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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Alle Retroviren prozessieren ihre Pol- und Strukturproteine mit Hilfe der viralen Protease. In
dieser Arbeit wurden zentrale Mechanismen der Regulation der foamyviralen Protease
untersucht und charakterisiert. Dazu wurde eine chromatographische Virusreinigungsmethode
entwickelt und die relative Pol- und Env-Enkapsidierung bestimmt. Foamyviren enthalten
weniger Pol als andere Retroviren aber deutlich mehr Env als humane Immunodefizienzviren.
Die Pol-Inkorporation konnte durch die limitierte Prozessierung mit nur einer einzigen
Schnittstelle in Gag und Pol kompensiert werden. Deshalb wurde untersucht, ob die foamyvirale
Protease ein beschrianktes Schnittstellenrepertoire aufweist. In Zellkulturen sind die Schnitt-
stellenpositionen P2’ und P2 auf die Aminosdurereste Valin und Valin/Asparagin beschrankt.
Demnach hat die foamyvirale Protease ein eingeschrinkteres Schnittstellenrepertoire als die
Protease des humanen Immunodefizienzvirus. Weiterhin wurde hier gezeigt, dass die
vollstindige reverse Transkription die Prozessierung von Gag voraussetzt und
Proteaseaktivitit-defiziente oder Gag-Schnittstellen-defiziente Viren keine vollstindige cDNA
bilden kénnen. Demnach kompensieren Foamyviren die niedrige Proteasekonzentration, indem
sie sicherstellen, dass die reverse Transkription erst nach der Gag-Maturation vollendet werden
kann.

Weiterhin wird bei humanen Immunodefizienzviren durch die Gag-Maturation die essenzielle
Mobilitdit der wenigen Env-Trimere auf der Hiillmembran getriggert. Die erstmals in dieser
Arbeit bei Foamyviren quantifizierte Env-Menge ergab, dass Foamyviren 28 mal mehr Env- pro
Gag-Molekiil als humane Immunodefizienzviren besitzen. Wahrscheinlich dient dieser hohe Env-
Gehalt der Kompensation der eingeschrankten Env-Mobilitdt, die durch die limitierte Gag-
Prozessierung an nur einer carboxyterminalen Schnittstelle verursacht wird.

Da fiir die Aktivierung der foamyviralen Protease virale Ribonukleinsdure benotigt wird, wurde
untersucht, welche Pol-Doméanen fiir die Aktivierung der Protease benotigt werden. Im
Gegensatz zur Integrase, deren Deletion in reduzierter Proteaseaktivitit resultierte, war die
funktionelle RNaseH-Domdne essenziell fiir die Gag-Prozessierung. Die Substitution der
foamyviralen RNaseH durch RNaseH-Domdidnen von anderen Retroviren resultierte in
genomunabhidngiger Proteaseaktivitit in Zellen und genomabhingiger Proteaseaktivitit in den
rekombinanten Viren. Demnach scheint die dimerstabilisierende Funktion der RNaseH durch
direkte Protein-Protein-Interaktion oder durch unspezifische RNA-Bindung verursacht zu

werden.




Summary

Summary

Retroviral Pol and structural proteins are processed by the viral protease. Here, central
mechanisms of the foamy viral protease regulation were investigated and characterized. For
determination of the relative Pol and Env encapsidation a novel chromatographic purification
method was developed. In comparison with human immunodeficiency viruses, foamy viruses
encapsidate less Pol but significantly more Env. Foamy viruses might compensate these low Pol
amount by limiting Gag and Pol processing to a single cleavage site. I sought to investigate,
whether a limited cleavage site repertoire of foamy viral protease might be a consequence of this
restriction. In cell culture positions P2’ and P2 within the cleavage sites are invariant and
restricted to valine and valine/asparagine, supporting the conclusion that foamy viral protease
cleavage at more specific sites than its human immunodeficiency viral counterpart. Secondly, I
could show that complete foamy viral reverse transcription is dependent on Gag maturation,
since viruses deficient in protease activity or with an inactive Gag cleavage site were incapable
of producing cDNA beyond the first strong stop. Thus, low protease encapsidation is
compensated by a delay of the reverse transcription until sufficient Gag maturation occurred.
The human immunodeficiency viral Gag processing triggers the mobility of the few Env
trimmers on the viral membrane. This Env clustering was shown to be essential for infectivity.
Here, foamy viral Env was quantified and found that foamy viruses incorporate 28 times more
Env per Gag molecule than the human immunodeficiency viruses. It seems to be likely that these
higher Env amounts are required to compensate for the lack of Env mobility due to the
restricted Gag processing at a single site at the carboxyl terminus.

The dimerization and activation of the foamy viral protease depends on the binding of viral RNA
and protein-protein interactions. Since the protease is active in the Pol and in the PRRT context
the Pol domains essential for protease activity were mapped. While deletion of the integrase in
context of recombinant viruses resulted in reduced protease activity further deletion of the
RNase H domains abolished protease function. Substituting the RNase H domain with the RNase
H of other retroviruses could restore protease activity even in the absence of viral RNA in cells,
but not in viruses. Thus, the RNase H domains serve as protein-protein interaction domain or

might dimerize the PRRT domains by binding to unspecific RNA.
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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Foamyviren

Retroviridae sind eine in Mensch und Tier omniprasente Virusfamilie, deren erste Vertreter
Anfang des 20. Jahrhunderts in Filtraten aus Gefliigelsarkomen nachgewiesen wurden
(Ellermann and Bang, 1908; Rous, 1911). Der namensgebende Schritt im Replikationszyklus ist
die reverse Transkription des RNA-Genoms in die provirale DNA (Baltimore, 1970; Temin and
Mizutani, 1970). Durch die Integrase (IN) wird diese stabil in das Wirtsgenom integriert (Brown
et al., 1987; Kulkosky and Skalka, 1994).

Foamyviren wurden erstmals Mitte des 20. Jahrhunderts beschrieben (Enders and Peebles,
1954). In Affennierenzellkulturen wurde ein ,virusdhnliches Agens” identifiziert, welches einen
zytopatischen Effekt ausloste (Rustigian et al., 1955). Das fiir die Synzytienbildung typische
schaumige Erscheinungsbild wurde namensgebend fiir die Foamy- (,foam*“ = Schaum) oder auch
Spumaviren (Achong et al,, 1971). Die Gattung der Foamyviren ist der einzige Vertreter in der
Unterfamilie der Spumaretroviren, die zusammen mit den Orthoretroviren die Familie der
Retroviridae bildet. Wirtsspezifische Arten wurden in nahezu allen Primaten mit einer Pravalenz
von bis zu 100% nachgewiesen (Hooks et al., 1972; Hooks and Gibbs, 1975; Johnston, 1961;
Johnston, 1971; Rogers et al., 1967; Rustigian et al.,, 1955; Stiles, 1968). Auch in Nichtprimaten
wie Pferden (EFV - Pravalenz ca. 15% (Materniak and Kuzmak, 2012; Tobaly-Tapiero et al,,
2000)), Rindern (BFV - Pravalenz 40-85% (Hechler et al.,, 2012; Jacobs et al., 1995; Johnson et
al, 1988; Malmquist et al.,, 1969; Pamba et al., 1999)) und Katzen (FFV - Pravalenz 33-76%
(Bandecchi et al, 1992; Hackett et al., 1970; Nakamura et al, 2000; Winkler et al., 1999))
wurden Foamyviren beschrieben. Das urspriinglich als humanes Foamyvirus bezeichnete
prototypische Foamyvirus (PFV) wurde 1971 aus Nasopharynxkarzinomzellen eines

kenianischen Patienten isoliert (Achong et al,, 1971).

1.2 Aufbau foamyviraler Viruspartikel und des Provirus

Foamyvirale Partikel haben einen Durchmesser von etwa 100nm (Wilk et al,, 2001), in deren
Hiillmembran zahlreiche Env-Trimere verankert sind (Wilk et al., 2000). Das Kapsid wird von
Gag-Proteinen gebildet und umschlief3t die Pol-Proteine und das virale Genom. Im Gegensatz zu
Orthoretroviren enthalten foamyvirale Partikel neben RNA auch doppelstriangige DNA, da die
reverse Transkription bereits spat im Replikationszyklus direkt nach der Kapsidassemblierung
beginnt (Moebes et al, 1997; Yu et al, 1999). Im proviralen Genom sind die kanonisch
angeordneten offenen Leseraster (ORF - ,open reading frame“) der Gene gag, pol und env
flankiert von den langen terminalen Repetitionen (LTR - ,long terminal repeats)(Abbildung

1.1). Am LTR-Promotor wird die Transkription der genomischen RNA initiiert, wobei die
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spezifischen mRNAs fiir die Expression der Pol- und Env-Proteine durch Spleifien der
genomischen RNA generiert werden (Bodem et al., 1997; Bodem et al,, 1996; Holzschu et al,
1998; Jordan et al., 1996; Lochelt and Fliigel, 1996; Muranyi and Fliigel, 1991; Yu et al., 1996a).

5-LTR 1P 3-LTR
nv
#/— gag =7 e ias bel2 7//L
U3 RU5 U3 RU5

genomische RNA Gag p71

gag Cap Gag p68 AAA

p68 p3
Pol p127
ol o — T o
p85 p40
Env gp130

gpl8 gp80 gp48

Abbildung 1.1: Die foamyvirale DNA und die Transkriptionsprodukte des LTR-Promotors.
Schematische Darstellung eines integrierten Provirus, der von der genomischen DNA durch die
flankierenden LTRs abgegrenzt ist. Die Gene gag, pol, env, tas und bel2 sind durch farbige Balken
dargestellt. Die Transkripte des LTR-Promotors sind unter dem proviralen Genom dargestellt. Die
Molekulargewichte (in kDa) der Proteine und deren Spaltprodukte sind angegeben. PRRT: Fusionsprotein
aus Protease (PR) und reverser Transkriptase (RT); IN: Integrase; LP: ,Leaderpeptid“; SU: Oberflachen-
untereinheit; TM: Transmembranuntereinheit

1.3 Das Gag-Protein

Der N-Terminus des Gag-Proteins (AS 4-19) ist fiir die Env-Interaktion und die Virusfreisetzung
essenziell (Cartellieri et al., 2005b). Die Struktur der dimeren N-terminalen Doméne besteht aus
dicht gepackten o-Helices und p-Faltblattern und einer grofsen zentralen Doppelwendelstruktur
mit drei Leucin-Zipper Domanen und dem Interaktionsmotiv (AS 130-150), welches fiir die Gag-
Dimerisierung unverzichtbar ist (Goldstone et al, 2013; Tobaly-Tapiero et al, 2001). In der
zentralen Region des Gag-Proteins wurde ein konserviertes YXXLGL-Motiv identifiziert, welches
fiir die weitere Polymerisierung des Kapsids bendtigt wird (Mannigel et al., 2007).

Die cystein- und histidinreichen Motive, die in Orthoretroviren fiir die Genominkorporation
benoétigt werden, wurden im foamyviralen Gag-Protein nicht gefunden. Stattdessen wurden im
C-Terminus des PFV-Gag-Proteins drei glycin- und argininreiche Motive (GR-Box I-III)
identifiziert, die sowohl DNA und RNA binden als auch fiir die Pol-Interaktion verantwortlich
sind (Hamann et al, 2014; Lee and Linial, 2008; Schliephake and Rethwilm, 1994; Yu et al,,
1996b). Die GR-Box II ist fiir die Kernlokalisation der Gag-Proteine verantwortlich, die jedoch
nicht essenziell fiir die Bildung infektioser Viren ist (Miillers et al., 2011a; Yu et al., 1996Db).
Hingegen werden wie beim Mason-Pfitzer Affenvirus (MPMV) die Gag-Proteine im Zytoplasma

durch ein zytoplasmatisches Targeting-Retentionssignal (CTRS - ,cytoplasmic targeting-

10
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retention signal“) in die Nahe des Zentrosoms geleitet, wo die Assemblierung des Kapsids erfolgt
(Cartellieri et al., 2005a; Choi et al., 1999; Rhee and Hunter, 1990; Sakalian and Hunter, 1999; Yu
et al,, 2006). Die Deletion des CTRS verhindert die Kapsidassemblierung vollstiandig (Eastman
and Linial, 2001). MPMV besitzt hingegen eine Myristoylierungsstelle im Gag-Protein, wodurch
nach Deletion des CTRS die Kapside an der Zytoplasmamembran assemblieren (Choi et al., 1999;
Rhee and Hunter, 1990; Sakalian and Hunter, 1999).

Im Gegensatz zu Orthoretroviren wird das 71 kDa grofde PFV Gag-Protein nicht in Matrix, Kapsid
und Nukleokapsid prozessiert, sondern durch die virale Protease (PR) in das Gag p68-Protein
und ein 3kDa grofies Peptid (p3) geschnitten (Konvalinka et al., 1995a). Diese Prozessierung ist
essenziell fiir die Bildung infektidser Viren (Baldwin and Linial, 1999; Enssle et al., 1997; Hiitter
et al,, 2013; Lehmann-Che et al., 2005; Zemba et al., 1998), obwohl das p3-Peptid selbst nicht
essenziell fiir die Infektiositat ist (Enssle et al.,, 1997; Hiitter et al.,, 2013; Stenbak and Linial,
2004; Zemba et al, 1998). Neben der p68/p3 Schnittstelle wurden drei weitere PR-
Schnittstellen im Gag-Protein in in vitro-Experimenten beschrieben (Tabelle 1.1)(Pfrepper et al,,
1999), von denen jedoch nur fiir die Prozessierung nach Aminosédure 311 (p33/p5-Schnittstelle
nach Pfrepper et al., 1999) im Gag-Protein eine Funktion in vivo gezeigt wurde. Im Vergleich zur
Gag p68/p3-Schnittstelle wird diese mit bedeutend geringerer Effizienz prozessiert und ist fir
die Disassemblierung des foamyviralen Kapsids von Bedeutung (Lehmann-Che et al., 2005;
Pfrepper et al., 1999). Bei HIV wird das Gag-Protein an fiinf verschiedenen Schnittstellen durch
die virale PR prozessiert, was in fundamentalen Verdnderungen der Virusstruktur resultiert
(Coffin et al., 1997; Sundquist and Krausslich, 2012). Aufgrund des einzelnen Prozessierungs-
schrittes der foamyviralen Gag-Proteine ist die strukturelle Umordnung wdihrend der
Virusreifung weniger ausgepragt (Konvalinka et al.,, 1995a). Im Gegensatz zu HIV-1 enthalten
infektiose und maturierte Foamyviren nicht nur vollstindig prozessierte Gag-Proteine sondern

Gag p71 und Gag p68 im Verhaltnis von 1:4,2 (Cartellieri et al., 2005a).

1.4 Das Pol-Protein

Im Gegensatz zu Orthoretroviren wird Pol nicht als GagPol-Fusionsprotein exprimiert sondern
separat von einem pol-spezifischen Transkript translatiert, welches durch Spleifien vom
Hauptspleifddonor auf einen Spleiffakzeptor am 3’-Ende des gag-Leserasters generiert wird
(Bodem et al,, 1996; Yu et al,, 1996a). Das 127kDa grof3e PFV-Pol-Protein besteht aus der PR-,
der reversen Transkriptase- (RT) und der IN-Domane. Es wurde vermutet, dass dhnlich wie bei
Orthoretroviren das foamyvirale Pol-Protein in die funktionellen Doméanen prozessiert wird
(Netzer et al, 1993). Durch Analysen der autokatalytischen Prozessierungsprodukte von
bakteriell exprimierten Pol-Proteinen wurden drei potenzielle PR-Schnittstellen identifiziert

(Pfrepper et al, 1998), jedoch scheint die Prozessierung in vivo einzig auf die RT/IN-

11
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Schnittstelle beschriankt zu sein (Tabelle 1.1)(Lochelt and Fliigel, 1996). Die einzigen
Spaltprodukte, die in Zell- und Viruslysaten nachgewiesen werden koénnen, sind das 85kDa
grofie PRRT-Protein und die 40kDa grofie Integrase (Lochelt and Fliigel, 1996; Pahl and Fliigel,
1993). Trotz Deletion der Pol RH/IN-Schnittstelle bleiben PR und RT aktiv, wahrend die
Infektiositdt der Viruspartikel reduziert ist (Roy and Linial, 2007), so dass im Gegensatz zur Gag-
Maturation die Pol-Prozessierung nicht essenziell zu sein scheint. Auch im Kontext des
foamyviralen Vektorsystems wurde gezeigt, dass die Pol-Prozessierung nicht zwingend fiir die
PR- und RT-Aktivitdt benétigt wird (Hiitter et al., 2013). Jedoch war die Infektiositat der
Wildtypfoamyviren mit Deletion der RH/IN-Schnittstelle nach mehreren Infektionsrunden nicht
mehr nachweisbar (Roy and Linial, 2007), was suggeriert, dass die Pol-Prozessierung fiir eine
effiziente Integration benétigt wird.

Die Pol-Proteine werden ungespalten in die Viruspartikel inkorporiert (Heinkelein et al., 2002a;
Peters et al,, 2005). Wie bei Foamyviren wird auch in Hepadnaviren das P-Protein unabhangig
vom Strukturprotein exprimiert (Chang et al.,, 1989; Schlicht and Schaller, 1989), wobei durch
die Bindung der Proteine an das virale RNA-Element Epsilon die Kapsidassemblierung von
Hepatitis-B-Viren initiiert wird (Bartenschlager and Schaller, 1992). Bei Foamyviren binden die
Pol-Proteine an die genomische RNA, die wiederum durch Gag-Proteine inkorporiert wird
(Heinkelein et al., 2002b; Peters et al., 2005). Jedoch wurde gezeigt, dass durch Mutationen in
der GR-Box I des Gag-Proteins die Pol-Protein- aber nicht die Genominkorporation verhindert
wird, was eine zusatzliche Gag-Pol-Proteininteraktion fiir die Pol-Inkorporation nahelegt (Lee

and Linial, 2008).

1.4.1 Die Protease

Retrovirale PRs gehoren zur Familie der Aspartatproteasen, deren aktive Form symmetrische
Homodimere sind (Katoh et al., 1989; Katoh et al., 1987; Miller et al.,, 1989; Navia et al., 1989;
Pearl and Taylor, 1987). Wie bei den Orthoretroviren ist auch bei Foamyviren die aktive PR fiir
die Infektiositat essenziell (Konvalinka et al., 1995a). Die Sekundarstrukturen aller retroviraler
PRs passen auf das Strukturmodell, welches =zuerst zur Beschreibung nichtviraler
Aspartatproteasen diente (Andreeva, 1991). Diesem Modell entsprechend sind die Strukturen
retroviraler PR-Monomere trotz unterschiedlicher Aminosduresequenzen sehr ahnlich
(Jaskolski et al., 1990; Wlodawer and Gustchina, 2000; Wlodawer et al., 1989). Sie sind durch
vier Strukturelemente charakterisiert, und zwar eine Haarnadelkurve (beinhaltet die A1 Kurve),
eine weite Schleife (B1), eine a-Helix und eine zweite weite Schleife (D1). Die flexible 3-Schleife
D1 wird auch als Klappe (engl.: flap) bezeichnet und ist funktionell essenziell fiir die
Substratbindung (Gustchina and Weber, 1990). Das aktive Zentrum retroviraler PRs wird durch
zwei Aspartat-Threonin/Serin-Glycin/Glutamin (D-T/S-G/Q)-Motive gebildet, je eins in den B1-

12
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Schleifen der PR-Halften (Coffin et al.,, 1997; Winkler et al., 1997; Wlodawer et al., 1989). Bei
HIV-1 sind die Threoninreste an der Interaktion der beiden PR-Halften beteiligt (sogenannter
Jfireman’s grip“), die fiir die Dimerisierung und die Positionierung der Aspartatreste im aktiven
Zentrum benotigt werden (Ingr et al., 2003). Wie auch beim Rous Sarkomvirus ist das aktive
Zentrum der PFV-PR ein Aspartat-Serin-Glycin-Motiv, bei dem wahrscheinlich der Serinrest
funktionell den Threoninrest ersetzt (Konvalinka et al., 1995a). Die Substitution des Threonins
zu Serin im aktiven Zentrum der HIV-PR resultierte jedoch in reduzierter PR-Aktivitat durch
Destabilisierung des PR-Dimers (Ingr et al,, 2003; Konvalinka et al., 1995b).

Der offensichtliche strukturelle Unterschied zwischen der foamyviralen PR-Doméane und der
HIV-1-PR sind die unstrukturierten N- und C-Termini (Abbildung 1.2)(Hartl et al., 2008), ahnlich
zur monomeren HIV-1-PR mit Substitution des Arginin in Position 87 durch Lysin (Ishima et al,,
2001). Bei orthoretroviralen PRs wird die Dimerisierung neben den Kontakten durch die

Klappenregionen und im aktiven Zentrum besonders durch die vierstrangige -Faltblattstruktur

(=,dimer interface“) der N- und C-Termini ermdglicht (Abbildung 1.2).

Abbildung 1.2 Strukturen retroviraler Proteasen. (A) Foamyvirales PR-Monomer am Beispiel von
SFVmac (Hartl et al., 2008 - mit Genehmigung von Elsevier) (B) HIV-1 PR-Dimer in offener Konformation
mit Kennzeichnungen der A1-Kurven (A1), der B1-Schleifen (B1), der D1-Schleifen (D1) und der C-
(COOH) und N-Termini (NHz). rot: a-Helix; blau: B-Faltblatter (Martin et al,, 2005; PDB ID: 1”TW7; MMDB
ID: 34066).

