammten jedoch aus nur einem Tier, was eine sehr geringe
Probenanzahl darstellte. In den Abbildungen 44 und 45 sind die Ergebnisse der
Tests dargestellt: In keinem Affen-Serum konnten Antikérper gegen
Neuweltaffen-FV nachgewiesen werden. Ebenso waren alle DNA-Isolate
negativ fir Foamyvirus-DNA. Im Gegensatz dazu waren die Positivkontrollen
positiv, was die Funktionsfahigkeit und Aussagekraft des jeweiligen Systems
bestétigte.

Dennoch muss bertcksichtigt werden, dass die gewahlten Systeme in einigen
Punkten Nachteile aufwiesen. So war, wie oben erwahnt, eine Kreuzreaktion
der SFV-Antikérper der Callithrix-Affen mit SFVspm-Antigen erforderlich. Eine
Kreuzreaktion der Antikdrper wurde erwartet, da in Studien zur Infektion von
Altweltaffen wiederholt Nachweismethoden auf Kreuzreaktionen innerhalb der
Altweltaffen-Foamyviren beruhten und diese zuverlassig eine Infektion bzw.
Immunitat gegen Foamyviren aufdeckten (Schweizer, 1995). Eine Detektion von
Antikdrpern ist im Vergleich zur Detektion von foamyviraler DNA
wahrscheinlicher, da eine Infektion mit FV persistierend ist und sich durch
vorhandene Antikorper-Titer im Serum manifestiert (Meiering und Linial, 2001).
Der Nachweis von DNA setzt jedoch eine DNA-Isolation aus den foamyviralen
Zielzellen bzw. eine aktuelle Replikation des Virus voraus, da nur in diesen
Fallen eine ausreichend hohe DNA-Konzentration im Isolat erreicht wird. Die
Zielzellen der FV sind noch nicht bekannt. Lymphozyten enthalten bei
stattgefundener Infektion die grol3ten Mengen an FV (von Laer, 1996).

Mundschleimhaut assoziierte Gewebe enthalten FV-RNA, was auf den Ort der
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Replikation deutet (Falcone, 1999). Die in dieser Arbeit verwendete DNA
stammte entweder aus der Mundschleimhaut, aus Lymphozyten oder
Lymphozyten reichem Gewebe, wie Milz und Leber. Es wurden somit
Gewebeproben ausgewahlt, die eine Isolation von foamyviraler DNA bei
stattgefundener Infektion wahrscheinlich machten. Auch die Wahl der
kreuzreagierenden Primer wurde nicht als limitierend betrachtet, da in Studien
sogar mithilfe von Oligonukleotiden, die von der Integrase der Altweltaffen-FV
abgeleitet worden waren, FV aus Neuweltaffen amplifiziert werden konnte
(Schweizer und Neumann-Haefelin, 1995).

Grofdter limitierender Faktor im vorliegenden Test war die geringe Anzahl an
Tieren, die fur den diagnostischen Nachweis zur Verfligung standen. Eine
groRere Zahl an Affen, die zudem Tiere aus verschiedenen Populationen
umfasst, ist fur einen reprasentativen Test notwendig. Da die Pravalenz der
Foamyvirus-Infektion in Altweltaffen im Allgemeinen sehr hoch ist (siehe Tabelle
2, Kapitel 1.1), ist eine vergleichbare Préavalenz auch fir Neuweltaffen zu
erwarten. Grundsatzlich sollten jedoch Seren und Gewebeproben von
Klammeraffen (Ateles) zur Untersuchung der Funktionsfahigkeit der
Testsysteme verwendet werden. Die Problematik der vorausgesetzten
Kreuzreagibilitat beim Nachweis einer foamyviralen Infektion des Callithrix-Affen
kann schlie3lich nur durch die Entwicklung eines fir SFVmar (Foamyvirus des
Callithrix) spezifischen Testsystems ausgeschlossen werden. Dazu sind analog
zur vorliegenden Arbeit die Klonierung und Sequenzierung des SFVmar, sowie
die Expression eines SFVmar spezifischen Antigens und die Generierung eines

SFVmar-Antikdrpers notwendig.