Essenziell fiir die Positionierung des C-terminalen p-Faltblattes und somit fiir die Formation des
HIV-1 ,dimer interface” ist die Interaktion des Arginins 87 mit dem Aspartat in Position 29

(Ishima etal., 2001; Louis et al., 2003). In der foamyviralen PR wurde solch eine intramolekulare

Interaktion nicht nachgewiesen (Hartl et al., 2008). Auch die Mason-Pfitzer Affenvirus (MPMV)
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1. Einleitung

PR liegt in wéssriger Losung als Monomer vor (Veverka et al,, 2001; Veverka et al., 2003). Hier
wird vermutet, dass die Aktivierung durch eine intramolekulare Disulfid-Briickenbindung
zwischen einem N-terminalen und einem C-terminalen Cystein ermoglicht wird (Zabranska et
al.,, 2007). In der foamyviralen PR-Doméne sind jedoch keine Cysteine im C- oder N-Terminus
lokalisiert. Die foamyvirale PR ist nur unter unphysiologisch hoher Salzkonzentration in vitro
aktiv (Fenyofalvi et al., 1999; Hartl et al,, 2008; Pfrepper et al., 1997). Erst in Gegenwart der
viralen RNA mit dem spezifischen PR-aktivierenden RNA-Motiv (PARM - ,protease-activating
RNA motif*), welches am Ende des pol-Gens lokalisiert ist, wird die PR im Kontext des PPRT-
Fusionsproteins aktiv (Hartl et al., 2010b). Kiirzlich wurde publiziert, dass die IN-Doméne in
vivo fiir die Pol-Dimerisierung und die Aktivierung der foamyviralen PR benétigt wird (Lee et al,,
2011). Da die IN Dimere bildet und sogar als Tetramer im Integrationskomplex vorliegt (Gupta
etal, 2012a; Hare et al., 2010), ist eine PR-Multimerisierung auf diesem Weg denkbar.

Tabelle 1.1: Aminosiduresequenzen der viralen PR-Schnittstellen in den Gag- und Pol- bzw. GagPol-
Proteinen von HIV-1 Subtyp B (A) und PFV (B).

A B

HIV-1 (Subtyp B)? PFVb

MA/CA VSQNY/PIVQN p33/p5 QHIR/SVTG

CA/p2 KARVL/AEAMS p68/p3 RAVN/TVTQ

p2/NC PATIM/1QKGN RH/IN YVVN/CNTK

NC/p1 ERQAN/FLGKI b: In vivo verifizierte Schnittstellen der
foamyviralen PR (Konvalinka et al., 1995a;

pl/p6 RPGNF/LQSRP Lochelt and Fliigel, 1996; Pfrepper et al,,

p6Pol/PR VSFSF/PQITL 1998; Pfrepper et al, 1999). fett: die
identischen Positionen der Gag p68/p3-

PR;RTpSl gl—\;:‘_ijs\l/gz;\ und der Pol RH/IN-Schnittstellen

RT/RTp66

RT/IN IRKVL/FLDGI

a: HIV-1 Subtype B PR-Schnittstellen
(modifiziert nach Kozisek et al., 2012)

Die HIV-1 Maturation ist ein geordneter, mehrstufiger Prozess, der durch die sehr
unterschiedlichen Prozessierungseffizienzen der PR-Schnittstellen reguliert wird (Pettit et al,,
2005a; Pettit et al., 2004; Pettit et al., 2005b; Pettit et al., 1994; Wiegers et al., 1998). Die fiinf
Gag-Schnittstellen kénnen in drei verschiedene Kategorien eingeordnet werden, und zwar hohe
(p2/NC), mittlere (p1/p6 und MA/CA) und niedrige (NC/p1 und CA/p2) Prozessierungseffizienz
(Pettit et al., 1994). Im Gegensatz zu HIV-1 scheint die foamyvirale Gag- und Pol-Prozessierung
auf zwei Gag- und eine Pol-Schnittstelle limitiert zu sein. Beim Vergleich der Sequenzen der Gag
p68/p3- und der Pol-RH/IN-Schnittstellen fillt eine Sequenziibereinstimmung in drei

Positionen auf (Tabelle 1.1). Bei HIV-1 sind maximal zwei gleiche Positionen beim Vergleich
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zweier Schnittstellen zu finden (Tabelle 1.1, p6Pol/PR und PR/RTp51). Diese grofiere
Sequenzhomologie der foamyviralen PR-Schnittstellen suggeriert eine hohere Substratspezifitat
der foamyviralen PR. Des Weiteren ist unklar, ob - wie in den in vitro-Experimenten gezeigt - die
Kombination von PRRT-Fusionsproteinen und viraler RNA fiir PR-Aktivitat ausreicht oder ob die
PR nur im Kontext des Pol-Proteins aktiv ist (Hartl et al, 2010b; Lee et al, 2011).
Moglicherweise sind auch Teile der RH- oder sogar der restlichen RT-Domane ohne Verlust der

PR-Aktivitit deletierbar.

1.4.2 Die reverse Transkriptase

Die N-terminale Domaéane retroviraler RTs hat die enzymatischen Aktivititen einer RNA-
abhingigen DNA-Polymerase fiir die Erststrangsynthese und einer DNA-abhidngigen DNA-
Polymerase fiir die Zweitstrangsynthese. Die RH-Doméne im C-Terminus der RT-Domaéne ist
eine RNA-Endonuklease, die den RNA-Anteil des RNA-DNA-Hybrids hydrolysiert. Fiir den ersten
Schritt der Erststrangsynthese fungiert bei Retroviren eine zelluldre t-RNA als Primer, die an die
Primerbindestelle bindet (Harada et al., 1975; Peters et al.,, 1977; Rhim et al., 1991; Sawyer and
Dahlberg, 1973). Bei PFV dienen die Lys1,2-t-RNAs als Primer fiir die RT-Reaktion (Abbildung
1.3)(Maurer et al., 1988).

Das PRRT-Fusionsprotein ist wahrscheinlich die aktive Form der foamyviralen RT, da die
Substitution von Aminosduren in der RH/IN-Schnittstelle zur Reduktion der RT-Aktivitat fiihrt
(Roy and Linial, 2007). Jedoch wurde im Kontext des foamyviralen Vektorsystems RT-Aktivitat
auch in einem GagPol-Fusionsprotein nachgewiesen (Swiersy et al., 2011). Wie beim Moloney-
Mausleukdmievirus (MoMLV) und beim Friend-Mausleukdmievirus ist die aktive Form der
foamyviralen RT wahrscheinlich ein Monomer (Hartl et al., 2010a; Moelling, 1974; Verma,
1975), wahrend andere retrovirale RTs meistens als Heterodimere katalytisch aktiv sind (di
Marzo Veronese et al.,, 1986; Golomb and Grandgenett, 1979). Trotz des verschiedenen Aufbaus
retroviraler RTs ist die Funktion bei allen Retroviren sehr dhnlich. In Analysen der
Polymeraseaktivitat in in vitro-Experimenten wurde gezeigt, dass im Vergleich zu anderen
retroviralen RT Proteinen die foamyvirale RT eine hohere Prozessivitit aufweist und eine
niedrigere Affinitat zu dNTPs besitzt (Hartl et al., 2010a; Rinke et al., 2002).

Im ersten Schritt der Erststrangsynthese wird das 5’-Ende der viralen RNA in die sogenannte
»strong stop“-DNA negativer Orientierung revers transkribiert (Abbildung 1.3). Wahrend der
Polymerisation wird der RNA-Anteil des RNA-DNA-Hybrids von der RH-Domaéne hydrolysiert,
wobei die t-RNA am 5’-Ende der neusynthetisierten einzelstrangigen DNA erhalten bleibt. Diese
DNA entspricht der spateren RU5-Region der proviralen 3’-LTR und dient anschliefdend als
Primer fiir den zweiten Schritt der Erststrangsynthese, indem die R-Region komplementar an

das 3’-Ende der genomischen RNA bindet, was als erster Matrizenwechsel bezeichnet wird
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1. Einleitung

(Abbildung 1.3). Ausgehend von diesem DNA-Primer wird die RNA-Matrize bis zum 5’-Ende
revers transkribiert. Mit Ausnahme des Polypurintrakts (PPT, engl.: poly purin tract) wird der
RNA-Strang von der RH-Domaéne abgebaut (Abbildung 1.3). Der PPT dient im folgenden Schritt
als Primer fiir die Polymerisation der ,strong-stop“-DNA in positiver Orientierung (Abbildung

1.3).

3

(A) genomische RNA &'
R U5 PBS PPT U3 R

t-RNA l
B) Crswongsopona 3 LU0

3
R U5 PBS PPT U3 R

1. Matrizenwectlse/

t-RNA t-RNA
RS s§o U3 R U5 5§

b —— ffemremiininees 35
(©) ( PPT U3 R  PBS ) ;o PPT E (D)

t-RNA / +-RNA
U3 R U558 U3 R U5 5
5 e 3 5" 5’ ==——————>3' (+)-strong-stop-DNA
PPT PBS PP US R Us pBs (strongstop
(E) — 3 (F
Bemseerennsaees ~ PBS )

2. Matrizenwecry U3 RUS .
us RUS
(©) ( ) — ) @

U3 R U5 U3 R U5

(D) Provirus
U3 R U5 U3 R U5

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der reversen Transkription eines retroviralen RNA-
Genoms. hellgrau: genomische RNA; dunkelgrau: t-RNA und Polypurintrakt (PPT - polypurine tract);
dunkelrot: komplementdre DNA in negativer Orientierung; hellrot: komplementidre DNA in positiver
Orientierung (A) Bindung des Lys1,2-t-RNA-Primers an der Primerbindestelle (B) Reverse Transkription
der ,strong-stop“-DNA in negativer Orientierung und Abbau der RNA-Matrize durch die RH-Domane. (C)
Erster Matrizenwechsel durch die komplementdre Bindung der ,strong-stop“ DNA an das 3’-Ende der
genomischen RNA. (D) Wahrend der RT-Reaktion bis zum 5’-Ende der RNA-Matrize wird die RNA bis auf
den PPT durch die RH-Domaéne abgebaut. (E) Der PPT dient als Primer fiir die Synthese der ,strong-stop“-
DNA in positiver Orientierung. (F) Die Synthese endet nach der reversen Transkription des t-RNA-
Primers. Wahrend dieses Schrittes werden PPT-RNA und t-RNA durch die Endonukleasefunktion der RH-
Domaéne abgespalten. (G) Das 3’ Ende der,strong-stop“-DNA in positiver Orientierung bindet komple-
mentédr an das 3’-Ende des negativ orientierten Erststrangs. (H) Ausgehend vom DNA-DNA-Hybrid im
Bereich der Primerbindestelle werden beide Strange bis zum Ende polymerisiert. (I) Das Produkt: die
provirale doppelstrangige DNA; (Abbildung modifiziert nach Flint et al., 2009)
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Nachdem die Primerbindestellensequenz der t-RNA am 5’-Ende der DNA in negativer
Orientierung revers transkribiert worden ist, endet die Synthese und der t-RNA- und der PPT-
RNA-Primer werden durch die Endonukleasefunktion der RH-Domane abgespalten (Abbildung
1.3). Die komplementidre Hybridisierung des 3’-Endes der ,strong-stop“-DNA in positiver
Orientierung mit dem 3’-Ende des negativ orientierten Erststrangs wird als zweiter
Matrizenwechsel bezeichnet (Abbildung 1.3). Ausgehend von diesem DNA-DNA-Hybrid im
Bereich der Primerbindestelle werden anschlieffend beide DNA-Strdnge bis zum Ende
polymerisiert, was in der proviralen doppelstrangigen DNA mit zwei kompletten LTRs resultiert

(Abbildung 1.3).

1.5 Das Env-Protein

Durch die Bindung viraler Env-Glykoproteine an Oberflachenrezeptoren wird die Aufnahme von
umbhiillten Viren in die Wirtszelle initiiert. Die dadurch ausgelosten Konformationsianderungen
der Env-Proteine resultieren in der Fusion von Zell- und Virusmembran und der Aufnahme des
kapsidumhiillten viralen Genoms (Dimitrov, 2004). Heparin wurde als Adhasionsmolekiil fiir
PFV identifiziert (Nasimuzzaman and Persons, 2012; Plochmann et al, 2012). Nach dem
Viruseintritt in die Zielzelle wird durch pH-abhdngige Fusion von Virus- und Zellmembran das
Kapsid in das Zytoplasma freigesetzt (Picard-Maureau et al, 2003). Im Gegensatz zu Env-
Proteinen von anderen Retroviren wird bei Foamyviren nach der Translation in das raue
endoplasmatische Retikulum der N-Terminus von Env nicht durch den zellularen
Signalpeptidase-Komplex abgespalten (Duda et al, 2004). Da die N- und C-Termini auf der
zytoplasmatischen Seite lokalisiert sind, haben die Env-Proteine in diesem Stadium die Type-III
Membrantopologie (Geiselhart et al,, 2003; Lindemann et al., 2001; Wilk et al., 2001). Die Env-
Proteine werden glykosyliert und durch furindhnliche PRs prozessiert (Duda et al, 2004;
Geiselhart et al, 2004; Lindemann et al, 2001). Die Prozessierung resultiert in den drei
Untereinheiten des Env-Proteins, dem N-terminalen Polypeptid gp18 mit Typ-II
Membrantopologie, der C-terminalen Transmembranuntereinheit mit Typ-1I Membrantopologie
und der zentralen Oberflaichenuntereinheit die auf der luminalen Seite mit den beiden anderen
Untereinheiten assoziiert ist (Lindemann et al., 2001). Die Interaktion des Polypeptids gp18 mit
den Gag-Proteinen ist fiir die Knospung und Freisetzung der Viruspartikel essenziell
(Lindemann et al., 2001; Wilk et al,, 2001). Ohne Env-Proteine verbleiben foamyvirale Kapside
im Zytoplasma und werden nicht als virusahnliche Partikel freigesetzt (Fischer et al., 1998). Die
grofde Anzahl von Env-Trimeren in der foamyviralen Membran steht im direkten Kontrast zu
den Lentiviren, die nur sehr wenige Env-Molekiile (ca. 7-8 Trimere bei HIV-1) in der Membran
aufweisen (Chertova et al., 2002; Chojnacki et al., 2012; Wilk et al., 2001; Wilk et al., 2000; Zhu et
al.,, 2003).
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2. Material

2.1 Chemikalien
Sofern nicht angegeben wurden die verwendeten Chemikalien von Sigma-Aldrich, Carl Roth,

Roche, Gibco oder Applichem bezogen.

2.2 Enzyme
Alle Enzyme wurden von den Firmen Sigma Aldrich, Thermo Scientific, Promega oder New

England Biolabs bezogen.

2.3 Bakterienstimme

Escherichia coli TOP10 (Invitrogen)

2.4 Eukaryotische Zelllinien

HEK 293T-Zellen Humane embryonale Nierenzellen, transduziert mit SV40, exprimieren
stabil das grofle SV40 T-Antigen (ATCC: CRL-11268; DuBridge et al,
1987).

BHK-LL-LacZ-Zellen Baby Hamster Nierenzelllinie, Indikatorzelllinie, exprimiert das Enzym -
Galaktosidase durch den foamyviralen LTR Promotor (Yu and Linial,
1993)

HT1080-Zellen humane Fibrosarkomazelllinie (ATCC:CVCL-121; Rasheed et al,, 1974)

2.5 Verwendete Kits

BigDyeR Terminator v.1.1 Sequenzing Kit (Applied Biosystems); GenElute™ HP Plasmid
Midiprep Kit (Sigma Aldrich); NucleoBond® Xtra Midi (Meacherey-Nagel); PureYield™ Plasmid
Midiprep System (Promega); GenElute™ PCR Clean-Up Kit (Sigma-Aldrich); GenElute™ Gel
Extraction Kit (Sigma-Aldrich); Pierce ECL Western Blotting Substrate (Thermo Scientific),
WesternBright Quantum HRP Substrat (Advansta); ECL Western Blotting Substrate (Promega);

Turbofect® in vitro Transfection Reagent (Fermentas)

2.6 Grofden- und Lingenstandards
GeneRuler™ 1kb DNA Ladder (Thermo Scientific); GeneRuler™™ DNA Ladder Mix (Thermo
Scientific); PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific); Prestained Molecular

Weight Marker (Sigma Aldrich)

2.7 Antiseren und Antikérper
Maus anti-PFV-Gag-Antikorper (SGG1)(Heinkelein et al, 2002b); Maus anti-PFV-PRRT-
Antikorper (15E10)(Imrich et al, 2000); Maus anti-PFV-SU-Antikorper (P3E10)(Duda et al,,
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2004; Yu et al, 2006); Kaninchen anti-PFV-IN-Antiserum (Pahl and Fliigel, 1995); Kaninchen
anti-GAPDH-Antiserum (Sigma Aldrich); Kaninchen anti-GFP-Antiserum (Sigma Aldrich); HRP-
konjugierte Ziege anti-Maus-Antikorper (Jackson); HRP-konjugierte Esel anti-Kaninchen-

Antikorper (Jackson)

2.8 Plasmide

pHSRV13 (Lochelt et al, 1991); pMD9 (Heinkelein et al.,, 2002b); pcoPG4 (Stirnnagel et al,,
2010); pcoPP (Hartl et al., 2011); pcoPE (Miillers et al.,, 2011b); pNL4-3 (Adachi et al., 1986);
pcAMS (Miller and Buttimore, 1986); peGFP-C1 (Clontech); pUC19 (Life Technologies);
pcDNA3.1+ (Life Technologies)

2.9 Chromatographiesiulen

HiScreen Capto Core 700 (GE Healthcare); HiTrap Capto Core 700 (GE-Healthcare); HiTrap

Heparin Sepharose High Performance (GE Healthcare); UNOsphere Q (Bio-Rad)

2.10 Oligonukleotide

Name Sequenz (5'—3’)

A619Ga GTCACGGTGTTCACTCCTCTGCTGTCGCCGGCTCC

A619Gs GCGACAGCAGAGGAGTGAACACCGTGACCCAGAGCG

Afllls ATGGAAGACTTAAGGCAGCGGC

C752Ga TTCTTGGTGTTGCCGTTCACCACGTAGGAGCCCTGGG

C752Gs TACGTGGTGAACGGCAACACCAAGAAGCCCAACCTGGAC

GagACSa AGCACCCAATGCTCCCAAAGCACCGCTGTCGCCGGCTCCGCTGC

GagACSs GGTGCTTTGGGAGCATTGGGTGCTAGCGCCACCTCCAGCACCG

Gagl129Pola AGCTGCAGGGGGTTCATGGGCCGGTAGCTGCTGCTGTAGG

Gagl129Pols AGCAGCAGCTACCGGCCCATGAACCCCCTGCAGCTGCTGC

Gag129SUa TCCGCAGGGAGGGCCGGTAGCTGCTGCTGTAG

Gag129SUs CTACCGGCCCTCCCTGCGGATGCAGCACCC

GagBstElls ACAGGCCGTGGTGACCGCCC

GagHw/oStopa AACGGCTCTGTCCCGCTGGTCGCCGCCAGAGGC

GagHpals AACGGTGGAGGGCAGTGTAGTCTGAGC

GagINa CTGGGTCACGGTGTTCACGGCTCTGCTGTCGCCGGCTCCGCTGC

GaglINs AGAGCCGTGAACACCGTGACCCAGAAGCCCAACCTGGACGCCGAAC

Gagp68/Ina CTTGGTGTTGCAGTTCACCACGTAGCTGTCGCCGGCTCCGCTGC

Gagp68/Ins AGAGCCGTGAACTGCAACACCAAGAGCGCCACCTCCAGCACCG

GagRH/Ina CTTGGTGTTGCAGTTCACGGCTCTGCTGTCGCCGGCTCCGCTGC

GagRH/Ins TACGTGGTGAACTGCAACACCAAGAGCGCCACCTCCAGCACCG

HIVRHXhola TATCTCGAGTTACGCGATCGCCAGGATCTTCCTGATGCCGGCG

HSRVAsiSla TATTCCGGAATATGCGATCGCTTTTTTGGTATTACAATTAACTACATAACT-
TCCTTGGG

HSRVAsisSIs ATAGCGATCGCATGTAATACCAAAAAACCAAACCTGGATGC

HSRVBspEla TTCACCACTATGGGTTCCGGATG

HSRVPacls TGTTAGAAAAACTATTAACTACAATGCACAAAGCC
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INAsiSIs
K755Ga
K755Gs
MLVRHXhola
N621Ga
N621Gs
N751Ga
N751Gs
N753Ga
N753Gs
p68Xhola
PolACSa
PolACSs
PolAINNotla
Pol337a
PolBamHIs
PolHpals
PolHIa
PolNarla
Polp68/Ina
Polp68/Ins
Polp68/p3a
Polp68/p3s
PRRHa
PRRHs
PRRTStoppa
Q625Ga
Q625Gs
R618Ga
R618Gs

RHA161CXhola

RTA78CXhola
RTHIVRHa
RTHIVRHs
RTMLVRHa
RTMLVRHs
RTXhola
Stopp+100a
SUa
T622Ga
T622Gs
T624Ga
T624Gs
T754Ga
T754Gs

2. Material

Sequenz (5'—3’)

ATATAGCGATCGCGTACGTGGTGAACTGCAACACCAAGAAGC
AGGTTGGGCTTCCCGGTGTTGCAGTTCACCACGTAGGAGC
AACTGCAACACCGGGAAGCCCAACCTGGACGCCG
GAGAAACTCCAGGAACTTCCACACTTCTGGCGATCGCGTAACTCGAGATA
CTGGGTCACGGTGCCCACGGCTCTGCTGTCGCCGG
AGCAGAGCCGTGGGCACCGTGACCCAGAGCGCCAC
TTGGTGTTGCAGGGCACCACGTAGGAGCCCTGGGTG
TCCTACGTGGTGGGCTGCAACACCAAGAAGCCCAACCTG
GGCTTCTTGGTGCCGCAGTTCACCACGTAGGAGCCCTG
GTGGTGAACTGCGGCACCAAGAAGCCCAACCTGGACG
TATTCTAGACTCGAGTTAGTTCACGGCTCTGCTGTCGC
GGGCTTAGCACCCAATGCTCCCAAAGCACCGGAGCCCTGGGTGGCCAGC
GGCTCCGGTGCTTTGGGAGCATTGGGTGCTAAGCCCAACCTGGACGCCG
AATTGCGGCCGCTTAGTTCACCACGTAGGAGCCCTGGGTGG
TATCTCGAGTTACAGGATCTGGAACACCTTTTCCAG
ATGACCTACCTGGAAGATCCCCGG
AACACCGTGACCCAGATGAACCCCCTGCAGCTGCTGCAGCC
TCTTGTCGTAGTGGAACTGGATCCGGGG
ATGGTGGCGCCGCTGGCCCAGTGGG
GTTCACGGCTCTGGAGCCCTGGGTGGCCAGC
ACCCAGGGCTCCAGAGCCGTGAACTGCAACACCAAGAAGCCCAACC
CTGGGTCACGGTGTTCACGGCTCTGGAGCCCTGGGTGGCCAGC
AGAGCCGTGAACACCGTGACCCAGAAGCCCAACCTGGACGCCGAAC
GCCCTCGTACTGGGTCAGCTGCAGAGGCTGCTGG
CTGCAGCTGACCCAGTACGAGGGCGTGTTCTACACCG
TATCTCGAGTTAGTTCACCACGTAGGAGCCCTGGG
GGAGGTGGCGCTCCCGGTCACGGTGTTCACGGCTCTG
GAACACCGTGACCGGGAGCGCCACCTCCAGCACC
GGTGTTCACGGCTCCGCTGTCGCCGGCTCCGC
AGCCGGCGACAGCGGAGCCGTGAACACCGTGACCC
TATCTCGAGTTAGTTCACCACGTAGGAGCCCTGGG
ATATCTCGAGTTACACGTAGAAGCTGTCGGTAATCACCAGC
GCCGTCCACGTAGAACACGCCCTCGTACTGGCTGG
GAGGGCGTGTTCTACGTGGACGGCGCCGCCAAC
CCCATCCGTGTAGAACACGCCCTCGTACTGGCTGG
GAGGGCGTGTTCTACACGGATGGGAGCAGCTTCCTG
ATATCTCGAGTTAGCTGGGGTGCTTCACGGGGC
TATTAGGAAAGGACAGTGGGAGTGG
ATATCTCGAGTTACCGCCGCTTCCGGTTGTTGC
GCTCTGGGTCACGCCGTTCACGGCTCTGTTCACGGCTC
CAGAGCCGTGAACGGCGTGACCCAGAGCGCCACC
GCTCTGGCCCACGGTGTTCACGGCTCTGCTGTCG
AGAGCCGTGAACACCGTGGGCCAGAGCGCCACCTCCAGCACC
TTGGGCTTCTTGCCGTTGCAGTTCACCACGTAGGAGCCC
GTGAACTGCAACCCCAAGAAGCCCAACCTGGACGCC

20



Name

V620Ga
V620Gs
V623Ga
V623Gs
V749Aa
V749As
V749Ga
V749Gs
V750Ga
V750Gs
Y748Ga
Y748Gs
Y748Ra
Y748Rs

2. Material

Sequenz (5'—3’)

CTGGGTCACGGTGTTACCGGCTCTGCTGTCGCCGGCTC
AGCAGAGCCGGTAACACCGTGACCCAGAGCGCC
GGTGGCGCTCTGGGTCCCGGTGTTCACGGCTCTGCTG
GAGCCGTGAACACCGGGACCCAGAGCGCCACCTCC
TTGCAGTTCACGGCGTAGGAGCCCTGGGTGGCCAGC
CAGGGCTCCTACGCCGTGAACTGCAACACCAAGAAGCCC
TTGCAGTTCACCCCGTAGGAGCCCTGGGTGGCCAGC
CAGGGCTCCTACGGGGTGAACTGCAACACCAAGAAGCCC
GTGTTGCAGTTCCCCACGTAGGAGCCCTGGGTGGC
GGCTCCTACGTGGGGAACTGCAACACCAAGAAGCCCAACC
GCAGTTCACCACGCCGGAGCCCTGGGTGGCCAGC
ACCCAGGGCTCCGGCGTGGTGAACTGCAACACCAAGAAGC
AGTTCACCACTCTGGAGCCCTGGGTGGCC
ACCCAGGGCTCCAGAGTGGTGAACTGCAACACCAAGAAGC
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3. Methoden

3.1 Zellbiologische Methoden

3.1.1 Transfektion mit Turbofect

Am Vortag in 6-Napf-Platten ausgesiate HEK 293T-Zellen (6x105) oder BHK-LL-LacZ (3x105)
wurden nach Angaben des Herstellers mit dem TurboFect® in vitro Transfection Reagent Kit
(Thermo Scientific) transfiziert. Die Zellen wurden anschliefdend 48 bis 72 Stunden bei 37°C,

95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO; inkubiert.

3.1.2 Kalziumphosphattransfektion

2xHBS (HEPES Buffered Saline) 274mM NaCl; 10mM KCl; 1,4mM Na;HPO4 15mM D-
Glukose; 42mM HEPES pH 7,3

4pg Plasmid DNA wurde in 180ul 0,25M CaCl, gegeben. Die verdiinnte DNA wurde in 180pl

2xHBS getropft. Nach 30-miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde das

Transfektionsgemisch auf am Vortag in 6-Napf-Platten ausgesdte HEK 293T-Zellen (6x105)

gegeben. Die Zellen wurden anschliefdend 48 bis 72 Stunden inkubiert.

3.1.3 Polyethylenimin (PEI)-Transfektion

Die Plasmid-DNA wurde in einem vorgelegten Volumen DMEM (Dulbecco‘'s Modified Eagle
Medium) verdiinnt. In einem separaten Reaktionsgefiafd wurde das PEI (25kDa linear) in das
gleiche Volumen DMEM gegeben. Die verdiinnte DNA wurde in das DMEM-PEI-Gemisch getropft
und anschlieBend bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 20 Minuten wurde der
Transfektionsansatz auf am Vortag ausgesite Zellen gegeben und anschliefend 48 bis 72
Stunden inkubiert. Die je nach Maf3stab und Zelllinie variierenden Mengen sind in Tabelle 3.1

angegeben.

Tabelle 3.1: Polyethylenimintransfektion

Zelllinie Mafistab ausgesate eingesetztes DNA-Menge PEI-
Zellen DMEM Menge
HEK 293T 6-Napf-Platte 6x10° 2x100pl 4ug 4ug
HEK 293T 10cm-Schale 6x106 2x600ul 19ug 25ug
BHK-LL-LacZ 10cm-Schale 1,5x106 2x600pl l6pg 32ug

3.1.4 Infektiositiatsbestimmung rekombinanter Viruspartikel

Jeweils 10ul Virustiberstand wurden 48-72 Stunden nach der Transfektion auf am Vortag in 96-
Napf-Platten ausgesdte BHK-LL-LacZ-Zellen (1x104) in Triplikaten titriert. Nach weiteren 48-72
Stunden wurde die Anzahl der GFP-positiven Zellen gezahlt, die Infektiositit und die
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Standardabweichung berechnet. Um eine hohere Signifikanz der Ergebnisse zu erreichen,

wurden ausgewahlte Experimente dreifach durchgefiihrt.

3.1.5 Herstellung der Zelllysate

RIPA-Puffer (Radioimmuno- 150mM NaCl; 1% NP40; 12mM Natrium-Desoxycholat;

precipitationsassay Puffer) 3,5mM SDS; 50mM Tris pH 8

SDS-Probenpuffer (6x) 30% Glyzerin; 0,35M SDS; 0,5uM Bromphenolblau; 37,5% [3-
Mercaptoethanol; 25% SDS-Sammelgelpuffer (siehe 3.3.1)

48-72 Stunden nach der Transfektion wurde der Uberstand abgenommen und die Zellen mit

RIPA-Puffer finf Minuten auf Eis lysiert. Anschlieflend wurden die Zellen abgeldst, mit SDS-

Probenpuffer versetzt und vorsichtig sonifiziert. Die Proteine wurden durch Erhitzen (5

Minuten; 95°C) denaturiert.

3.1.6 Foamyviruskokultur

MEM (Minimum 9,6g/1 MEM, #41500-083 (life technologies); 26,2mM NaHCO3;
essential Medium) 10% fotales Rinderserum; 2mM Glutamin, 30pM Penicillin G;
17,2pM Streptomycin

BHK-LL-LacZ oder HT1080 Zellen wurden mit PFV infiziert. Alle zwei Tage wurde der
Virusiiberstand abgenommen und 75% der infizierten Zellen entfernt. Die verbleibenden
infizierten Zellen wurden mit frischen MEM, 10% des Virusiiberstandes und nichtinfizierten

Zellen aufgefiillt.
3.2 Virusreinigung

3.2.1 Reinigung rekombinanter Viren durch Gréf3enausschlusschromatographie
PBS (Phosphat Buffered Saline) 137mM NaCl; 2,68mM KCl; 6,46mM Na;HPO4 1,15mM
K2HPO4; 0,9mM CaClz; 0,5mM MgCl;

Fiir die Bestimmung der Prozessierungseffizienzen wurden rekombinante Foamyviren durch
Grofdenausschlusschromatographie mittels HiTrap Capto Core 700-Sdulen gereinigt. Dazu
wurde 48-72 Stunden nach der Transfektion der Virusiiberstand mit den rekombinanten Viren
aus jeweils drei Napfen einer 6-Napf-Platte abgenommen und durch Filter mit 0,45pm
Porengrofe von zelluliren Fragmenten befreit. Nachdem 50ul des Uberstandes fiir
Infektiositdtsbestimmungen abgenommen worden war, folgte die partielle Reinigung der
Viruspartikel durch die Trennung in HiTrap Capto Core 700-Sdulen. Das Sdulenmaterial bindet
Proteine und Komplexe, die kleiner als 700kDa sind, wodurch alle nicht virusassoziierten
Proteine entfernt werden sollten. Als Laufpuffer wurde 20mM Natriumphosphat-Puffer (pH 7)
verwendet. Die resultierenden 10ml der virushaltigen Fraktion wurden iiber 600ul 20%

Saccharose in PBS geschichtet und durch Zentrifugation (201149 x g; 4°C; 2h) pelletiert. Die
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Viruspellets wurden mit 50ul RIPA-Puffer (siehe 3.1.5) lysiert und anschlieffend mit SDS-
Probenpuffer (siehe 3.1.5) versetzt. Durch Erhitzen des Lysats (fiinf Minuten; 95°C) wurden die

Proteine denaturiert.

3.2.2 Reinigung der Viruspartikel durch Dichtegradientenzentrifugation

Fliir die Bestimmung des Gag p71/p68-Verhiltnisses wurden die Foamyviren aus der
Foamyviruskokultur durch Dichtegradientenzentrifugation, wie bereits fiir HIV-1 beschrieben,
gereinigt (Dettenhofer and Yu, 1999). Zuerst wurden die Viruspartikel aus 200ml Uberstand
durch Zentrifugation (201149 x g; 4°C; 2h) pelletiert und anschliefSend in 300ul PBS (siehe
3.2.1) aufgenommen. Ein Dichtegradient aus 9,6-35% lodixanol (OptiPrep™, Axis-Shield) in PBS
wurde mit den konzentrierten Viruspartikeln beladen und zentrifugiert (172647 x g; 4°C; 1,5h).
Die virushaltigen Fraktionen (19-25% Ilodixanol) wurden 1:5 mit PBS verdiinnt und die
Viruspartikel durch Zentrifugation pelletiert (198835 x g; 4°C; 1h). Die Pellets wurden in PBS

geldst, mit SDS-Probenpuffer versetzt und bei 95°C denaturiert.

3.2.3 Reinigung von Foamyviren durch Chromatographie

Bei dieser Reinigungsmethode wurden entweder 60ml Virusiiberstand von transfizierten HEK
293T-Zellen (Vektorsystem) oder 60ml Kokulturiiberstand als Ausgangsmaterial benutzt. Nach
dem Filtern (0,45pum Porengrofde) wurden die Viruspartikel durch schnelle
Proteinfliissigkeitschromatographie (FPLC - ,fast protein liquid chromatography) gereinigt. Im
ersten Schritt wurde der gefilterte Uberstand durch HiScreen Capto Core 700-Siulen und 20mM
Natriumphosphatpuffer (pH 7) als Laufpuffer mit einer Flussrate von 1ml/min getrennt, wobei
die komplette proteinhaltige Fraktion gesammelt wurde. Im zweiten Schritt wurde der Capto
Core 700-Durchfluss mit einer Flussrate von 1ml/min auf HiTrap Heparin Sepharose High
Performance (HP)-Saulen geladen. Als Laufpuffer diente 20mM Natriumphosphat (pH 7). Die
gebundenen Foamyviren wurden bei 0,45M NaCl eluiert. Diese virushaltige Fraktion wurde
gesammelt, zentrifugiert (373200 x g; 4°C; 1h) und in 50pl RIPA-Puffer resuspendiert. Von den
einzelnen Reinigungsschritten (gefilterter Uberstand, Capto Core 700-Durchfluss und
virushaltige Heparin Sepharose HP-Fraktion) wurden nicht zentrifugierte Proben fiir die

Infektiositédts- und die Proteinbestimmung abgenommen (Miller, 2012).

3.2.4 Reinigung von Foamyviren durch Anionenaustauschchromatographie

Zuerst wurden die rekombinanten Foamyviren durch die Sdulenchromatographie gereinigt. Die
Heparin-Sepharose-Fraktion (80%) wurde anschlief3end mit 20mM Natriumphosphatpuffer (pH
7) auf 45mM NaCl verdiinnt und mit einer Flussrate von 1ml/min in einer UNOsphere Q-Sdule
getrennt. Als Laufpuffer und Elutionspuffer wurden die gleichen Puffer wie bei der HiTrap

Heparin Sepharose HP-Sdule benutzt. Die Viren wurden durch einen Stufengradienten von
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0,15M, 0,175M, 0,2M, 0,25M, 0,3M und 0,5M NaCl eluiert. Nachdem jeweils 100ul fiir die
Infektiositdts- und die Proteinbestimmungen abgenommen worden waren, folgte die
Zentrifugation (373200 x g; 4°C; 1h) der vier mittleren Fraktionen (0,175M, 0,2M, 0,25M und
0,3M NaCl) und der Heparin-Sepharose-Fraktion (verbliebene 20%). Die Pellets wurden in je
50ul RIPA-Puffer resuspendiert und mit SDS-Probenpuffer 5min bei 95°C denaturiert.

3.3 Westernblotanalysen und Proteinbestimmung

3.3.1 Westernblotanalyse

SDS-Laufpuffer 0,025M Tris; 0,2M Glycin; 0,1%SDS
SDS-Sammelgelpuffer (4x) 0,5M Tris-HCL pH 6,8; 0,4% SDS
SDS-Trenngelpuffer (4x) 1,5M Tris-HCL pH 8,8; 0,4% SDS
Westernblot-Puffer 0,025M Tris; 0,2M Glycin; 10% Methanol
Nassblotpuffer 0,025M Tris; 0,2M Glycin

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) dient der Auftrennung von Proteinen nach
Molekulargewicht. Die Gele, bestehend aus einer Sammelgel- und einer Trenngelschicht (10-
12,5% Acrylamid), wurden in SDS-Laufpuffer mit den Proben beladen. Die Auftrennung der
Proteine erfolgte bei 140V. AnschliefSend wurden die Proteine entweder durch die Halbtrocken-
(4mA/cm?; 25V; 30min) oder die Nassblotmethode (150mA; 4°C; 16h) auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert. Die Membran wurde 30 Minuten in 5% Magermilch in PBS
geschwenkt, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Nach Inkubation mit dem
antigenspezifischen ersten Antikorper oder Antiserum und mehrfachem Waschen mit PBS
wurde die Membran mit den peroxydasekonjugierten zweiten Antikorpern (1:10000 in PBS)
inkubiert. Nach erneutem Waschen wurde die Membran mit dem ECL-Substrat (ECL Western
Blotting Substrate (Pierce), ECL Western Blotting Substrate (Promega) oder WesternBright
Quantum HRP Substrat (Advansta)) nach Herstellerangaben angewendet und die Signale durch
einen Rontgenfilm oder durch eine CCD-Kamera (LAS-3000 von Fujifilm) detektiert. Die
relativen Gag- und Pol-Mengen wurden mit der AIDA-Software (GE Healthcare) bestimmt. Durch
dieses Programm wird angezeigt, ob die Intensitdt der Signale im linearen Bereich lag, was fiir

alle quantifizierten Banden zutraf.

3.3.2 Silberfiarbung von SDS-Polyacrylamidgelen

Fixierlosung 50% Methanol, 12% Essigsaure, 0,05% Formaldehyd
Losung A 0,43g NazS,03 in 5ml ddH-0

Silbernitratlésung 0,6g AgNO3, 225l Formaldehyd in 300ml ddH-0
Entwicklerlosung 30g Na,C03, 250pul Formaldehyd, 25ul Lsg. A in 500ml ddH»0
Oxidationslésung 450ul Losung A in 330ml dH,0
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Das SDS-Polyacrylamidgel wurde eine Stunde lang bei Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 4°C
mit Fixierlosung inkubiert und anschlief}end mit 50% Ethanol 3x 30 Minuten gewaschen. Nach
einminiitiger Inkubation in Oxidationslosung wurde das Gel 30 Minuten in Silbernitratlosung
geschwenkt, mit dH,0 gewaschen und anschliefdend mit Entwicklerlosung gefarbt. Das gefarbte

Gel wurde anschlieflend eine Stunde in Fixierlosung geschwenkt.

3.3.3 Bestimmung der Proteinkonzentration durch ein Bradfordreagenz
Die Proteinkonzentrationen wurden in Triplikaten nach Herstellerangaben mit dem

Bradfordreagenz Roti-Nanoquant (Carl Roth) bestimmt.

26



4. Ergebnisse

4. Ergebnisse:

4.1 Charakterisierung der foamyviralen Viruskomposition

Im Gegensatz zu den Orthoretroviren wird pol bei Foamyviren Gag-unabhangig exprimiert und
genomabhidngig inkorporiert (Bodem et al., 1996; Heinkelein et al., 2002a; Jordan et al.,, 1996;
Lochelt and Fliigel, 1996; Muranyi and Fliigel, 1991; Peters et al., 2005; Yu et al,, 1996a). Auf
Grund dieser unter Retroviren einzigartigen Mechanismen ist eine abweichende Komposition
der foamyiralen Proteine im Viruspartikel méglich. Dariiber hinaus ist bei Foamyviren nur sehr
wenig liber die Viruskomposition bekannt. Deshalb sollte im folgenden Experiment das Gag/Pol-
Verhaltnis in Foamyviren neu analysiert werden, welches bisher mit 15,8:1 (Gag/PRRT) und
9,8:1 (Gag/IN) erst einmal bestimmt worden war (Cartellieri et al, 2005a). Da auch
nichtvirusassoziierte foamyvirale Pol-Proteine sezerniert werden, wurden fiir diese Analyse
hochreine Viren benotigt (Swiersy et al,, 2011). Durch den starken zytotoxischen Effekt von
Foamyviren ist es selbst durch einen lodixanolgradienten nicht méglich, die erforderliche
Reinheit zu erreichen (eigene Vorversuche). Aus diesem Grund wurde ein alternatives

chromatographiebasierendes Reinigungsprotokoll fiir Foamyviren entwickelt (Abbildung 4.1).

A B

Zellkulturiberstand

Filtration (0,45 pm)

Viruskonzentration HiScreen
(20% Saccharosekissen) Capto Core 700
Heparin
lodixanol Sepharose HP
I T 1
35 [%] 03 045 1,0 [M] NaCl
19-22
9,6
partiell partiell
gereinigte Viren gereinigte Viren

Abbildung 4.1: Schematische Darstellung der Virusreinigung. (A) Nachdem der gefilterte Uberstand
durch ein 20%iges Saccharosekissen pelletiert worden ist, erfolgt die weitere Virusreinigung durch eine
lodixanolgradientenzentrifugation. (B) Virusreinigungsschema durch Saulenchromatographie: Capto Core
700-Sdule und Heparin Sepharose HP-Siule. Die NaCl-Konzentrationen der Elutionsschritte sind
angegeben.
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4.1.1 Die Sdulenchromatographie resultierte in hochreinen foamyviralen Viruspartikeln.
Kiirzlich wurde gezeigt, dass Foamyviren an Heparin binden und es als Adhdsionsmolekiil
nutzen (Nasimuzzaman and Persons, 2012; Plochmann et al., 2012). Aus diesem Grund wurden
zwei chromatographische Reinigungsschritte durchgefiihrt, eine Grofienausschlusschromato-
graphie durch eine Capto Core 700-Sdule und eine Affinitdtschromatographie durch eine
Heparin Sepharose HP-Saule (Abbildung 4.1). Zur Etablierung der Reinigung wurde das
foamyvirale Vektorsystem verwendet. Am Vortag ausgesiate HEK 293T-Zellen (3x107) wurden
mit 50pg pMD9, 25pug pcoPG4, 10pug pcoPE und 10ug pcoPol transfiziert. Drei Tage nach der
Transfektion wurde der Uberstand (50ml) abgenommen und filtriert (0,45um), wovon 20% fiir
weitere Analysen aufbewahrt wurden. Die restlichen 80% des Uberstandes wurden bei einer
Flussrate von 1ml/min durch HiScreen Capto Core 700-Sdulen getrennt, wobei als Laufpuffer
20mM Natriumphosphat (pH 7) verwendet wurde. Durch Capto Core 700-Saulen werden alle
Proteine und Komplexe gebunden, die kleiner als 700kDa sind. Vom virushaltigen Durchfluss
wurden 25% fiir weitere Analysen auf Eis aufbewahrt (entspricht 20% des initialen
Virusproteins). Die restlichen 75% des Capto Core 700-Durchflusses (entspricht 60% des
initialen Virusproteins) wurden anschliefend mit einer Flussrate von 1ml/min und 20mM
Natriumphosphat (pH 7) durch eine HiTrap Heparin Sepharose HP-Saule getrennt. Die Elution
erfolgte durch einen Stufengradienten mit 0,3M, 0,45M und 1M NaCl in 20mM Natriumphosphat
(pH 7) (Abbildung 4.2).
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Abbildung 4.2: Chromatogramm einer Affinititschromatographie mit einer HiTrap Heparin
Sepharose HP-Siule. Durchgezogene Kurve: relative Proteinmenge (Absorption bei 280nm); gestrichelte
Kurve: NaCl-Konzentration; graue Flache: virushaltige 0,45M-NaCl-Fraktion

Die virushaltige Fraktion (0,45M NaCl) wurde gesammelt und analysiert. Jeweils 3x10pul des

gefilterten Uberstandes, des Capto Core 700-Durchflusses und der virushaltigen Heparin

Sepharose HP-Fraktion (450mM NaCl) wurden in Triplikaten auf BHK-LL-Zellen titriert. Nach
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zwei Tagen wurden die GFP-positiven Zellen gezahlt und die Infektiositat berechnet (Abbildung
4.3; Tabelle 4.1). Von den virushaltigen Fraktionen der Reinigungsschritte wurde die
Proteinmenge nach Bradford bestimmt (Tabelle 4.1). Wahrend fiir die Heparin Sepharose HP-
Fraktion bei 0,45M NaCl die Proteinkonzentration unter der Nachweisgrenze lag, wurden fiir
den Capto Core 700-Durchfluss 26pg/ml und den gefilterten Uberstand 2,9mg/ml bestimmt
(Tabelle 4.1). Unter Beriicksichtigung des Fraktionsvolumens entspricht das einer Reinigung

von fast 98,7% bei einer Reduktion der Infektiositat von unter 50% (Tabelle 4.1).