Weiterfuhrend sollten die Nachweismethoden erweitert werden, zum Beispiel
durch Virusisolation aus Zellkulturen oder durch eine auf Immunfluoreszenz
basierende Methodik. Eine Weiterentwicklung des Systems zur Detektion von
foamyviralen Antikérpern, insbesondere die Entwicklung eines Enzyme-linked
ImmunoSorbent Assays (ELISA) kann die Verwendung und Untersuchung
vieler verschiedener Seren erleichtern. Dieser kann auch zum Screening von

menschlichen Seren herangezogen werden, um eine Infektion mit
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Neuweltaffen-FV detektieren zu kénnen. Bisher war kein diagnostischer Test,
der spezifisch fiur Neuweltaffen-FV reagierte, verfugbar. Aufgrund der
verheerenden Zunahme von Primatenjagd, Tierhaltung und Verzehr von
Primatenfleisch und somit der Gefahr einer potentiellen Zoonose mit SFV
sollten zuverlassige Mdglichkeiten zur Surveillance einer foamyviralen Infektion
des Menschen zur Verfiigung stehen. In Anlehnung an die Evolution der HIV-
Pandemie, die ihren Ursprung in einer Transmission von SIV des Primaten auf
den Menschen hatte, sind foamyvirale Infektionen des Menschen als Ausléser
neuer Pandemien nicht zu verachten.

Das in dieser Arbeit publizierte Wissen uber die Sequenz des Neuweltaffen-
Foamyvirus SFVspm, sowie die Strategie der Klonierung kann fir eine
erfolgreiche Entschlisselung des Genoms weiterer Neuweltaffen-FV, sowie fir
die Weiterentwicklung spezifischer diagnostischer Nachweismethoden flr
Infektionen mit Neuweltaffen-Foamyviren wertvolle Hinweise geben.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die komplette Nukleotidsequenz des
Neuweltaffen-Foamyvirus des Klammeraffens (SFVspm) entschlisselt und
molekular charakterisiert. DNA wurde aus SFVspm infizierten Zellen isoliert.
Ausgehend von einem 425 bp langen bekannten Abschnitt des Integrase-Gens
wurde das foamyvirale Genom mithilfe der Polymerasekettenreaktion in flunf
Abschnitten amplifiziert. Die Primer wurden anhand konservierter Sequenzen
im SFV-Genom generiert. Die Genomabschnitte des 5-Endes bis zum
Integrase-Gen von SFVspm wurden in Plasmidvektoren Kkloniert und
anschlieBend sequenziert, die Genomabschnitte vom Integrase-Gen zum 3'-
Ende wurden direkt nach der PCR-Amplifikation sequenziert. Die Sequenzen
der einzelnen SFVspm-Fragmente wurden zu einem zusammenhangenden
Genom zusammengesetzt, wobei die Consensus-Sequenz aus mindestens drei
unabhangigen Sequenzierungen pro Nukleotid ermittelt wurde. Anhand von
Homologie-Vergleichen konnte das SFVspm mit einer Gro3e von 12212 bp als
komplexes Retrovirus der Unterfamilie der Spumaretrovirinae identifiziert
werden. Es besitzt alle konservierten Protein-Domainen, die charakteristisch fur
Primaten-Foamyviren sind. SFVspm stellt somit das erste vollstéandig

sequenzierte und molekulargenetisch charakterisierte Neuweltaffen-FV dar.

Da Foamyviren aufgrund ihrer genetischen Stabilitéat interessante Marker fur
phylogenetische Untersuchungen sind, wurden anhand der Kenntnis der
Genomsequenz von SFVspm und funf Altweltaffen-FV phylogenetische
Stammbaume basierend auf Nukleotid- und Aminosauresequenzen und der
Maximum-Likelihood-Methode  gezeichnet und  SFVspm  evolutionér
eingeordnet. SFVspm zeigte sich als das evolutionar divergenteste Foamyvirus
aus der Teilordnung der Primaten-Foamyviren. Dies spiegelt die
phylogenetische Auftrennung ihrer Wirte, der Altweltaffen und Neuweltaffen,
wider und bekraftigt eine gemeinsame Evolution von Foamyviren und ihren
Wirten.

118



ZUSAMMENFASSUNG

Zur Entwicklung eines diagnostischen Tests zum Nachweis einer SFVspm-
Infektion wurde ein 765 bp langer Abschnitt des gag-Gens als Antigen
exprimiert und ein Antikérper im Kaninchen-Serum generiert. In einem Western
Blot zeigte sich fur eine Detektion von SFVspm-Gag-Antigen bzw. Anti-
SFVspm-Gag eine sichere Spezifitat und eine gute Sensitivitat. Die auf Western
Blot basierte Methodik wurde schliel3lich in Kombination mit einer PCR des
Integrase-Gens zum Nachweis einer Infektion mit Neuweltaffen-Foamyvirus in
Callithrix spp. angewandt. Es wurden Seren und Lymphozyten-DNA zwolf
verschiedener Callithrix-Affen, sowie Gewebeproben aus Milz, Leber und
Mundschleimhaut untersucht, wobei in keinem Tier eine SFV-Infektion

nachgewiesen werden konnte.
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