Tabelle 4.1: Reinigung von rekombinanten foamyviralen Viruspartikeln

Protein-
Volumen Kkonzentration Reinigung* Infektiositit Absolute
Siulen [ml] [ng/ml] [%] [1/ml] Infektiositit2
Uberstand 50 2897 - 3,6x106+8x105 1,8x108+4x107
Capto Core 700 60 26 98,654 1,2x106+1x105 9,5x107+9x106
Heparin Seph. HP 5 0,48 99,795 2,5x106+2x105 2,1x107+2x106
Total - - 99,997 - -

a, Absolute Infektiositit der Fraktion unter Beriicksichtigung der fiir Zentrifugationen entnommenen Volumina.

*  Unter Beriicksichtigung der fiir Zentrifugationen entnommenen Volumina.

Durch die Integration der Proteinkurve des Heparin Sepharose HP-Chromatogramms
(Abbildung 4.2) wurde die Proteinmenge bestimmt und die Reinigung von fast 99,8% berechnet.
Das entspricht einer Proteinkonzentration von 0,48ug/ml in der virushaltigen Heparin
Sepharose HP-Fraktion bei einer Reduktion der Infektiositat um Faktor 4,5 (Tabelle 4.1). Daraus
ergibt sich fiir die Sdulenchromatographie eine Gesamtreinigung von 99,997% und ein Verlust
von infektiosen Viruspartikeln von Faktor 8,6 (Tabelle 4.1). Fiir die weiteren Analysen der
Produkte der einzelnen Reinigungsschritte wurden die Viruspartikel der restlichen Volumina
durch Zentrifugation (373200 x g; 1h; 4°C) konzentriert und in jeweils 50pul RIPA-Puffer und
SDS-Probenpuffer resuspendiert. Fiir die Westernblotanalysen wurden die geladenen Mengen
auf die Infektiositat (1x10¢) normalisiert und die viralen Proteine mit den monoklonalen anti-
Gag- und anti-SU-Antikorpern sowie dem polyklonalen anti-IN-Antiserum detektiert (Abbildung
4.3). Lysate aus transfizierten und untransfizierten Zellen dienten als Kontrollen. Die vorher
bestimmte Reinheit der Fraktionen wurde durch ein silbergefarbtes Polyacrylamid-SDS-Gel
verifiziert (Abbildung 4.3). Um das Gel nicht zu iiberladen, wurde vom gefilterten
Virusiiberstand eine 1:100 verdiinnte Probe geladen (*1x104Viruspartikel). Durch Vergleich der
Westernblotanalysen und des Silbergels wurden die virusspezifischen Proteinbanden in der
Heparin Sepharose HP-Fraktion im Silbergel identifiziert (Abbildung 4.3). Die Proteinmengen im
1:100 verdiinnten Uberstand und der Capto Core 700-Probe waren vergleichbar, wodurch die

Ergebnisse der Proteinquantifizierung bestitigt wurden (Abbildung 4.3, Tabelle 4.1). Obwohl
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die geladenen Mengen in den Westernblotanalysen auf die Infektiosititen normalisiert wurden,
stieg die Menge der detektierten Gag-Proteine mit den Reinigungsschritten an (Abbildung 4.3).
Demnach konnte die Reduktion des Virustiters nicht oder nur teilweise auf den Verlust von
Viruspartikeln wahrend der Reinigung zuriickgefiihrt werden, sondern wurde von verringerter

Infektiositat verursacht.

A $

& &
® &
P Epoa - P
_55_
aGag - 40 -
_35_
alN f— == — "7 —IN
o
asu L-—.,fifo?)f S
aGAPDH —_—
1 2 3 4 5
B 2 C
S £ o 10°
N QO
foa] 7 P IQ\Q"' >§
- Y S10°
100- H L :Gag p71/p68 2
70- - I
= £ 10
55- P T >
40-
108
S
35- 2
| X
1 2 3 X N

Abbildung 4.3: Reinigung von Foamyviren durch Saulenchromatographie. Gefilterte rekombinante
Viruspartikel wurden durch eine HiScreen Capto Core 700-Sdule (Capto Core) gefolgt von einer HiTrap
Heparin Sepharose HP-Siule (Heparin) gereinigt. US: gefilterter Uberstand; -: Lysate untransfizierter
Zellen; +: Lysate mit Vektorsystem transfizierter Zellen (A) Westernblotanalysen der konzentrierten
Virusfraktionen (je ~1x10¢ infektiose Viruspartikel) mit anti-Gag- und anti-SU-Antikérpern sowie dem
anti-IN-Antiserum. Ladekontrolle: Detektion von GAPDH; links: Positionen der Grofdenmarkerproteine
(B) Analyse der konzentrierten Virusfraktionen durch Silberfarbung. Bis auf Spur 1 (1:100 Verdiinnung
der Probe auf Grund hohen Proteingehalts) wurden ~1x10¢ infektiose Viruspartikel geladen. Die
Positionen der SU-, der Gag p71/p68- und der TM- sowie der Grofdenmarkerproteine sind angegeben. (C)
Auf das initiale Volumen des Uberstandes normalisierte Virustiter der Reinigungsschritte unter
Beriicksichtigung der fiir Westernblotanalysen und Silberfirbung entnommenen Volumina. Fehlerbalken:
Standardabweichung; *: T-Tests (p-Wert<0,05)
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4.1.2 Reinigung foamyviraler Partikel durch Anionenaustauschchromatographie

Anschlieflend wurde untersucht, ob durch einen weiteren chromatographischen Reinigungs-
schritt die verbliebenen nichtviralen Proteine entfernt werden kénnen. Zu diesem Zweck wurde
nach der Saulenchromatographie, bei der in diesem Versuch immer die kompletten Volumina in

den jeweils niachsten Reinigungsschritt eingesetzt wurden, eine zusitzliche lonenaustausch-

chromatographie durchgefiihrt.
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Abbildung 4.4: Reinigung rekombinanter Viren durch eine UNOsphere Q-Siule. (A)
Chromatogramm der lonenaustauschchromatographie; durchgezogene Kurve: relative Proteinmenge
(Absorption 280nm); gestrichelte Kurve: NaCl-Konzentration; graue Fliachen mit senkrechten
Markierungen: virushaltige UNOsphere Q-Eluate (0,175M, 0,2M, 0,25M und 0,3M NaCl) (B)
Silbergefarbtes Polyacrylamid-SDS-Gel der 0,45M Heparin Sepharose HP- und der virushaltigen
UNOsphere Q-Fraktionen (auf vergleichbare Virusmengen normalisiert). Die Positionen der SU-, der Gag
p71/p68- und der TM- sowie der Gréoflenmarkerproteine sind angegeben. (C) Westernblotanalysen der in
(B) gezeigten Fraktionen mit den anti-Gag- und anti-SU-Antikérpern sowie dem anti-IN-Antiserum. links:
Positionen der Grofdenmarkerproteine (D) Infektiositit der analysierten UNOsphere Q-Fraktionen.
Fehlerbalken: Standardabweichung
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Ein Teil (20%) der virushaltigen Heparin Sepharose HP-Fraktion wurde fiir die weiteren
Analysen aufbewahrt. Um die Salzkonzentration zu reduzieren, wurden die restlichen 80% mit
20mM Natriumphosphat (pH 7) auf 45mM NacCl verdiinnt und anschliefdend an eine UNOsphere
Q-Saule mit einer Flussrate von 1ml/min und 20mM Natriumphosphat (pH 7) als Laufpuffer
gebunden. Die Elution erfolgte durch einen Stufengradienten von 0,15M, 0,175M, 0,2M, 0,25M,
0,3M und 0,5M NaCl in 20mM Natriumphosphat (pH 7)(Abbildung 4.4). Die Viruspartikel der
vier mittleren Fraktionen (0,175M, 0,2M, 0,25M und 0,3M NaCl) und die Heparin Sepharose HP-
Fraktion wurden durch Zentrifugation konzentriert (373200 x g; 1h; 4°C), in jeweils 50ul RIPA-
Puffer gelost und die Proteine mit SDS-Probenpuffer fiinf Minuten bei 95°C denaturiert. Vor der
Zentrifugation wurden jeweils 50pl der Fraktionen fiir die Infektiositdtsbestimmungen
abgenommen, die in vergleichbaren Virustitern der vier analysierten UNOsphere Q-Fraktionen
resultierten (Abbildung 4.4). Auch durch die Westernblotanalysen mit den monoklonalen anti-
Gag- und anti-SU-Antikoérpern sowie dem polyklonalen anti-IN-Antiserum wurde gezeigt, dass
alle Fraktionen gleiche Virusmengen enthielten (Abbildung 4.4). Um die Reinheit der Fraktionen
zu Uberpriifen, wurde ein mit gleichen Mengen beladenes Polyacrylamid-SDS-Gel mit
Silbernitrat gefarbt. In allen analysierten UNOsphere Q-Eluaten wurden die gleichen Banden mit
dhnlicher Intensitit wie in der Heparin Sepharose HP-Fraktion identifiziert, wiahrend jedoch
auch die gleichen nichtviralen Proteine im Silbergel nachweisbar waren (Abbildung 4.4). In der
Fraktion mit 0,3M NaCl wurde eine zusdtzliche Bande mit ca. 33kDa angereichert (Abbildung
4.4). Durch die UNOsphere Q-Sdule wurden vier Virusfraktionen gewonnen, die sich jedoch
kaum in ihrer Zusammensetzung unterscheiden. Deshalb wurde auf diese weitere Reinigung

verzichtet.

4.1.3 Foamyviren enthalten weniger Pol-Proteine als Orthoretroviren.

Fiir die Bestimmung der relativen Pol-Mengen in Foamyviren durch quantitative
Westernblotanalysen wurde zundchst ein Standard fiir die monoklonalen anti-Gag- und anti-
PRRT-Antikdrper benétigt. Da deren Epitope im N-Terminus des Gag- bzw. des Pol-Proteins
lokalisiert sind, wurde ein Expressionsplasmid konstruiert, das ein Fusionsprotein aus den 129
N-terminalen Aminosduren des Gag-Proteins und den 337 N-terminalen Aminosduren des Pol-
Proteins kodiert (Abbildung 4.5). Durch dieses Gag129Pol337-Fusionsprotein, das beide Epitope
im Verhaltnis 1:1 enthdlt, konnten die Sensitivititen der monoklonalen anti-Gag- und anti-
PRRT-Antikdrper verglichen und normalisiert werden. Mit den Oligonukleotiden Afllls und
Gag129Pol337a wurde das 129 Aminosduren kodierende gag-Fragment und mit Gag129Pol337s
und Pol337a das 337 Aminosiuren kodierende pol-Fragment amplifiziert. Beide Produkte
wurden mit den Oligonukleotiden Afllls und Pol337a in einer dritten Polymerasekettenreaktion

(PCR - ,polymerase chain reaction“) fusioniert, anschliefend mit EcoRI und Xhol verdaut und in
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den mit EcoRI und Xhol-geschnittenen pco-Vektor ligiert. Das resultierende Expressionsplasmid
pGagl129Pol337 kodiert das Fusionsprotein Gagl29Pol337, welches beide Epitope der
monoklonalen Antikérper enthilt (Abbildung 4.5).

A

Gag129Pol337 [ Gagl-129 | PoI1-337 |
A A
& &
'\"952 PFV PFV G
Q__ PV Q N-
R T 2 30 3 2 T R
-130-
SR g ~100~ -PRRT
Gag p71/p68= ===
Gagl29P0l337- == - 55 - ——-Gag129Pol337
_40_
1 2 3 45 6 7 8 9 10
Gag129SU [ Gagl-129 | su
> £
q/
& PFV PFV &
&> 1 2 3 [kpa] 1 2 3 &°
“100- -SU
G T e O 312051
- 55—
1 2 3 4 5 6 7 8

Abbildung 4.5: Charakterisierung der foamyviralen Viruskomposition. (A) Oberer Teil: schematische
Darstellung des Gag129Pol337-Proteins; unterer Teil: Westernblotanalysen von biologisch unabhéngigen
PFV-Proben. Die viralen Proteine wurden durch anti-Gag- und anti-PRRT-spezifische Antikdrper
detektiert. Die Positionen der Gag p71/p68-, der PRRT- und der Gagl29Pol337- sowie der
Grofienmarkerproteine sind angegeben. Opti: durch lodixanolgradienten gereinigt; PFV 1-3: durch
Saulenchromatographie gereinigt; Gag129Pol337-Zelllysat: Standard fiir die Antikérper-normalisierung
(B) Oberer Teil: schematische Darstellung des Gag129SU-Proteins. unterer Teil: Westernblotanalysen von
unabhingigen sdulenchromatographisch gereinigten PFV-Proben (PFV 1-3). Die viralen Proteine wurden
durch anti-Gag- und anti-SU-spezifische Antikorper detektiert. Die Positionen der Gag p71/p68-, der SU-
und der Gag129SU- sowie der Gréflenmarkerproteine sind angegeben. Gag129SU-Zelllysat: Standard fiir
die Antikérpernormalisierung

Am Vortag ausgesiate HEK 293T-Zellen (6x105) wurden mit 3,5ug pGag129Pol337 und 0,5ug
peGFP-C1 als Transfektionskontrolle transfiziert und nach zwei Tagen mit RIPA-Puffer lysiert
wahrend die Proteine mit SDS-Probenpuffer fiinf Minuten bei 95°C denaturiert wurden. Der

Uberstand (3x60ml) aus Foamyvirus-HT1080-Kokulturen =~ wurde  durch  die

Sdulenchromatographie, wie oben beschrieben, gereinigt, wobei jeweils die kompletten
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Volumina in die nachsten Reinigungsschritte eingesetzt wurden, um mdglichst hohe
Viruskonzentrationen fiir die Analyse der Viruskomposition zu erreichen. Zusatzlich zum
Gag129Pol337-Zelllysat und den drei unabhdngigen Lysaten aus sdulenchromatographisch
gereinigten Foamyviren wurde eine vierte iiber einen Iodixanolgradienten gereinigte
Virusprobe analysiert. Alle Proben wurden jeweils in zwei Taschen der SDS-Polyacrylamidgele
aufgetragen, um die Virusproteine einmal mit den monoklonalen anti-Gag- und einmal mit den
monoklonalen anti-PRRT-spezifischen Antikorpern nachzuweisen (Abbildung 4.5). Die
Westernblotanalysen wurden in vier technischen Replikaten durchgefiihrt und anschliefsend
quantifiziert. Die Gag129Po0l337-Proteine wurden durch die beiden Antikdrper nachgewiesen,
wobei die anti-PRRT-Antikorper 2,35x sensitiver als die anti-Gag-Antikorper waren (Abbildung
4.5). Die relativen Gag- und PRRT-Mengen der drei unabhingigen chromatographisch
gereinigten Proben wurden aus den Werten der vier technischen Replikate berechnet, woraus

sich ein Gag/PRRT-Verhaltnis von 37,34+10,64:1 ergab (Tabelle 4.2).

Tabelle 4.2: Proteinkomposition von Foamyviren

Gag/PRRT" Gag/Env”

relative Mengen 37,3+10,6:1 4,0+1,9:1

* Die Werte wurden von drei unabhangigen Proben in vier Experimenten ermittelt.
+ Standardabweichung

Die Quantifizierung der einzelnen iiber lodixanolgradienten gereinigten Probe resultierte in
einem etwas niedrigeren Gag/PRRT-Verhiltnis als in den chromatographisch gereinigten Viren
(29,91+20,75:1). Wie zu Beginn vermutet wurde, enthalten Foamyviren tatsdchlich noch
weniger Pol-Proteine als bisher angenommen (Cartellieri et al,, 2005a). Die Abweichung der
tiber den Ilodixanolgradienten gereinigten Foamyviren ist auf die Quantifizierung einer

einzelnen Probe zuriickzufiihren, was die grofde Standardabweichung bestatigt.

4.1.4 Foamyviren enthalten deutlich mehr Env-Proteine als Orthoretroviren.

In elektronenmikroskopischen Bildern von Foamyviren sind wesentlich mehr Env-Trimere auf
der Oberflache als bei anderen Retroviren (Wilk et al, 2001; Wilk et al, 2000). Um diesen
Sachverhalt zu untersuchen, wurde die oben beschriebene Methode modifiziert, um auch das
Verhdltnis von Gag- und Env-Proteinen in Foamyviren zu bestimmen. Dafiir wurde ein
Expressionsplasmid konstruiert, das ein Fusionsprotein aus den N-terminalen 129 Aminosauren
des Gag-Proteins und der SU (Aminosduren 127-571 des Env-Proteins) kodiert (Abbildung 4.5).
Da dieses Gagl29SU-Fusionsprotein beide Epitope im Verhaltnis 1:1 enthilt, wurde es als
Standard fiir die Normalisierung der monoklonalen anti-Gag- und anti-SU-Antikérper
verwendet. Mit den Oligonukleotiden Afllls und Gagl29SUa wurde das 129 Aminosduren
kodierende gag-Fragment und mit den Oligonukleotiden Gag129SUs und SUa das SU-kodierende
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Fragment amplifiziert. Die beiden tberlappenden Produkte wurden in einer PCR mit den
Oligonukleotiden Afllls und SUa fusioniert, anschliefRend mit EcoRI und Xhol verdaut und in
einen EcoRI und Xhol verdauten pco-Vektor ligiert. Das resultierende Plasmid pGagl129SU
kodiert das Gag129SU-Fusionsprotein aus den 129 N-terminalen Aminosduren des Gag-Proteins
und der SU-Untereinheit von Env, das beide Epitope der monoklonalen Antikérper enthélt
(Abbildung 4.5). Wie schon fiir pGag129Pol337 beschrieben, wurden HEK 293T-Zellen mit
pGag129SU und peGFP-C1 transfiziert und die Zelllysate hergestellt. Vier Polyacrylamid-SDS-
Gele wurden jeweils doppelt mit diesem Zelllysat und drei unabhdngigen durch
Sdulenchromatographie gereinigten Foamyviruslysaten beladen. Nach dem Blotten wurde eine
Hélfte der Membran mit dem monoklonalen anti-Gag-Antikérper und die andere Halfte mit
monoklonalen anti-SU-Antikérpern inkubiert. Die Chemilumineszenzsignale von vier
Westernblotanalysen wurden durch die CCD-Kamera detektiert und die spezifischen Banden
quantifiziert. Nach Berechnung der relativen Mengen und der Standardabweichung ergab sich

ein Verhéltnis von Gag- zu Env-Proteinen von 4,04+1,89:1 (Tabelle 4.2).

4.2 Analyse des Schnittstellenrepertoires der foamyviralen Protease
Der Vergleich der Aminosduresequenzen der Gag-p68/p3- und der Pol-RH/IN-Schnittstellen
zeigte zwei dhnliche und drei identische Positionen innerhalb der acht Aminosduren

umfassenden Sequenzen (Abbildung 4.6).

wazrplzsi
Gag p68/p3 RAVN/TVTQ
PolRH/IN  YVVN/CNTK
p68/IN RAVN/CNTK

ACS GALG/ALGA

Abbildung 4.6: Die foamyviralen Gag p68/p3- und Pol RH/IN-PR-Schnittstellen sind sehr ahnlich.
Aminosduren der Gag p68/p3-, der Pol RH/IN-, der Hybrid-p68/IN-Schnittstelle und der ACS-Sequenz;
M : basische Aminosiuren oder Histidin; IM: kleine oder hydrophobe Aminosiure oder Tyrosin; H :
Hydroxyle, Sulfhydryle, Amine oder Glycin

Die starke Homologie der beiden PR-Schnittstellen wies auf ein beschranktes Schnittstellen-
Repertoire der foamyviralen PR hin, was moéglicherweise die niedrige PR-Konzentration in
Foamyviren kompensiert. Um diese Hypothese weiter zu untersuchen, wurden in den folgenden
Experimenten die Prozessierungseffizienzen der Gag p68/p3- und der Pol RH/IN-Schnittstellen
im Kontext der Gag- und der Pol-Proteine verglichen und die Bedeutung der einzelnen
Aminosaurereste in den acht Positionen der PR-Schnittstellen fiir eine effiziente Maturation der
Proteine untersucht. Die Gag p33/p5-Schnittstelle wurde bei den weiteren Experimenten aufden

vorgelassen, da selbst in gereinigten Viren das Prozessierungsprodukt (ca. 35kDa) nicht
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nachweisbar war (Abbildung 4.3). Dieses Produkt war bisher erst einmal in Foamyviren
detektiert worden (Pfrepper et al, 1999), wahrend es in einem anderen Experiment
ausschliefllich in der Zielzelle nach der Infektion nachgewiesen worden war (Lehmann-Che et

al,, 2005).

4.2.1 Die Gag p68/p3-Schnittstelle ist essenziell fiir die Bildung infektiéser Viren.

Um die Prozessierungseffizienzen der Schnittstellen vergleichen und den Einfluss des
umgebenden Proteins untersuchen zu kénnen, wurde die Gag p68/p3- durch die Pol RH/IN-
Schnittstelle ausgetauscht (pGagRH/IN). Dafiir wurden Fragmente des pcoPG4-Plasmids mit den
Oligonukleotidpaaren GagBstElls - GagRH/INa oder GagRH/INs - Stopp+100a amplifiziert. Die
liberlappenden Produkte wurden mit GagBstEIls und Stopp+100a fusioniert, mit BstEIl und Xhol
verdaut und in den BstEIl und Xhol geschnittenen pcoPG4-Vektor ligiert. Zusétzlich wurde ein
Expressionsplasmid konstruiert, das ein Gag-Protein mit einer Hybrid-p68/IN-Schnittstelle
kodiert (pGagp68/IN). In dieser Schnittstelle waren die vier C-terminal der Schnittstelle
gelegenen Aminosduren in den Positionen P1-P4 durch die der Pol RH/IN-Schnittstelle
substituiert (Abbildung 4.7). Die Klonierung wurde analog zur Konstruktion des pGagRH/IN-
Plasmids mit den Oligonukleotiden GagBstElls, Gagp68/Ina, Gagp68/Ins und Stopp+100a
durchgefiihrt. Am Vortag ausgesite HEK 293T-Zellen (1,8x106) wurden mit 1,5ug pcoPG4,
pGagRH/IN oder pGagp68/IN zusammen mit den Vektorsystemkomponenten pcoPP (0,12ug),
pcoPE (1,2pg) und pMD9 (6pg) transfiziert. Nach drei Tagen wurden die Infektiositdten der
rekombinanten Viren bestimmt, die Viruspartikel gereinigt und konzentriert und die viralen
Proteine in Virus- und Zelllysaten in Westernblotanalysen durch das polyklonale anti-IN-
Antiserum und die monoklonalen anti-Gag-Antikorper detektiert (Abbildung 4.7). Die Gag-
spezifischen Signale wurden in drei unabhingigen Westernblotanalysen quantifiziert, die
Prozessierungseffizienzen berechnet (p68/(p68+p71) und auf die Prozessierung der Gag-
Proteine (p68/p3) normalisiert. Durch den gepaarten T-Test wurde die Signifikanz der
Unterschiede im Vergleich zur Maturation der Gag-Proteine bestimmt (Abbildung 4.8). Nur etwa
50% der zelluliren und 42% der virusassoziierten Gag-Proteine waren prozessiert, was
moglicherweise auf die um Faktor zehn reduzierten pcoPP-Mengen zuriickzufiihren ist. Die
RH/IN-Schnittstelle im Gag-Protein wurde in Zell- und Viruslysaten mit der Effizienz der Gag
p68/p3-Schnittstelle prozessiert (Abbildungen 4.7-4.8), was ebenfalls in gleicher Infektiositat
resultierte (Abbildung 4.8). Die Maturation der virusassoziierten Gagp68/IN-Proteine war mit
der Prozessierung der Gag-Proteine vergleichbar, wiahrend die Gagp68/IN-Maturation in der
Zelle und die Infektiositdt der rekombinanten Viren leicht reduziert waren (Abbildungen 4.7-
4.8). Im Kontext des Gag-Proteins wurden die Gag p68/p3- und die Pol RH/IN-Schnittstelle mit

gleicher Effizienz prozessiert.
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Abbildung 4.7: Die Valinreste in den Positionen P2 und P2‘ sind essenziell fiir die Gag-
Prozessierung (A) Schematische Darstellung der analysierten Gag-Proteine (B) HEK 293T-Zellen wurden
mit pMD9, pcoPE, pcoPP und je einem pcoPG4-Derivat transfiziert. Die Gag- und Pol-Proteine wurden in
Westernblotanalysen der Virus- und Zelllysate mit anti-Gag-Antikérpern oder dem anti-IN-Antiserum
nachgewiesen. Ladekontrolle: Detektion von GAPDH; links: Positionen des molekularen GréfRenmarkers
(aus Spannaus et al., 2014 - mit freundlicher Genehmigung von Elsevier)

Als nachstes sollten die invarianten Aminosdurereste innerhalb der Gag-p68/p3-Schnittstelle
durch einen Glycin-,walk” identifiziert werden. Dafiir wurden Expressionsklone konstruiert, die
fiir Gag-Proteine mit jeweils einer durch Glycin substituierten Aminosdure innerhalb der PR-
Schnittstelle (P4‘-P4) kodieren (Abbildung 4.7). Glycin wurde gewahlt, da lediglich zwei der acht
Aminosduren der Gag p68/p3-Schnittstelle dhnlich zu Glycin sind. Diese Expressionsklone

wurden analog zu den GagRH/IN- und Gagp68/IN-Plasmiden kloniert. Die Oligonukleotidpaare
fiir die ersten beiden PCR-Reaktionen waren GagBstElls - R618Ga und R618Gs - Stopp+100a
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(fiir pGagR618G), GagBstEIls - A619Ga und A619Gs - Stopp+100a (fiir pGaga619G), GagBstElls
- V620Ga und V620Gs - Stopp+100a (fiir pGagV620G), GagBstElls - N621Ga und N621Gs -
Stopp+100a (fiir pGagN621G), GagBstElls - T622Ga und T622Gs - Stopp+100a (fir
pGagT622G), GagBstElls - V623Ga und V623Gs - Stopp+100a (fiir pGagV623G), GagBstElls -

T624Ga und T624Gs - Stopp+100a (fir pGagT624G) und GagBstElls - Q625Ga und Q625Gs -
Stopp+100a (fir pGagQ625G).
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Abbildung 4.8: Die Infektiositit korrelierte mit der Gag-Prozessierung (A) Der Anteil der
prozessierten Gag-Proteine in Zell- (graue Balken) und Viruslysaten (schwarze Balken) wurde in drei
unabhingigen Experimenten quantifiziert und auf die Prozessierung der Gag-Proteine (Zelllysate: 50%);
Viruslysate: 42%) normalisiert. Die Signifikanz der Unterschiede im Vergleich zur Maturation der Gag-
Proteine wurde durch gepaarte T-Tests berechnet (ein Stern: p-Wert<0,05; zwei Sterne: p-Wert<0,01).
Fehlerbalken: Standardabweichung (B) Die Virustiter von drei unabhingigen Experimenten wurden
jeweils in Triplikaten bestimmt. Die Signifikanz der Unterschiede im Vergleich zu rekombinanten Viren
mit Gag p68/p3-Schnittstellen wurde gekennzeichnet (zwei Sterne: p-Wert<0,01). Fehlerbalken:
Standardabweichung (aus Spannaus et al., 2014 - mit freundlicher Genehmigung von Elsevier)
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Als Kontrolle wurde ein Gag-Expressionsplasmid mit dem Namen p71ACS konstruiert, das eine
nicht funktionelle Schnittstelle (GALG/ALGA) statt der p68/p3-Schnittstelle kodiert. Dieses
wurde mit Hilfe der Oligonukleotidpaare GagBstEIl - GagACSa und GagACSa - Stopp+100a
kloniert. Da das Gag p71ACS-Protein im Vergleich zum Gag-Protein in sieben Positionen
innerhalb der PR-Schnittstelle verandert wurde, sollte Gag p71ACS kein spaltbares Substrat fiir
die PR sein (Abbildungen 4.6-4.8) und es zeigte sich, dass weder im Zell- noch im Viruslysat Gag
p71ACS prozessiert wurde (Abbildungen 4.7-4.8). Da die Gag-Prozessierung essenziell fiir die
Infektiositat foamyviraler Partikel ist (Baldwin and Linial, 1999; Enssle et al., 1997; Lehmann-
Che et al, 2005), war die Infektiositit um fiinf Groéfienordnungen im Vergleich zu
rekombinanten Viren mit nicht modifizierten Gag-Proteinen reduziert (Abbildung 4.7). Als
nachstes wurden die Einzelsubstitutionen zu Glycin innerhalb der Gag p68/p3-Schnittstelle
analysiert (Abbildungen 4.7-4.8). Die Versuche ergaben, dass die Pol-Proteine unabhangig von
der Gag-Maturation mit der gleichen Effizienz prozessiert wurden (Abbildung 4.7). Die beiden
Substitutionen in den Positionen P2‘ (V620G) und P2 (V623G) resultierten wie p71ACS in nicht
nachweisbarer Gag-Maturation (Abbildungen 4.7-4.8). Der Austausch der Aminosdure in
Position P1‘ (N621G) bewirkte eine verstirkte Gag-Prozessierung, sodass keine Gag p71-
spezifische Bande durch die Westernblotanalysen detektiert wurde (Abbildungen 4.7-4.8). Diese
effizientere Maturation resultierte in der Reduktion der Infektiositit um mehr als eine
Grofdenordnung (Abbildung 4.8). Des Weiteren wurde festgestellt, dass die Gag-Maturation
direkt mit der Infektiositit der rekombinanten Viruspartikel korrelierte und dass die Gag-
Prozessierung in Zell- und Viruslysaten immer ahnlich effizient war (Abbildungen 4.7-4.8).
Innerhalb der Gag p68/p3-Schnittstelle waren die beiden Valinreste in den Positionen P2‘ und

P2 eindeutig die kritischen Determinanten fiir die Maturation der Proteine.

4.2.2 Die Gag p68/p3- und die Pol RH/IN-Schnittstellen werden mit vergleichbarer
Effizienz prozessiert.

Im folgenden Experiment wurden die Prozessierungseffizienzen der Pol RH/IN- und der Gag
p68/p3-Schnittstellen im Kontext des Pol-Proteins untersucht. Durch Sequenzvergleich der Pol-
RH/IN-Schnittstelle und der Hybrid p68/IN-Schnittstelle wurde gezeigt, dass diese in sechs
Positionen identisch sind, wahrend die Pol RH/IN-Schnittstelle und die ACS-Sequenz vier
dhnliche Positionen aufweisen (Abbildung 4.6).

Analog zu den Untersuchungen der Gag-p68/p3-Schnittstelle wurde diesmal die Nukleotid-
sequenz der Pol RH/IN-Schnittstelle im pcoPP-Plasmid durch Sequenzen kodierend fiir die Gag
p68/p3-, die Hybrid p68/IN-Schnittstelle und die ACS-Sequenz (GALG/ALGA) ausgetauscht.
Dafiir wurden Fragmente des pcoPP-Plasmids mit den Oligonukleotidpaaren PolBamHIs -

Polp68/p3a oder Polp68/p3s - Stopp+100a, PolBamHIs - Polp68/INa oder Polp68/INs -
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Stopp+100a und PolBamHIs - PolACSa oder PolACSs - Stopp+100a amplifiziert. Die jeweils
tiberlappenden Produkte wurden in PCRs mit PolBamHIs und Stopp+100a fusioniert,
anschliefdend mit BamHI und Xhol verdaut und in den BamHI und Xhol geschnittenen pcoPP-
Vektor ligiert, wobei die daraus resultierenden Pol-Expressionsplasmide pPolp68/p3,

pPolp68/IN und pPolACS genannt wurden (Abbildung 4.9).
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Abbildung 4.9: Im Kontext des Pol-Proteins wird die Hybrid p68/IN-Schnittstelle nicht prozessiert
(A) Schematische Darstellung der analysierten PR-Schnittstellen im Pol-Protein (B) HEK 293T-Zellen
wurden mit pMD9, pcoPE, pcoPG4 und je einem der unter A dargestellten pcoPP-Derivaten transfiziert.
Die Gag- und Pol-Proteine wurden in Westernblotanalysen der Virus- und Zelllysate mit anti-Gag-
Antikérpern und dem anti-IN-Antiserum nachgewiesen. Ladekontrolle: Detektion von GAPDH; links:
Positionen des molekularen Gréfdenmarkers (aus Spannaus et al,, 2014 - mit freundlicher Genehmigung
von Elsevier)

Am Vortag ausgesdte HEK 293T-Zellen (1,8x107) wurden mit 0,12ug dieser Konstrukte oder
pcoPP und den Vektorsystemplasmiden pMD9 (6ug), pcoPG4 (3pg) und pcoPE (1,2pg)

transfiziert. Nach drei Tagen wurden die Infektiosititen bestimmt und die Viruspartikel, wie
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bereits beschrieben, aufbereitet. Die viralen Proteine wurden in den Zell- und Viruslysaten in
Westernblotanalysen mit den monoklonalen anti-Gag-Antikdrpern und dem polyklonalen anti-
IN-Antiserum detektiert (Abbildung 4.9). Die Pol-Prozessierung wurde in drei unabhangigen
Versuchen durch Quantifizierung der Pol- und IN-spezifischen Banden bestimmt (IN/(Pol+IN)
und auf die Maturation der Pol-Proteine (RH/IN) normalisiert (Abbildung 4.10).
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Abbildung 4.10: Die Infektiositit korreliert mit der Pol-Prozessierung. (A) Der Anteil der
prozessierten Pol-Proteine in Zell- (graue Balken) und Viruslysaten (schwarze Balken) wurde in drei
unabhingigen Experimenten quantifiziert und die Werte auf die Prozessierung der Pol-Proteine
(Zelllysate: 45%; Viruslysate: 76%) normalisiert. Die Signifikanz der Unterschiede zur Pol-Maturation
wurde durch den gepaarten T-Test berechnet (zwei Sterne: p-Wert<0,01). Fehlerbalken:
Standardabweichung (B) Die Virustiter wurden in drei unabhdngigen Experimenten jeweils in Triplikaten
bestimmt und die Signifikanz der Unterschiede im Vergleich zu rekombinanten Viren gekennzeichnet
(zwei Sterne: p-Wert<0,01). Fehlerbalken: Standardabweichung (aus Spannaus et al, 2014 - mit
freundlicher Genehmigung von Elsevier)

Durch den gepaarten T-Test wurde die Signifikanz der Unterschiede der Prozessierungs-
effizienzen im Vergleich zur Pol-Maturation bestimmt (Abbildung 4.10). In den Lysaten aus

transfizierten Zellen (Vektorsystem) wurden 45% und in den korrespondierenden Viruslysaten
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76% prozessierte IN-Proteine nachgewiesen. Obwohl die Polp68/p3-Proteine mit gleicher
Effizienz prozessiert wurden, war die Infektiositat signifikant reduziert (Abbildungen 4.9-4.10),
wohingegen die Maturation und die Infektiositit der Polp68/IN-Proteine auf das Niveau der
PolACS-Kontrolle reduziert waren (Abbildungen 4.9-4.10). In den Westernblotanalysen war gut
zu erkennen, dass die zellularen Pol-Proteine mit viel niedrigerer Effizienz prozessiert wurden
als partikelassoziierte Pol-Proteine (Abbildung 4.9). Dieser starke Unterschied beruhte
moglicherweise auf der hoheren Pol-Konzentration in den Viren. Wie schon im Kontext des Gag-
Proteins wurden einerseits die Gag p68/p3- und die Pol RH/IN-Schnittstelle mit vergleichbarer
Effizienz prozessiert (Abbildungen 4.7-4.10), andererseits war auch die Gag-Maturation
unabhdngig von der Pol-Prozessierung (Abbildung 4.9). Diese Ergebnisse zeigten, dass im
Gegensatz zu HIV-1 der Zeitpunkt der foamyviralen Gag- und Pol-Maturation nicht durch
unterschiedliche Prozessierungseffizienzen der Schnittstellen reguliert wurde. Die Hybrid
p68/IN-Schnittstelle wurde im Gag-Kontext mit nahezu gleicher Effizienz wie die Gag-Proteine
prozessiert, wiahrend die Maturation der Polp68/IN-Proteine im Vergleich zur Prozessierung
der Pol-Proteine stark reduziert war (Abbildungen 4.7-4.10).

Da sich die Pol RH/IN- nur in zwei Positionen von der Hybrid-p68/p3-Schnittstelle
unterscheidet (Abbildung 4.6), wurden zusétzlich die Einzelsubstitutionen PolY748R (Position
P4) und PolV749A (Position P3‘) analysiert (Abbildung 4.9). Die Konstruktion dieser
Expressionsplasmide erfolgte analog zur Klonierung der anderen pcoPP-Derivate. Fiir die ersten
beiden PCR-Reaktionen wurden die Oligonukleotidpaare PolBamHIs - Y748Ra und Y748Rs -
Stopp+100a (fiir pPolY748R) und PolBamHIs - V749Aa und V749As - Stopp+100a (fiir pV749A)
benutzt. Beide Proteine wurden in den Zell- und Viruslysaten mit hoherer Effizienz als die
Polp68/IN- aber mit niedrigerer Effizienz als die Pol-Proteine prozessiert (Abbildung 4.9-4.10).
Die Infektiositit der rekombinanten Viruspartikel mit PolY748R- war nur etwas hoher als die
mit Polp68/IN-Proteinen, wahrend Viren mit PolV749A-Proteinen signifikant hohere
Infektiositdt aufwiesen (Abbildung 4.10). Die Reduktion der Pol-Maturation und der
Infektiositdat der rekombinanten Viren mit der Pol-Hybrid-Schnittstelle war wahrscheinlich ein
kumulativer Effekt der beiden Einzelsubstitutionen. Die vergleichsweise effizientere
Prozessierung der Hybrid-p68/IN-Schnittstelle im Gag-Protein resultierte vermutlich aus der
leichteren Erreichbarkeit durch die Protease auf Grund der C-terminalen Position im Gag-
Protein (Abbildungen 4.7-4.10). Innerhalb der Gag p68/p3-Schnittstelle wurden die Valine in
den Positionen P2‘ und P2 strikt fiir die Gag-Prozessierung bendtigt. Um auch die fiir die Pol-
Maturation essenziellen Aminosdurereste zu identifizieren, wurden die Expressionskonstrukte
fiir die Einzelsubstitutionen durch Glycin innerhalb der Pol RH/IN-Schnittstelle Kloniert
(Abbildung 4.11).
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Abbildung 4.11: Der Asparaginrest in Position P2 und besonders der Valinrest in Position P2 sind
essenziell fiir die Pol-Prozessierung. (A) Schematische Darstellung der analysierten Pol-Proteine (B)
HEK 293T-Zellen wurden mit pMD9, pcoPE, pcoPG4 und je einem der pcoPP-Derivate transfiziert. Die
Gag- und Pol-Proteine wurden in Westernblotanalysen der Virus- und Zelllysate mit anti-Gag-Antikdrpern
und dem anti-IN-Antiserum nachgewiesen. Ladekontrolle: Detektion von GAPDH, links: Positionen des
molekularen Gréfienmarkers (aus Spannaus et al., 2014 - mit freundlicher Genehmigung von Elsevier)

In der Pol-RH/IN-Schnittstelle sind nur zwei Aminosduren dhnlich zu Glycin. Die Klonierung
erfolgte analog zur Konstruktion der anderen pcoPP-Derivate, nur dass fiir die ersten beiden
PCR-Reaktionen die Oligonukleotidpaare PolBamHIs - Y748Ga und Y748Gs - Stopp+100a (fiir
pPolY748G), PolBamHIs - V749Ga und V749Gs - Stopp+100a (fiir pPolV749G), PolBamHIs -
V750Ga und V750Gs - Stopp+100a (fiir pPolV750G), PolBamHIs - N751Ga und N751Gs -
Stopp+100a (fiir pPoIN751G), PolBamHIs - C752Ga und C752Gs - Stopp+100a (fiir pPolC752G),
PolBamHIs - N753Ga und N753Gs - Stopp+100a (fiir pPoIN753G), PolBamHIs - T754Ga und

T754Gs - Stopp+100a (fiir pPolT754G) und PolBamHIs - K755Ga und K755Gs - Stopp+100a (fiir
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pPolK755G) verwendet wurden. Am Vortag ausgesdte HEK 293T-Zellen (1,8x107) wurden wie
zuvor mit 0,12pg dieser Plasmide oder pcoPP und den Vektorsystemkomponenten pMD9 (6ug),
pcoPG4 (3pg) und pcoPE (1,2pg) transfiziert. Nach drei Tagen wurden die Infektiositdten
bestimmt, die Viruspartikel aufbereitet und zusammen mit den Zelllysaten in Westernblot-
analysen untersucht (Abbildung 4.11). Durch die niedrige Effizienz der Pol-Maturation in den
Zelllysaten waren nur die Banden der virusassoziierten Pol-Proteine zuverldssig zu
quantifizieren (Abbildung 4.11-4.12).
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Abbildung 4.12: Die nichtprozessierbare Pol RH/IN-Schnittstelle resultierte in verminderter
Infektiositit um eine Groflenordnung. (A) Der Anteil der prozessierten Pol-Proteine in den
Viruslysaten (schwarze Balken) wurde in drei unabhingigen Experimenten quantifiziert und die Werte
auf die Prozessierung der Pol-Proteine (Viruslysate: 75%) normalisiert. Die Signifikanz der Unterschiede
im Vergleich zur Pol-Maturation wurde durch den gepaarten T-Test berechnet (ein Stern: p-Wert<0,05;
zwei Sterne: p-Wert<0,01). Fehlerbalken: Standardabweichung. (B) Die Virustiter wurden in drei
unabhangigen Experimenten jeweils in Triplikaten bestimmt und die Signifikanz der Unterschiede im
Vergleich zur Infektiositidt rekombinanter Viren gekennzeichnet (ein Stern: p-Wert<0,05; zwei Sterne: p-
Wert<0,01). Fehlerbalken: Standardabweichung (aus Spannaus et al, 2014 - mit freundlicher
Genehmigung von Elsevier)
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Die Substitution in Position P2 (PolV750G) resultierte, dhnlich wie im Gag-Protein, in
Prozessierung und Infektiositat vergleichbar mit den ACS-Proteine (Abbildungen 4.11-4.12).
Den zweitstarksten Einfluss auf Pol-Maturation und Infektiositit hatte der Aminosduren-
austausch in Position P2 (PoIN753G), jedoch war die Reduktion nicht so prominent wie bei den
PoIN751G- oder PolACS-Proteinen (Abbildungen 4.11-4.12). Fiir die anderen Substitutionen
konnte zusammenfassend festgestellt werden, dass die Infektiositat sich proportional zur Pol-
Maturation verhielt (Abbildungen 4.11-4.12), wobei nur der Austausch in Position P4‘ trotz
effizienter Prozessierung in reduzierter Infektiositat resultierte (Abbildungen 4.11-4.12). Ein
dhnlicher Effekt wurde bereits fiir die Polp68/p3-Proteine festgestellt, bei denen ebenfalls unter
anderem der Aminosaurerest in Position P4 substituiert wurde (Abbildungen 4.9-4.10). Diese
Reduktion der Infektiositit beruht also nicht auf fehlerhafter Pol-Prozessierung, vielmehr
wurde, da das Tyrosin in Position P4‘ Bestandteil der C-terminalen a-Helix der RH-Domane ist,
durch dessen Substitution wahrscheinlich die RH- und/oder die RT-Funktion beeintrachtigt
(Leo etal., 2012a; Leo et al,, 2012b). Wie schon im Kontext des Gag-Proteins konnte auch fiir das
Pol-Protein gezeigt werden, dass die Aminosdurereste in den Positionen P2 (Asparagin) und
ganz besonders in P2‘ (Valin) entscheidend fiir die Pol-Maturation waren (Abbildungen 4.7-4.8,
4.11-4.12). Bei den Gag p68/p3- und Pol RH/IN- Schnittstellen resultierten die Substitutionen in
den Positionen P4, P1‘ und P4 in fast unverdnderter Prozessierung. Im Kontext des Pol-Proteins
fiihrte der Austausch der Aminosaurereste in den Positionen P3‘, P1 und P3 zu reduzierter Pol-
Maturation (Abbildungen 4.11-4.12), wihrend die Substitutionen in den gleichen Positionen
innerhalb der Gag p68/p3-Schnittstelle viel schwacheren Einfluss auf die Gag-Prozessierung

hatten (Abbildungen 4.7-4.8).

4.3 Infektiose foamyvirale Viruspartikel enthalten unprozessierte Gag-Proteine.

Wahrend foamyvirale Pol-Proteine in den Viruspartikeln nahezu vollstindig prozessiert werden,
ist die Gag-Maturation weniger effizient (Cartellieri et al.,, 2005a; Abbildungen 4.7-4.12). Um den
Zusammenhang von Gag-Prozessierung und Infektiositat zu untersuchen, wurden HEK 293T-
Zellen (1,8x107) mit verschiedenen Verhaltnissen von p71ACS und dem Gag p68-kodierenden
Expressionsplasmid p68 an Stelle von pcoPG4 zusammen mit den restlichen
Vektorsystemplasmiden pMD9 (6pg), pcoPG4 (3pg) und pcoPE (1,2pg) transfiziert (Abbildung
4.13). Fir die Klonierung des Gag p68-Expressionskonstruktes wurde ein Fragment des pcoPG4-
Plasmids mit den Oligonukleotiden GagBstEIls und p68Xhola in einer PCR-Reaktion amplifiziert.
Das Produkt wurde mit BstEIl und Xhol verdaut und anschlieffend in den BstEIl und Xhol
geschnittenen pcoPG4-Vektor ligiert. Die Gag p71- und Gag p68-spezifischen Banden wurden in
drei unabhingigen Experimenten in Westernblotanalysen quantifiziert, die Prozessierungs-

effizienz berechnet (Gag p68/(p68+p71)) und auf die Gag-Maturation virusproduzierender
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Zellen einer FV-Kokultur (83% prozessierte Gag-Proteine) bzw. der gereinigten Foamyviren
(85% prozessierte Gag-Proteine) standardisiert (Abbildungen 4.13-4.14). Die Signifikanz der
Unterschiede der Prozessierungseffizienzen im Vergleich zum Wildtyp wurde durch gepaarte T-
Tests bestimmt (Abbildung 4.14). Die Gag-Prozessierung in den Zelllysaten war der in den
Viruslysaten sehr dhnlich (Abbildungen 4.13-4.14). Im Vergleich zu den Wildtypviren wurde
eine leicht reduzierte Gag-Maturation in den rekombinanten Viren nachgewiesen (Abbildungen

4.13-4.14).
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Abbildung 4.13: Die Gag-Prozessierung in Foamyviren ist effizienter als in rekombinanten Viren
mit Gag (A) Schematische Darstellung der analysierten Gag-Proteine (B) HEK 293T-Zellen wurden mit
pMD9, pcoPE, pcoPP und pcoPG4 oder verschiedenen Verhaltnissen von p68 und p71ACS (in pg
angegeben) transfiziert. Die Gag- und Pol-Proteine wurden mit anti-Gag-Antikérpern und dem anti-IN-
Antiserum in Westernblotanalysen detektiert. Ladekontrolle: Nachweis von GAPDH; links: Positionen des
molekularen Grofienmarkers; Wt: Foamyviren aus Kokultur; VS: rekombinante Viren mit Gag (aus
Spannaus et al., 2014 - mit freundlicher Genehmigung von Elsevier)
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Rekombinante Viruspartikel mit ausschlief3lich p71ACS Gag waren nicht infektios, wahrend die
Deletion des p3-Peptids (Gag p68) in einer Reduktion der Infektiositit um Faktor zehn im
Vergleich zu rekombinanten Viren mit Gag-Proteinen resultierte (Abbildungen 4.13-4.14).
Dieses Phdnomen wurde bereits fiir die GagN621G-Substitution in der Position P1‘ beschrieben
(Abbildungen 4.7-4.8). Die hochste Infektiositit wurde fiir rekombinante Viren mit dem
Wildtyp-Gag p71/p68-Verhiltnis von 1:6 detektiert (Abbildungen 4.13-4.14). Jedoch konnte
selbst mit diesem Gag p71/p68-Verhiltnis die Infektiositit rekombinanter Viren mit Gag-
Proteinen nicht erreicht werden (Abbildungen 4.13-4.14).
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Abbildung 4.14: Kleine Mengen unprozessierter Gag-Proteine werden fiir die hochste Infektiositit
benotigt. (A) Die relativen Gag-Mengen (p68/(p71+p68)) in den Zell- (graue Balken) und Viruslysaten
(schwarze Balken) wurden in drei unabhidngigen Experimenten quantifiziert und die Werte auf die Gag-
Prozessierung der Foamyviren (Zelllysate: 85%; Viruslysate: 83%) normalisiert. Die Signifikanz der
Unterschiede im Vergleich zur Wildtypprozessierung wurde durch den gepaarten T-Test berechnet (ein
Stern: p-Wert<0,05; zwei Sterne: p-Wert<0,01). Fehlerbalken: Standardabweichung (B) Die
Infektiosititen der rekombinanten Viren wurden in drei unabhidngigen Experimenten in Triplikaten
bestimmt und die Signifikanz der Unterschiede zu rekombinanten Viren gekennzeichnet (zwei Sterne: p-
Wert<0,01). Wt = Foamyviren aus der Kokultur; VS = rekombinante Foamyviren; Fehlerbalken: Standard-
abweichung (aus Spannaus et al,, 2014 - mit freundlicher Genehmigung von Elsevier)
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4.4 Die foamyvirale reverse Transkription wird durch die Gag-Maturation
reguliert.

Die Gag-Prozessierung ist essenziell fiir die Infektiositdt (Baldwin and Linial, 1999; Enssle et al,,
1997), wahrend durch die Deletion des p3-Peptids die Infektiositit um lediglich eine
Grofdenordnung reduziert wurde (Abbildungen 4.13-4.14). Deshalb wurde vermutet, dass das
p3-Peptid moglicherweise eine regulatorische Funktion wahrend der RT-Reaktion erfiillt. Jedoch
hatten Experimente ergeben, dass p3-Peptide die RT-Reaktion nicht beeinflussen (pers.
Mitteilung Frau Prof. Birgitta Wohrl). Deshalb wurde im folgenden Experiment analysiert, ob die

RT-Reaktion von der Gag-Prozessierung abhingt.
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Abbildung 4.15: Die PolD/A-Substitution resultiert in unprozessierten Gag- und Pol-Proteinen
sowie stark reduzierter Infektiositit. (A) Schematische Darstellung der analysierten Proteine
(B) HEK 293T-Zellen wurden mit pMD9, pcoPE, pcoPP oder pPolD/A und pcoPG4, p68 oder p71ACS
transfiziert. Gag- und Pol-Proteine wurden in Westernblotanalysen der Virus- und Zelllysate mit anti-Gag-
und anti-PRRT-Antikérpern nachgewiesen. Ladekontrolle: Detektion von GAPDH; links: Positionen des
molekularen Grofdenmarkers (C) Die Virustiter wurden in Triplikaten ermittelt. Fehlerbalken:
Standardabweichung (aus Spannaus et al.,, 2013 - mit freundlicher Genehmigung von ASM)

48



4. Ergebnisse

Als Negativkontrolle wurde das pPolD/A-Plasmid konstruiert, das ein Pol-Protein mit inaktiver
PR kodiert. Daflir wurde ein Fragment aus dem pcoPP-Plasmid mit den Oligonukleotiden Afllls
und PolNarla in einer PCR-Reaktion amplifiziert, mit AfIIIl und Narl verdaut und in den AfIII und
Narl-geschnittenen pcoPP-Plasmid ligiert. Das resultierende pPolD/A-Plasmid kodiert ein Pol-
Protein mit einer D24 A-Substitution im aktiven Zentrum der PR-Domaéne, was zur Inaktivierung
der foamyviralen PR fiihrt (Konvalinka et al., 1995a). Am Vortag ausgesiate HEK 293T-Zellen
wurden (1,8x106) mit dem foamyviralen Vektorsystem transfiziert. Neben den Vektorsystem-
plasmiden wurde im zweiten Ansatz pcoPG4 durch p71ACS, im dritten Ansatz pcoPG4 durch p68
und im vierten Ansatz pcoPP durch pPolD/A ersetzt (Abbildung 4.15). Nach drei Tagen wurde
die Infektiositit bestimmt und die Zelllysate wurden hergestellt. Die rekombinanten
Viruspartikel wurden durch die Capto Core700-Saulen partiell gereinigt, durch Zentrifugation
pelletiert und in PBS aufgenommen. Anschliefiend erfolgte ein DNAsel-Verdau der verbliebenen
zelluldaren DNA und der Plasmid-DNA. Jeweils 10% der Viruspartikel wurden lysiert und danach
zusammen mit den entsprechenden Zelllysaten in Westernblotanalysen durch die monoklonalen
anti-Gag- und anti-PRRT-Antikérper auf Prozessierung der viralen Proteine untersucht
(Abbildung 4.15).

Die Deletion der Gag p71/p68-Schnittstelle zeigte unprozessierte Gag-Proteine und stark
reduzierte Infektiositat, wahrend die Deletion des C-terminalen p3-Peptids die Infektiositdt nur
leicht beeinflusste (Abbildungen 4.15). Die Substitution im aktiven Zentrum der foamyviralen
PR-Domane resultierte in unprozessierten Gag- und Pol-Proteinen und reduzierter Infektiositat
um fiinf Gréflenordnungen (Abbildung 4.15). Die Gag-spezifischen Banden wurden quantifiziert
und die Virusfraktionen auf die Gag-Menge normalisiert. Anschlief3end wurden jeweils gleiche
Virusmengen in verschiedene PCR-Reaktionen eingesetzt. In den ersten Amplifikationen wurden
die RU5-spezifischen Oligonukleotide (RU5s und RU5a) benutzt, um das Produkt der ersten
Teilreaktion der RT-Reaktion zu detektieren (Abbildung 4.16). In allen rekombinanten Viren
konnte eine RU5-spezifische Bande nachgewiesen werden (Abbildung 4.16). Das bedeutete, dass
die Initiation und die Elongation der ,strong-stop“-DNA in negativer Orientierung unabhangig
von der Gag- oder Pol-Prozessierung waren. In den nachsten PCR-Reaktionen wurden die U3-
spezifischen Oligonukleotide U3s und U3a eingesetzt (Abbildung 4.16). Die U3-Region wird nach
dem ersten Templatwechsel revers transkribiert (Abbildung 4.16). Neben den rekombinanten
Viruspartikeln wurde lediglich in Viren mit Gag p68-Proteinen eine U3-spezifische Bande
nachgewiesen (Abbildung 4.16). Weder in Partikeln mit Gag p71ACS-Proteinen noch in Viren mit
PolD/A-Proteinen wurde die RT-Reaktion nach dem ersten Templatwechsel fortgesetzt. Die PCR

Reaktionen wurden von Theresa Brunner durchgefiihrt.
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Abbildung 4.16: Die reverse TransKkription ist abhingig von der Gag-Prozessierung. (A) Schema des
ersten Schrittes der RT-Reaktion und der Position der nachgewiesenen DNA-Fragmente (B) Die Gag-
spezifischen Signale (Abbildung 4.15) wurden quantifiziert, um anschliefRend jeweils die gleichen
Virusmengen mit RU5-spezifischen Oligonukleotiden in PCR-Reaktionen zu analysieren. (C) Die gleichen
Virusmengen wie in B wurden mit U3-spezifischen Oligonukleotiden in PCR-Reaktionen analysiert. VS:
rekombinante Foamyviren (Vektorsystem) (aus Spannaus et al., 2013 - mit freundlicher Genehmigung von
ASM; Durchfithrung: Theresa Brunner)

4.5 Die Integrase ist nicht notwendig fiir die Proteaseaktivitit.

Nach der Analyse der PR-Schnittstellen und der Funktion der foamyviralen Gag- und Pol-
Prozessierung sollte in den folgenden Experimenten untersucht werden, welche Pol-Domanen
fiir eine aktive PR benotigt werden. Bei Orthoretroviren ist die aktive Form der viralen PR ein
symmetrisches Homodimer aus zwei PR-Untereinheiten (Katoh et al,, 1989; Katoh et al.,, 1987;
Miller et al., 1989; Navia et al., 1989; Pearl and Taylor, 1987). Fiir die foamyvirale PR wurde in in
vitro-Experimenten gezeigt, dass fiir ihre Aktivierung die spezifische Interaktion von PRRT-
Fusionsproteinen mit PARM bendétigt wird (Hartl et al, 2011). Moglicherweise wird durch
diesen Mechanismus verhindert, dass die virale PR vor der Virusassemblierung aktiv ist. Auf der
anderen Seite wurde publiziert, dass die IN-Domane fiir die Dimerisierung der Pol-Proteine und
somit fiir die PR-Aktivierung benotigt wird (Lee et al, 2011). Da beide Modelle sich
widersprechen, wurde auf verschiedenen Wegen analysiert, welche Pol-Domanen in vivo fiir die

Aktivierung der foamyviralen PR essentiell sind.
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4.5.1 Das Fusionsprotein aus Protease und reverser Transkriptase in Kombination mit
der genomischen RNA ist ausreichend fiir Proteaseaktivitit in vivo.

Um die IN-kodierende Sequenz im Pol-Expressionsplasmid zu deletieren, wurde ein pcoPP-
Fragment mit den Oligonukleotiden PolBamHIs und PRRTStoppa amplifiziert, mit den
Restriktionsendonukleasen BamHI und Xhol verdaut und anschlief3end in den BamHI und Xhol
geschnittenen pcoPP-Vektor ligiert. Das resultierende Plasmid pPRRT kodiert das PRRT-
Fusionsprotein aus PR- und RT-Domaéne (Abbildung 4.17). HEK 293T-Zellen (6x105) wurden in
6-Napf-Platten ausgesit und am folgenden Tag in verschiedenen Ansatzen mit pcoPP (0,05ug)
oder pPRRT (0,1/0,2ug) und dem Gag-Expressionsplasmid pcoPG4 (0,5ug) transfiziert. Um den
Einfluss des viralen Genoms auf die PR-Aktivitat zu zeigen, wurde zusatzlich in je einen Ansatz

pMD9 (1pg) kotransfiziert (Abbildung 4.17).
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Abbildung 4.17: Das PRRT-Fusionsprotein ist ausreichend fiir die PR-Aktivierung. (A) Schema des
Pol- und des PRRT-Proteins (B) HEK 293T-Zellen wurden mit pcoPG4, pMD9 und pcoPP oder pPRRT
transfiziert (DNA-Mengen in pg). Die Gag- und Pol-Proteine wurden mit monoklonalen anti-Gag- und anti-
PRRT-Antikérpern in Westernblotanalysen nachgewiesen. Ladekontrolle: Detektion von GAPDH; links:
Positionen des molekularen Groéfenmarkers in kDa (aus Spannaus et al, 2012 - mit freundlicher
Genehmigung von ASM)
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Nach zwei Tagen wurden die Gag- und Pol-Proteine in den Zelllysaten und deren Prozessierung
mit den monoklonalen anti-Gag- und anti-PRRT-Antikérpern in Westernblotanalysen nach-
gewiesen. Nicht nur die Pol- sondern auch die PRRT-Proteine waren ausreichend um Gag-
Proteine zu prozessieren (Abbildung 4.17), wobei durch das Vektorgenom die schwachen PR-
Aktivitaten der PRRT-Proteine verstarkt wurden (Abbildung 4.17). Demnach ist die IN-Domane
in vivo nicht essenziell fiir die PR-Aktivitat. Die niedrige PR-Aktivitat ohne Genom wurde bereits
beschrieben und beruht wahrscheinlich auf der starken zelluliren Uberexpression der Pol-
Proteine durch das kodonoptimierte pcoPP-Plasmid (Hartl et al.,, 2011). Im direkten Vergleich
war die Gag-Prozessierung durch die Pol-Proteine effizienter als durch die PRRT-

Fusionsproteine.

4.5.2 Die Integrasedeletion im proviralen Kontext resultierte in Gag-Prozessierung in den
Viruspartikeln.

Um die Ergebnisse zu bestdtigen, wurde im folgenden Experiment die Gag-Prozessierung einer
IN-Deletion im proviralen Kontext untersucht. Aufferdem sollte analysiert werden, ob PRRT-
Proteine auch in foamyvirale Viruspartikel inkorporiert werden und dort die Prozessierung der
Gag-Proteine katalysieren. Durch ortsspezifische Mutagenese wurde in das pol-Leseraster des
proviralen pHSRV13-Plasmids ein Stoppkodon direkt 3' der Nukleotidsequenz der RH/IN-
Schnittstelle inseriert, wozu eine ortsspezifische Mutagenese-PCR mit den Oligonukleotiden
HSRVPacls, HSRVAsiSIa, HSRVAsisSIs und HSRVBspEla durchgefithrt wurde. Das
Fusionsprodukt wurde mit Pacl und BspEl verdaut und in den Pacl und BspEl geschnittenen
pHSRV13-Vektor ligiert. Dieses pHSRV13AsiSI-Plasmid (mit einer AsiSI-Schnittstelle vor der IN-
kodierenden Sequenz) wurde mit AsiSI verdaut und mit dem hybridisierten
selbstkomplementiren Oligonukleotid pStop ligiert. Das resultierende Plasmid pHSRV13AIN
kodiert das PRRT-Fusionsprotein im proviralen Kontext. Am Vortag ausgesite BHK-Zellen (je
1,5x107) wurden mit je 45ug der proviralen Plasmide pHSRV13 oder pHSRV13AIN transfiziert.
Nach drei Tagen wurden die Virusiiberstinde abgenommen und die Viren durch Zentrifugation
(201149 x g, 4°C, 2h) pelletiert. Die Viruspellets und die virusproduzierenden Zellen wurden mit
RIPA-Puffer lysiert. Die Expression, Prozessierung und Inkorporation der Gag- und Pol-Proteine
wurden in Westernblotanalysen mit monoklonalen anti-PRRT- und anti-Gag-Antikérpern
nachgewiesen (Abbildung 4.18). Die Deletion der IN-Domaéne fiihrte zu reduzierten zelluldren
PRRT-Mengen, wiahrend die Pol-Inkorporation nur schwach beeintrachtigt wurde (Abbildung
4.18). Die Gag-Prozessierung durch das PRRT-Fusionsprotein war in den Zelllysaten kaum
nachweisbar, wiahrend in den Viruslysaten eine deutliche p68-spezifische Bande detektiert
wurde (Abbildung 4.18). Demnach ist auch in foamyviralen Partikeln die IN nicht essenziell fiir

PR-Aktivitat.
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Abbildung 4.18: Die Inkorporation von PRRT-Proteinen resultiert in PR-Aktivitit in foamyviralen
Partikeln. BHK-Zellen wurden mit dem pHSRV13 oder dem Expressionsklon fiir die IN-defiziente
Mutante pHSRV13AIN transfiziert. Durch Westernblotanalysen mit monoklonalen anti-Gag- und anti-
PRRT-Antikorpern wurden die Gag- und Pol-Proteine in den Virus- und Zelllysaten nachgewiesen.
Ladekontrolle: Detektion von GAPDH; links: Positionen des molekularen Gréfienmarkers (aus Spannaus et
al,, 2012 - mit freundlicher Genehmigung von ASM)

4.5.3 Die Infektiositit von rekombinanten Viren mit GagPol-Fusion oder separat
exprimierten Proteinen resultierte in annidhernd gleichen Virustitern.

Die Pol-Inkorporation ist von der IN und dem Genom abhangig (Baldwin and Linial, 1998; Peters
et al,, 2005; Roy and Linial, 2007). Um die PR-Aktivitdt in rekombinanten Viren unabhangig von
unterschiedlich effizienter Pol- und PRRT-Inkorporation untersuchen zu kénnen, wurden die
gag- und pol-Leseraster fusioniert. Damit Gag und Pol im Virus prozessiert werden kdnnen,
wurde an Pol eine N-terminale Gag p68/p3-Schnittstelle kloniert. Dazu wurde ein Fragment des
pcoPP-Plasmids mit den Oligonukleotiden PolHpals und PolHIa amplifiziert, mit BamHI
geschnitten und in das BamHI- und Hpal-verdaute pcoPP-Plasmid ligiert. In das Hpal verdaute
Produkt (pCSPol) wurde anschliefdend ein Hpal-geschnittenes Fragment aus pcoPG4 ligiert, das
mit den Oligonukleotiden GagHpals und GagHw/oStopa amplifiziert wurde. Das resultierende
pGagPol-Plasmid kodiert das Fusionsprotein aus Gag und Pol, verbunden durch eine Gag

p68/p3- Schnittstelle (Abbildung 4.19). Mit diesem Konstrukt wurde untersucht, ob die

Expression als GagPol-Fusionsprotein in effizienter Pol-Inkorporation und in der Bildung
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infektioser rekombinanter Viruspartikel resultiert. Zu diesem Zweck wurden am Vortag
ausgesdte HEK 293T-Zellen in 6-Napf-Platten (je 6x105) mit pMD9 (1pug), pGagPol (2ug) und
pcoPE (0,2png) transfiziert. Da wie bei HIV-1 fir die korrekte Assemblierung der Viruspartikel
moglicherweise auch Gag-Proteine benotigt werden (Miiller et al., 2009), wurden zusatzlich
verschiedene Mengen pcoPG4 (0; 0,25; 0,5pg) kotransfiziert. Als Positivkontrolle diente das
foamyvirale Vektorsystem. Die Infektiositdt der Viruspartikel wurde in Triplikaten bestimmt

(Abbildung 4.19).
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Abbildung 4.19: Die Expression von Pol als GagPol-Fusionsprotein resultierte in infektiosen
Viruspartikeln. (A) Schema des GagPol-Fusionsproteins; Pfeile: Positionen der PR-Schnittstellen (B) HEK
293T-Zellen wurden neben dem Vektorsystem (Spur 1) mit pMD9, pcoPE, pGagPol und ansteigenden
Mengen pcoPG4 transfiziert (DNA-Mengen in pg). Durch Westernblotanalysen mit monoklonalen anti-
Gag- und anti-PRRT-Antikérpern wurden die Gag-, Pol-, und GagPol-Proteine nachgewiesen.
Ladekontrolle: Detektion von GAPDH; Transfektionskontrolle: Detektion von GFP; links: Positionen des
molekularen Grofienmarkers in kDa (C) Die Virustiter wurden in Triplikaten ermittelt. Fehlerbalken:
Standardabweichung (aus Spannaus et al.,, 2012 - mit freundlicher Genehmigung von ASM)

Bereits das GagPol-Fusionsprotein allein resultierte in infektiésen Viren (Abbildung 4.19). Durch
die zusatzliche Kotransfektion von pcoPG4 wurde die Infektiositét auf einen Wert gesteigert, der
vergleichbar mit dem Virustiter des herkdmmlichen Vektorsystems war (Abbildung 4.19). Das

zeigte, dass im foamyviralen Vektorsystem mit pGagPol kein zusatzliches Pol benotigt wurde.

Um zu Uberpriifen, ob Proteinmenge und Prozessierung ebenfalls mit den separat exprimierten
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Proteine vergleichbar waren, wurden Westernblotanalysen mit Hilfe der monoklonalen anti-
Gag- und anti-PRRT-Antikorper durchgefithrt (Abbildung 4.19). Die Gag- und Pol-
Proteinmengen waren vergleichbar mit den einzeln exprimierten Proteinen (Abbildung 4.19).
Die jeweils etwas grofieren Banden iiber den PRRT- und den Pol-Banden in den pGagPol-
Zellysaten waren wahrscheinlich unvollstindig prozessierte Pol- und PRRT-Proteine mit N-
terminalen p3-Peptid (Abbildung 4.19). Hingegen wurde im GagPol-positiven Zelllysat ohne
zusatzliche Gag-Proteine keine Gag p71-Bande detektiert (Abbildung 4.19). Erst durch die
Kotransfektion von zusatzlichen pcoPG4 wurden Gag p71- und Gag p68-spezifische Banden in
dhnlichem Verhéltnis wie bei den separat exprimierten Proteinen detektiert (Abbildung 4.19).
Wabhrscheinlich ist das Fehlen des p71 Gag der Grund fiir die reduzierte Infektiositit der
rekombinanten Viren mit den GagPol-Fusionsproteinen ohne zusatzliches Gag-Protein
(Abbildung 4.19). Wie zuvor gezeigt, resultierte ein Gagp71/p68-Verhdltnis von 1:6 in
foamyviralen Viruspartikeln mit maximierter Infektiositdt (Abbildungen 4.13-4.14).

4.5.4 Die GagPol-Fusion ermdéglicht genomunabhingige Pol-Inkorporation.

Im nachsten Experiment wurde analysiert, ob die Pol-Inkorporation vom GagPol-Fusionsprotein
tatsachlich genomunabhingig ist und ob fiir die Freisetzung der rekombinanten Viruspartikel
mit GagPol-Fusionsproteinen ebenfalls Env-Proteine benétigt werden (Baldwin and Linial, 1998;
Fischer et al., 1998). Am Vortag ausgesate HEK 293T-Zellen (je 1,8x106) wurden entweder mit
dem Vektorsystem (3pg pMD9, 1,5pug pcoPG4, 0,6ug pcoPE, 0,6pg pcoPol) oder mit pGagPol
(6ug), pMD9 (3pug), pcoPG4 (1,5ug) und pcoPE (0,6ug) transfiziert. Fiir beide Kombinationen
wurde der Einfluss der Env-Proteine und des Vektorgenoms untersucht (Abbildung 4.20). Nach
drei Tagen wurden die Virusiiberstinde abgenommen und die Viruspartikel konzentriert. Die
viralen Proteine in Virus- und Zelllysaten wurden anschliefdend durch Westernblotanalysen mit
monoklonalen anti-Gag- und anti-PRRT-Antikorpern detektiert (Abbildung 4.20). Die
Prozessierung der Gag-, Pol-, und GagPol-Proteine war, vermutlich auf Grund der starken pol-
Uberexpression, unabhidngig vom Vektorgenom. Wie zu erwarten war, wurden alle
rekombinanten Viren nur in Anwesenheit von Env-Proteinen freigesetzt (Abbildung 4.20).
Wahrend fiir die Pol-Proteine ohne Vektorgenom lediglich eine sehr schwache, wahrscheinlich
unspezifische Inkorporation detektiert wurde, erfolgte durch die GagPol-Fusionsproteine eine
genomunabhédngige Pol-Aufnahme in die rekombinanten Viruspartikel (Abbildung 4.20). Beim
Vergleich der Pol-Mengen in den Viren ist eine effizientere Pol-Inkorporation durch die GagPol-
Fusionsproteine erkennbar (Abbildung 4.20). Durch dieses Experiment wurde gezeigt, dass die
GagPol-Fusionsproteine nicht vor der Pol-Inkorporation in Gag- und Pol-Proteine prozessiert
wurden, sondern die Gag-abhdngige Pol-Inkorporation ohne zusatzliche Pol-Expression

ausreichend fiir die Bildung foamyviraler Partikel war.
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Abbildung 4.20: Die Pol-Inkorporation von GagPol- und GagPRRT-Fusionsproteinen ist
genomunabhangig. (A) Schema des GagPol- und des GagPRRT-Fusionsproteins; Pfeile: Positionen der
PR-Schnittstellen (B) HEK 293T-Zellen wurden entweder mit dem Vektorsystem oder mit pGagPol jeweils
mit und ohne pcoPE und pMD9 oder mit GagPRRT, pcoPE und pMD9 transfiziert (DNA-Mengen in pg).
Durch Westernblotanalysen mit monoklonalen anti-Gag- und anti-PRRT-Antikérpern wurden die Gag-,
Pol- und GagPol-Proteine in den Virus- und Zelllysaten nachgewiesen. Ladekontrolle: Detektion von
GAPDH; Mitte: Positionen des molekularen Grofdenmarkers (aus Spannaus et al., 2012 - mit freundlicher
Genehmigung von ASM)

4.5.5 Vergleich der Proteaseaktivitiaten von Pol- und PRRT-Proteinen in viralen Partikeln
Um die PR-Aktivitdten im Kontext des Pol- oder des PRRT-Fusionsproteins unabhingig von der
Inkorporationseffizienz zu vergleichen, wurde analog zum pGagPol- das pGagPRRT-Plasmid
konstruiert. Damit Gag und PRRT im Virus prozessiert werden konnen, wurde an PRRT eine N-
terminale Gag p68/p3-Schnittstelle kloniert. Dazu wurde ein Fragment des pcoPP-Plasmids mit
den Oligonukleotiden PolHpals und PolAINNotla in einer PCR-Reaktion amplifiziert, mit Notl
verdaut und in den Notl und Hpal geschnittenen pcoPP-Vektor ligiert. In das Hpal-geschnittene
Produkt pCSPRRT wurde anschliefiend das Hpal-verdaute Fragment aus pcoPG4 ligiert, das mit
den Oligonukleotiden GagHpals und Gagw/oStopa amplifiziert wurde. Das resultierende

pGagPRRT-Plasmid kodiert das Fusionsprotein aus Gag, einer zusatzlichen Gag p68/p3-
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Schnittstelle und PRRT (Abbildung 4.20). Wie im letzten Experiment wurden HEK 293T-Zellen
(je 1,8x106) mit pGagPol oder pGagPRRT zusammen mit pMD9, pcoPG4 und pcoPE transfiziert.
Die Virus- und Zelllysate wurden anschliefend in Westernblotanalysen auf Gag- und Pol-
Mengen sowie Prozessierung untersucht (Abbildung 4.20). Beide Fusionsproteine wurden mit
vergleichbarer Effizienz exprimiert, wahrend die Gag-abhdngige Inkorporation der Pol- bzw.
PRRT-Proteine in vergleichbaren Pol-Mengen in den Viruslysaten resultierte (Abbildung 4.20).
Die Gag-Prozessierung in den Virus- und Zelllysaten war in beiden Proben identisch (Abbildung
4.20). Durch die GagPRRT-Fusion wurde unterschiedlich effiziente Pol-Inkorporation
ausgeschlossen, was in vergleichbarer PR-Aktivitit durch das PRRT- und das Pol-Protein

resultierte. Demnach ist PRRT im Viruspartikel fiir die PR-Aktivitat ausreichend.

4.5.6 Die Komplementation der Proteaseaktivitit in trans resultierte in infektiésen
rekombinanten Viren.

Durch die GagPRRT-Expression zusammen mit env, gag und dem Vektorgenom wurde zwar mit
Pol vergleichbare Gag-Prozessierung nachgewiesen, doch waren diese rekombinanten
Viruspartikel auf Grund der deletierten IN nicht infektiés. Deshalb wurde die IN durch ein
Fusionsprotein aus Gag und IN in trans komplementiert. Dazu wurden Fragmente aus dem
pcoPP-Plasmid mit den Oligonukleotiden Gag/INs und Stopp+100a und aus dem pcoPG4-
Plasmid mit den Oligonukleotiden GagBstElls und Gag/Ina amplifiziert und in einer PCR-
Reaktion mit den Oligonukleotiden GagBstEIls und Stopp+100a fusioniert. Das BstEIl und Xbal
verdaute Produkt wurde in den BstEIl und Xbal geschnittenen pcoPG4-Vektor ligiert. Das
resultierende pGagIN-Plasmid kodiert ein Fusionsprotein, bestehend aus Gag, einer zusatzlichen
Gag p68/p3-PR-Schnittstelle und der IN-Domédne (Abbildung 4.21). Am Vortag ausgesate HEK
293T-Zellen (1,8x10¢) wurden mit pMD9 (3ug), pcoPE (0,6pg) und pGagPol (6pg) oder statt
pGagPol mit je 3ug von pGagPRRT und pGagIN transfiziert. Die viralen Proteine in Virus- und
Zelllysaten wurden durch Westernblotanalysen mit monoklonalen anti-Gag- und anti-PRRT-
Antikorpern detektiert und die Infektiositat der rekombinanten Viren wurde bestimmt. Auch in
diesem Experiment waren die PRRT-Proteine ausreichend, um die GagPRRT- und GagIN-
Fusionsproteine zu prozessieren (Abbildung 4.21). Durch die Fusion von Gag-Protein und IN
wurde die Inkorporation der IN erreicht (Abbildung 4.21). Im Vergleich zur Positivkontrolle mit
dem Gag-Pol-Fusionsprotein war die Infektiositdt der rekombinanten Viruspartikel jedoch um
drei Groflenordnungen reduziert (Abbildung 4.21), was moglicherweise auf reduzierter
Inkorporation des Vektorgenoms beruhte. Es ist denkbar, dass die Pol-RNA-Bindung auf
additiven Interaktionen des Pol-Proteins im Bereich der PRRT und der IN beruhen und somit
alle RNA-bindenden Motive in einem Protein enthalten sein miissen. Deshalb wurde im nachsten

Versuch die IN durch die Kotransfektion des PR-Aktivitit-defizienten pGagPolD/A- statt des
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pGagIN-Plasmids in trans komplementiert, womit in diesem Versuch komplette Pol-Proteine
enthalten waren (Abbildung 4.21). Die Konstruktion des pGagPolD/A-Plasmids wurde analog
zur Klonierung des pGagPol-Vektors durchgefiihrt, nur dass statt pcoPP das pPolD/A-Plasmid
benutzt wurde. HEK 293T-Zellen wurden mit pcoPE (0,6pg), pMD9 (3ug), pGagPolD/A (3ug)
und pGagPRRT (3ug) transfiziert. Durch die aktive PR-Doméne des Gag-PRRT-Fusionsproteins
wurden sowohl die Gag-PRRT-Proteine als auch in trans die GagPolD/A-Proteine prozessiert
(Abbildung 4.21). Die Kombination dieser beiden Fusionsproteine mit Env-Proteinen und

Vektorgenom resultierte in infektiosen Viruspartikeln (Abbildung 4.21).
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Abbildung 4.21: Die IN-Domiine in cis ist nicht essenziell fiir PR-Aktivitit und Infektiositit. (A)
Schema der analysierten Fusionsproteine; Pfeile: Positionen der PR-Schnittstellen (B) HEK 293T-Zellen
wurden neben pMD9 und pcoPE mit pGagPol oder Kombinationen aus pGagPRRT und pGagIN oder
pGagPolD/A transfiziert (DNA-Mengen in pg). Die Expression, Prozessierung und Inkorporation der
Fusionsproteine wurde in Westernblotanalysen anti-Gag- und anti-PRRT-Antikdrpern nachgewiesen.
Ladekontrolle: Detektion von GAPDH; links: Positionen molekularen Gréfenmarkers in kDa (C) Die
Virustiter wurden in Triplikaten ermittelt. Fehlerbalken: Standardabweichung (aus Spannaus et al., 2012 -
mit freundlicher Genehmigung von ASM)
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Im Vergleich zu den rekombinanten Viren mit pGagPol-Fusionsproteinen war die Infektiositat
um Faktor einhundert reduziert (Abbildung 4.21). Durch diese Experimente wurde bewiesen,
dass die IN-Domaéne in cis nicht flir die PR-Aktivitit benotigt wird. Das PR-Aktivitat-defiziente
GagPolD/A Fusionsprotein wurde in trans durch GagPRRT komplementiert, was in Virusreifung

und infektiosen rekombinanten Viruspartikeln resultierte.

4.6 Bedeutung der reversen Transkriptasedomaine fiir die Proteaseaktivitit.

Im letzten Teil wurde gezeigt, dass die IN-Domaéne nicht fiir die PR-Aktivitit essenziell ist. Da auf
Grund ihrer Funktion sowohl die RT als auch die RH-Doméane der RT RNA binden kann, konnte
die Dimerisierung der foamyviralen PRRT-Proteine RT-abhdngig sein. Um diese Theorie zu
untersuchen, wurden in den nachsten Experimenten verschiedene C- und N-terminale RT-

Deletionen im Kontext der PRRT-Fusionsproteine analysiert.

4.6.1 Die funktionelle RNaseH-Domiine ist essenziell fiir die Proteaseaktivierung.

Dazu wurde die PRRT-kodierende Sequenz im pPRRT-Plasmid am 3‘-Ende weiter verkiirzt. Am
C-Terminus des PRRT-Fusionsproteins ist die 161 Aminosduren umfassende RH-Domédne
lokalisiert (Leo et al.,, 2012a; Leo et al., 2012b). Durch PCR-basierende Klonierungsstrategien
wurden die Expressionsplasmide pPRRTA161C und pPRRTA78C mit kompletter und teilweiser
Deletion der RH-Domaéne konstruiert (Abbildung 4.22), wozu Fragmente des Plasmides pcoPP
mit den Oligonukleotidpaaren PolBamHIs - RTA161CXhola oder PolBamHIs - RTRHA78CXhola
amplifiziert, mit BamHI und Xhol verdaut und anschlieffend in den BamHI und Xhol
geschnittenen pcoPP-Vektor ligiert wurden. Das pPRRTA161C-Plasmid kodiert das
Fusionsprotein aus PR und RT mit einer C-terminalen Deletion der kompletten RH-Domane,
wahrend das pPRRTA78C-Plasmid ein PRRT-Fusionsprotein mit einer C-terminalen RH-Deletion
von nur 78 Aminosduren kodiert (Abbildung 4.22). Mit diesen Plasmiden wurde untersucht, ob
die funktionelle RH-Domaéane essenziell fiir die PR-Aktivitit ist. Dafiir wurden am Vortag
ausgesdte HEK 293T-Zellen (1,8x106) mit 1,2pug pcoPP, pPRRT, pPRRTA78C oder pPRRTA161C
zusammen mit den foamyviralen Vektorsystemplasmiden, pcoPG4 (3ug), pcoPE (1,2ug) und mit
pMD9 (6pg) oder pUC19 (6pg) transfiziert. Nach drei Tagen wurde der Virusiiberstand durch
Capto Core 700-Sdulen von nichtvirusassoziierten Proteinen getrennt. Anschliefdend wurden die
Viruspartikel durch Zentrifugation konzentriert und mit RIPA-Puffer lysiert. Die viralen Proteine
in Virus- und Zelllysaten wurden durch Westernblotanalysen mit den anti-Gag- und anti-PRRT-
Antikorpern detektiert (Abbildung 4.22). In jeweils drei unabhangigen Experimenten wurde die
Gag-Prozessierung in den Virus- und den Zelllysaten quantifiziert (Gag p68/(Gag p71+Gag p68))
und auf die Gag-Maturation in korrespondierenden Lysaten mit dem Pol-Protein normalisiert

(Abbildung 4.23).
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Abbildung 4.22: Die funktionelle RH-Domine ist essenziell fiir die PR-AKktivitit. (A) Schematische
Darstellung der analysierten Pol-Verkiirzungen (B) HEK 293T-Zellen wurden mit pcoPE, pcoPG4 und
pcoPP oder je einem der unter A dargestellten Pol-Expressionsplasmide jeweils mit (+) und ohne (-)
pMDO transfiziert. Durch Westernblotanalysen mit monoklonalen anti-Gag- und anti-PRRT-Antikérpern
wurden die Gag- und Pol-Proteine in den Virus- und Zelllysaten nachgewiesen. Ladekontrolle: Detektion
von GAPDH; links: Positionen des molekularen Grofenmarkers; Pfeil: Pol RH/IN-Schnittstelle (aus
Spannaus et al., 2014 - mit freundlicher Genehmigung von Elsevier)

Weder die pPRRTA78C- noch die PRRTA161C-Proteine katalysierten in rekombinanten
Viruspartikeln mit PRRT-Proteinen vergleichbarer Gag-Prozessierung (Abbildung 4.22-4.23).
Daraus wurde geschlossen, dass die RH-Domaéne fiir die PR-Aktivierung essenziell ist. Um zu
untersuchen, ob die funktionelle RH-Domane fiir die Aktivierung der PR ausreicht, wurde die PR
mit der RH fusioniert. Das resultierende pPRRH-Plasmid kodiert ein Fusionsprotein aus PR-

(101 N-terminalen Aminosdauren von PRRT) und RH-Doméne (161 C-terminalen Aminosauren

von PRRT). Fragmente des pcoPP-Plasmids wurden mit den Oligonukleotidpaaren Afllls -
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PRRHa oder PRRHs - RHXhola amplifiziert und in einer dritten PCR-Reaktion mit den Oligo-
nukleotiden Afllls und RHXhola fusioniert. Das EcoRI und Xhol verdaute Fusionsprodukt wurde
in ein EcoRI und Xhol geschnittenes pco-Plasmid ligiert. Analog zu den RH-Deletionen wurde das
PRRH-Protein auf Expression, Gag-Prozessierung und Inkorporation untersucht. Die Deletion
der funktionellen RT-Domine (Aminosduren 102-590 von PRRT) resultierte in PRRT-
vergleichbarer Gag-Maturation in den Zelllysaten, wahrend die Prozessierung der Gag-Proteine
in den rekombinanten Viruspartikeln signifikant effizienter war als durch die C-terminalen RH-

Deletionen (p-Wert<0,05; Abbildung 4.22-4.23).
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Abbildung 4.23: Durch die Deletion der funktionellen RH-Domine wird die PR-Funktion nahezu
vollstiandig inhibiert. Der Anteil der prozessierten Gag-Proteine in Zell- (graue Balken) und Viruslysaten
(schwarze Balken) aus drei unabhadngigen Experimenten wurde auf die Prozessierung der Gag-Proteine in
Lysaten mit Pol-Proteinen (Zelllysate: 75%; Viruslysate: 55%) normalisiert. Die Signifikanz der
Unterschiede im Vergleich zur Gag-Maturation in den Lysaten mit Pol-Proteinen (mit Genom) wurde
durch den gepaarten T-Test berechnet (ein Stern: p-Wert<0,05; zwei Sterne: p-Wert<0,01). Die
Signifikanz der Unterschiede im Vergleich zur entsprechenden Maturation in Lysaten mit Pol-Proteinen
(mit oder ohne Genom) wurde durch hohle sechseckige Sterne gekennzeichnet. Fehlerbalken:
Standardabweichung (aus Spannaus et al., 2014 - mit freundlicher Genehmigung von Elsevier)

Dieses Ergebnis zeigte, dass die funktionelle RH-Domane fiir die PR-Aktivierung ausreichend ist.
Um auszuschliefden, dass die unterschiedlichen Gag-Maturationseffizienzen der verkiirzten Pol-
Proteine auf fehlerhafter Expression oder Inkorporation beruhten, wurden zusitzlich die
Mengen der verkiirzten Pol-Proteine in den Zell- und Viruslysaten relativ zu den Pol-Proteinen

quantifiziert. Aus diesen relativen Pol-Mengen wurden anschliefiend die Gag/Pol-Verhaltnisse

berechnet (Tabelle 4.3). Diese Werte waren fiir alle Zelllysate dhnlich, was bedeutet, dass die
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zellulare Expression der verkiirzten und der Pol-Proteine bei konstanten Gag-Mengen
vergleichbar waren (Faktor<2)(Abbildung 4.22 und Tabelle 4.3). In den Viruslysaten wurde fiir
alle Pol-Derivate eine vektorgenomunabhingige Inkorporation nachgewiesen, was wahr-
scheinlich auf der Uberexpression der Pol-Proteine beruhte (Abbildung 4.23 Tabelle 4.3). Es
wurden sogar bis zu vierfach niedrigere Gag/Pol-Verhiltnisse in Viruspartikeln ohne
Vektorgenom detektiert (Tabelle 4.3).

Tabelle 4.3: Die Gag/Pol-Verhiltnisse zeigten, dass verhiltnisméf3ig dhnliche

Pol-Mengen exprimiert worden waren. Nach der Quantifizierung der Gag- und

Pol-spezifischen Signale in je drei Westernblotanalysen wurden aus den relativen

Mittelwerten die Gag/Pol-Quotienten berechnet (aus Spannaus et al,, 2014 - mit
freundlicher Genehmigung von Elsevier).

Gag/Pol-Verhaltnis

Pol-Proteine Genom Zelllysate Viruslysate
Pol + 1 1
- 0,7 0,3
PRRT + 0,6 1,7
- 0,6 0,4
PRRTA78C + 0,5 1,4
- 0,7 0,7
PRRTA161C + 1 2,3
- 1,2 0,9
PRRH + 1,3 2,7
- 1 1,2
ohne Pol + - -

Moglicherweise war unter diesen Bedingungen die direkte Gag-Pol-Interaktion ausreichend, um
die Pol-Proteine in die Viren aufzunehmen (Lee and Linial, 2008). Da alle Gag/Pol-Verhaltnisse
mit Vektorgenom zwischen 1 (Pol) und 2,7 (PRRH) lagen (Tabelle 4.3) und diese beiden
Proteine in der Lage sind, Gag-Proteine zu prozessieren, sollten auch die inkorporierten Mengen
der anderen verkiirzten Pol-Proteine ausreichen, um eine klare Aussage liber PR-Aktivitit
treffen zu konnen. In den Zelllysaten hatte das Vektorgenom keinen Einfluss auf die
Prozessierung der Gag-Proteine (Abbildung 4.22-4.23). In den Viruspartikeln mit Pol- oder
PRRT-Proteinen war die PR-Aktivitit eindeutig abhingig vom Vektorgenom, obwohl das
Gag/Pol-Verhaltnis niedriger war (Abbildung 4.22-4.23). Dass die Gag-Prozessierung durch die
PRRH-Proteine unabhdngig vom Vektorgenom war, suggeriert eine dimerstabilisierende
Funktion der RH-Doméane durch méglicherweise unspezifische RNA-RH-Interaktionen. Der N-
Terminus der RT schien in diesem Zusammenhang verantwortlich fiir die genomabhangige PR-
Aktivierung zu sein, moglicherweise aufgrund der spezifische Interaktion mit dem PARM in der

viralen Vektor-RNA (Hartl et al,, 2011).
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4.6.2 Die Substitution der funktionellen RNAseH-Domane durch orthoretrovirale RNaseH-
Domiinen resultierte in Proteaseaktivitit.

Um zu untersuchen, ob die dimerstabilisierende Funktion der foamyviralen RH-Doméne auch
durch orthoretrovirale RH-Domanen erfiillt werden kann, wurde im pPRRT-Plasmid das RH-
kodierende 3’-Ende des Leserasters durch HIV-1- (aus pNL4-3) oder Moloney-Murine-
Leukdmievirus (MoMLV; aus pCAMS)-RH kodierende Sequenzen ersetzt (Abbildung 4.24).

A i

Pol 1[PR RT ' RH IN |1143
PRRT MLVRH 1[PR ] RT RH | 749
PRRTHIVRH 1[PR RT RH | 719
Pol MLVRH 1[ PR RT FEN] IN J1141
A 4
Pol HIVRH 1[PR] RT | RH || IN | 1111
B > o
L & >
< v /\§ 0\?— $Q$\Q°\
NI NN
?”T R R R R o -
[kDa] + - + -+ -+ - + - + - Genom
130 — s wm —— —Pol
1oo—.~r_.._.,_.._-«- —PRRT
aRT 70-. QA S SR o
55—
Zelle
100 -
oGag 70 -Smem—m—=—__ ==~ =Gagp71/p68
55—
aGAPDH == —— GAPDH
130 - e —Pol
100 gy g oy v o ~ — —PRRT
) aoRT 70-.  __ —
Virus
55—
100 -
0Gag 70-W—~ww—wwe—exy—~me~-~ =Gagp71/p68
55—

12345678 9101112

Abbildung 4.24: Die funktionellen RH-Dominen von MoMLV und HIV-1 erméglichen die
Aktivierung der foamyviralen PR. (A) Schematische Darstellung der analysierten RH-Substitutionen (B)
HEK 293T-Zellen wurden mit pcoPE, pcoPG4 und pcoPP oder je einem der unter A dargestellten Pol-
Expressionsplasmide jeweils mit (+) und ohne (-) pMD9 transfiziert. Durch Westernblotanalysen mit
monoklonalen anti-Gag- und anti-PRRT-Antikérpern wurden Gag- und Pol-Proteine in den Virus- und
Zelllysaten nachgewiesen. Ladekontrolle: Detektion von GAPDH; links: Positionen des molekularen
Grofdenmarkers (aus Spannaus et al., 2014 - mit freundlicher Genehmigung von Elsevier)
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Fiir die PRRT-MoMLVRH-Fusion wurden zuerst Fragmente des pcoPP-Plasmids mit den
Oligonukleotiden PolBamHIs und RTMLVRHa und des pCAMS-Vektors mit RTMLVRHs und
MLVRHXhola in PCR-Reaktionen amplifiziert. In einer dritten PCR-Reaktion mit PolBamHIs und
MLVRHXhola dienten diese liberlappenden Produkte als Matrizen. Das dritte Produkt wurde mit
BamHI und Xhol verdaut und anschlieféend in das BamHI und Xhol geschnittenen pcoPP-Plasmid
ligiert. Die PRRT-HIVRH-Fusion wurde analog kloniert mit dem Unterschied, dass das pcoPP-
Fragment mit PolBamHIs und RTHIVRHa und das pNL4-3-Fragment mit RTHIVRHs und
HIVRHXhola in PCR-Reaktionen amplifiziert wurde. Fiir die dritte PCR-Reaktion wurden die
Oligonukleotide PolBamHI und HIVRHXhola benutzt. Die beiden Plasmide pPRRT-MLVRH und
PPRRT-HIVRH Kkodierten PRRT-Fusionsproteine mit durch HIV-1- oder MoMLV-RH
substituierten RH-Doméanen und einer C-terminalen Pol RH/IN-Schnittstelle. In einem weiteren
Klonierungsschritt wurden diese beiden Expressionsplasmide am 3’-Ende des Pol-Leserasters
um die IN-kodierende Sequenz erginzt. Dafiir wurde ein Fragment des pcoPP-Plasmids in einer
PCR-Reaktion mit den Oligonukleotiden INAsiSIs und Stop+100a amplifiziert. Das Produkt
wurde mit AsiSI und Xhol verdaut und anschliefiend in die AsiSI und Xhol geschnittenen pPRRT-
MLVRH- und pPRRT-HIVRH-Vektoren ligiert. Die resultierenden Plasmide kodierten die
foamyviralen Pol-Proteine mit einer durch HIV-1- oder MoMLV-RH substituierten RH-Domane.
Durch diese vier Plasmide wurden die RH-Substitutionen sowohl im Kontext des PRRT-
Fusionsproteins als auch im Pol-Protein analysiert (Abbildung 4.24).

Tabelle 4.4: Die pol-Expression und Pol-Inkorporation waren

genomunabhangig. Nach der Quantifizierung der Gag- und Pol-spezifischen

Signale in je drei Westernblotanalysen wurden aus den relativen Mittelwerten

die Gag/Pol-Quotienten berechnet (aus Spannaus et al.,, 2014 - mit freundlicher
Genehmigung von Elsevier).

Gag/Pol-Verhaltnis

Pol-Proteine Genom Zelllysate Viruslysate
Pol + 1 1
- 0,8 0,4
PRRT MLVRH + 2,6 1,5
- 31 1,1
PRRT HIVRH + 1,9 2,7
- 1,8 3,6
Pol MLVRH + 1,8 2,6
- 1,5 1,5
Pol HIVRH + 0,9 2,5
- 0,8 1,9
ohne Pol + - -

HEK 293T-Zellen wurden mit diesen Plasmiden und mit pcoPE, pcoPG4 und mit und ohne pMD9

transfiziert. Nach drei Tagen wurde die Infektiositit bestimmt und die Virus- und Zelllysate
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wurden hergestellt, bevor sie in Westernblotanalysen untersucht wurden (Abbildung 4.24).
Durch Quantifizierung der Pol-spezifischen Signale und Berechnung der Gag/Pol-Verhiltnisse
wurden wieder Expression und Inkorporation der verschieden Pol-Proteine untersucht mit dem
Ergebnis, dass auch hier die Pol-Inkorporation genomunabhdngig war (Abbildung 4.24, Tabelle
4.4). Sowohl die zelluliren Proteinmengen als auch die Inkorporation der RH-Substitutionen

waren im Vergleich zu den Pol-Proteinen reduziert (Tabelle 4.4).
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Abbildung 4.25: Die Pol-MLVRH- und die Pol-HIVRH-Proteine weisen nahezu gleiche PR-AKktivitit
wie die Pol-Proteine auf. (A) Anteil der prozessierten Gag-Proteine in Zell- (graue Balken) und
Viruslysaten (schwarze Balken) aus drei unabhingigen Experimenten wurden auf die Gag-Prozessierung
in den Lysaten mit nichtmodifizierten Pol-Proteinen (Zelllysate: 74%; Viruslysate: 55%) normalisiert. Die
Signifikanz der Unterschiede im Vergleich zur Gag-Maturation mit Pol-Protein (mit Genom) wurde durch
gepaarte T-Tests berechnet (ein Stern: p-Wert<0,05; zwei Sterne: p-Wert<0,01). Analog dazu wurde die
Signifikanz der Unterschiede im Vergleich zur Gag-Maturation in den entsprechenden Lysaten mit Pol-
Proteinen (mit oder ohne Genom) durch hohle sechseckige Sterne gekennzeichnet. Fehlerbalken:
Standardabweichung (B) Die Virustiter wurden in drei unabhdngigen Experimenten jeweils in Triplikaten
bestimmt. Die Signifikanz der Unterschiede im Vergleich zu rekombinanten Viren mit Pol-Proteinen
wurde gekennzeichnet (zwei Sterne: p-Wert<0,01). Fehlerbalken: Standardabweichung (aus Spannaus et
al,, 2014 - mit freundlicher Genehmigung von Elsevier)
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Im Vergleich zum PRRT-Protein wurde in den Zell- und den Viruslysaten lediglich eine leichte
Reduktion der Gag-Prozessierung durch die PRRT-MLVRH- und PRRT-HIVRH-Proteine
detektiert (Abbildung 4.22-4.25). In den Viruslysaten war genomabhingige PR-Aktivierung
nachweisbar (Abbildung 4.24-4.25). Dieses Experiment zeigte, dass sowohl die MoMLV-RH- als
auch die HIV-RH-Domane, dhnlich der foamyviralen RH-Domane, im Kontext des PRRT-Proteins
PR-Aktivierung ermdglichten. Fiir die Volllinge-Pol-MLVRH- und Volllinge-Pol-HIVRH- wurden
im Vergleich zu den Pol-Proteinen ebenfalls nur leicht reduzierte Effizienzen der Gag-
Prozessierung ermittelt (Abbildung 4.24-4.25). Auch fiir diese Proteine war genomabhingige
PR-Aktivierung ausschlief3lich in den Viruslysaten nachweisbar (Abbildungen 4.24-4.25). Im
Gegensatz zu den Pol- wurden die Pol-MLVRH- nur schwach und die Pol-HIVRH-Proteine gar
nicht an der RH/IN-PR-Schnittstelle prozessiert (Abbildung 4.24-4.25). Dies war eine der
moglichen Ursachen fiir die niedrige Infektiositdt der rekombinanten Viren (Abbildung 4.25).

Wahrscheinlicher ist es aber, dass die substituierten RH-Domanen zwar die PR-Aktivierung
ermoglichten, jedoch nicht ihre primédre Funktion wahrend der RT-Reaktion erfiillen konnten.
Dieses Experiment bestitigte die vorhergehenden Experimente dahingehend, dass die
funktionelle RH-Domane auf eine unspezifische Weise essenziell fiir PR-Aktivitdt war, wahrend
die funktionelle RT-Domane wahrscheinlich fiir die genomabhingige PR-Aktivierung benétigt

wurde.
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5. Diskussion

5.1 Viruskomposition und chromatographische Reinigung von Foamyviren

Alle Retroviren prozessieren ihre Pol- und Strukturproteine durch die virale PR (Coffin et al,,
1997). In dieser Arbeit wurden zentrale Mechanismen der Regulation der foamyviralen PR
untersucht und aufgeklart. Foamyviren enkapsidieren im Vergleich zu Orthoretroviren weniger
Pol pro Gag-Molekiil (Cartellieri et al, 2005a), was vermutlich durch die Gag-unabhingige
Expression und der dadurch einzigartigen Inkorporation der foamyviralen Pol-Proteine
verursacht wird (Bodem et al., 1996; Heinkelein et al., 2002a; Jordan et al., 1996; Lee and Linial,
2008; Lochelt and Fliigel, 1996; Muranyi and Fliigel, 1991; Peters et al., 2005; Yu et al,, 1996a).
Um diese niedrige Pol-Konzentration in Foamyviren zu verifizieren, wurden hochreine
Foamyviren bendtigt, da pol-exprimierende Zellen nichtvirusassozierte Pol-Proteine sezernieren
(Swiersy et al.,, 2011). Der erste Schritt der Saulenchromatographie durch die Capto Core 700-
Saulen hat sich als einfache und vor allem schnelle Methode erwiesen, nichtvirusassoziierte
Proteine und Komplexe zu entfernen, die auch fiir die Reinigung anderer Viren adaptiert werden
kann. Auf der Grundlage, dass Foamyviren an Heparin binden (Nasimuzzaman and Persons,
2012; Plochmann et al,, 2012), stellt auch der zweite Schritt der Sdulenchromatographie durch
die Heparin Sepharose HP-Saule eine bei anderen Viren anwendbare Methode dar, da gezeigt
wurde, dass eine Vielzahl anderer Viren wie zum Beispiel HIV-1 (de Witte et al., 2007; Mondor et
al, 1998; Patel et al, 1993; Saphire et al, 2001; Zhang et al, 2002), humane T-Zell-
Leukdmieviren Typ 1 (Jones et al,, 2005; Pinon et al., 2003; Tanaka et al., 2012), Herpes Simplex
Viren (WuDunn and Spear, 1989), Zytomegalieviren (Compton et al., 1993), Dengue Viren (Chen
et al., 1997), respiratorische Synzytialviren (Feldman et al., 2000) und adenoassoziierte Viren
Typ II (Summerford et al.,, 1999) an Heparin binden (zusammengefasst in Liu and Thorp, 2002).
Insgesamt wurden durch die Sdulenchromatographie iiber 99,997% der kontaminierenden
Proteine und Komplexe entfernt. Dadurch wurde im Gegensatz zur herkdmmlichen
Iodixanolgradientenzentrifugation eine Reinheit erreicht, die die Identifizierung der Gag
p71/p68- und der Env SU- und TM-Proteine im Silbergel ermdglichte. Dariiber hinaus war die
Reduktion der Infektiositit der rekombinanten Foamyviren, die durch die
Sdulenchromatographie gereinigt wurden, weitaus geringer als der Infektiositatsverlust bei der
Reinigung durch Ilodixanolgradientenzentrifugation (eigene Vorversuche). Durch eine
durchgangige Reinigung bei 4°C konnte die Ausbeute an infektiosen Viruspartikeln
wahrscheinlich noch gesteigert werden.

Nicht nur fiir die Analyse der Viruskomposition sondern besonders fiir die Anwendung von
Foamyviren als gentherapeutische Vektoren ist eine effiziente Reinigung von grof3er Bedeutung.

Da fiir Foamyviren kein Krankheitsbild bekannt ist, gelten foamyvirale Vektoren im Vergleich zu
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anderen retroviralen Vektoren hinsichtlich schadlicher Nebeneffekte weitestgehend als
ungefdhrlich (zusammenfassend diskutiert in: Lindemann and Rethwilm, 2011; Rethwilm,
2007). Allein die Reinigung von rekombinanten Foamyviren war im Vergleich zu anderen
Retroviren - wie zum Beispiel HIV-1 - vergleichsweise ineffizient. Die entwickelte chromato-
graphische Methode stellt besonders fiir gentherapeutische Zwecke eine vielversprechende
Alternative dar. Die Erweiterungen des Reinigungsprotokolls durch eine Anionenaustausch-
chromatographie (UNOsphere Q) oder einer auf hydrophober Interaktion beruhender
Chromatographie (HiTrap Phenyl HP)(Miller und Bodem, nicht publiziert; Miller, 2012)
resultierten nicht in verbesserter Reinheit der Viruspartikel. Bei der Anionenaustausch-
chromatographie wurden vier virushaltige Fraktionen untersucht, die verschieden an die Saule
gebunden hatten. Signifikante Unterschiede der Komposition der viralen Proteine wurden nicht
festgestellt. Die unterschiedlich starke Bindung wurde moglicherweise durch unterschiedliche
Glykosylierungen der Oberflichenproteine oder durch gegenseitige Bindung von Viruspartikeln
verursacht. Die Reinigung durch die Capto Core 700- und die Heparin Sepharose HP-Saulen ist
ausreichend, um reine und infektiose Foamyviren zu produzieren.

Durch die Quantifizierung der Gag- und Pol-Proteine in gereinigten Foamyviren wurde bestatigt,
dass Foamyviren weniger Pol-Proteine als Orthoretroviren enthalten. Das ermittelte Gag/PRRT-
Verhiltnis von 37:1 ist um mehr als Faktor zwei hoher als die zuvor bestimmten Werte
(Cartellieri et al., 2005a), die moglicherweise durch im lodixanolgradienten komigrierende freie
Pol-Proteine verfalscht worden waren. Aus den beiden Annahmen, dass foamyvirale Kapside aus
einer dhnlichen Anzahl von Gag-Proteinen gebildet werden wie bei HIV-1 (ca. 2500/Virus
(Carlson et al.,, 2008)) und dass foamyvirale Partikel zwei Genome enthalten, und aus dem
ermittelten Gag/PRRT-Verhaltnis von 37,4:1 ergibt sich die Inkorporation von ungefahr 33 Pol-
Molekiilen pro Genomkopie (66 pro Virus). Das sind circa fiinfmal weniger Pol-Molekiile pro
Viruspartikel als in Orthoretroviren, bei denen ausgehend von einer ,frame-shift“-Effizienz von
5-20% etwa 175-500 GagPol-Vorlauferproteine inkorporiert werden (Jacks et al., 1987; Jacks et
al,, 1988). Grund fiir die geringere Pol-Menge in Foamyviren ist wahrscheinlich die einzigartige
Gag-Genom-Pol-Interaktion wahrend der Assemblierung der foamyviralen Partikel (Heinkelein
et al.,, 2002a; Peters et al., 2005). Foamyviren benétigen aufgrund der hoheren Prozessivitat der
RT (Hartl et al., 2010a; Rinke et al., 2002) und der limitierten Maturation der viralen Proteine
durch die PR (Baldwin and Linial, 1999; Enssle et al., 1997; Konvalinka et al., 1995a; Lochelt and
Fliigel, 1996) wahrscheinlich weniger Pol-Proteine als Orthoretroviren.

Wie bei PFV interagiert auch bei HIV-1 der C-Terminus der Env- mit dem N-Terminus der Gag-
Proteine (Cosson, 1996; Freed and Martin, 1996), jedoch werden durch die Prozessierung der
Gag-Proteine an der MA/CA-Schnittstelle die HIV-1 Env-Trimere in der Membran beweglich,

wodurch die lokale Konzentration von Env-Molekiilen erreicht wird, die fiir eine ausreichende
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Rezeptorbindung und fiir den Zelleintritt essenziell ist (Chojnacki et al., 2012). Durch diesen
Mechanismus ist die geringe Env-Menge auf der Oberfldche von Lentiviren (7-8 Env-Trimere bei
HIV-1) ausreichend fiir die Infektion (Chertova et al., 2002; Chojnacki et al., 2012; Zhu et al,,
2003). Durch die limitierte Gag-Prozessierung mit nur einer Schnittstelle in Foamyviren ist
vermutlich die Beweglichkeit der Env-Trimere in der viralen Membran reduziert, wodurch fiir
die Rezeptorbindung und den Viruseintritt mehr Env-Molekiile bendétigt werden. Wie bei
anderen Retroviren sind auf der Oberfliche von Foamyviren eine Vielzahl der
charakteristischen Env-Trimere in negativkontrastierten und kryoelektronenmikroskopischen
Bildern zu erkennen (Wilk et al., 2001; Wilk et al., 2000). In dieser Arbeit wurde erstmalig das
foamyvirale Gag/Env-Verhaltnis mit 4:1 quantifiziert. Unter Annahme, dass das foamyvirale
Kapsid aus 2500 Gag-Molekiilen gebildet wird, entspricht dieses Verhaltnis etwa 625 Env-
Molekiilen pro Viruspartikel (ca. 208 Env-Trimere pro Virus), was einen fundamentalen
Unterschied zu HIV-1 darstellt. Dadurch wird wahrscheinlich die eingeschriankte Beweglichkeit
der foamyviralen Env-Trimere kompensiert, die durch die limitierte Gag-Prozessierung

verursacht wird.

5.2 Das Schnittstellenrepertoire der foamyviralen Protease

Fiir verschiedene Orthoretroviren wie HIV-1 wurde gezeigt, dass die Maturation der viralen
Proteine  geordnet ablduft, ausgelost durch teilweise sehr unterschiedliche
Prozessierungseffizienzen der einzelnen PR-Schnittstellen (Coffin et al, 1997; Pettit et al,
2005a; Pettit et al., 2004; Pettit et al, 2005b; Pettit et al., 1994; Wiegers et al,, 1998). Fir
Foamyviren wurde hier festgestellt, dass die Gag p68/p3- und die Pol RH/IN-Schnittstelle in vivo
sowohl im Kontext des Gag- als auch Pol-Proteins mit vergleichbarer Effizienz prozessiert
wurden (Tabellen 5.1-5.2), was in vitro-PR-Experimenten bestdtigten (Schneider et al., 2014).
Das bedeutet, dass im Gegensatz zu HIV-1 bei der foamyviralen Gag- und Pol-Maturation, der
Zeitpunkt nicht durch unterschiedliche Prozessierungseffizienzen der Schnittstellen reguliert
wird (Pettit et al., 2005a; Pettit et al., 2004; Pettit et al., 2005b; Pettit et al., 1994; Wiegers et al.,
1998). Im Kontext des Pol-Proteins wurde fiir die Gag p68/p3- und die Pol-RH/IN-Schnittstellen
vergleichbare Prozessierung detektiert, wihrend die Infektiositit jedoch reduziert war (Tabelle
5.2). Ein dhnlicher Effekt wurde fiir die Substitutionen Y748R und besonders Y748G in der
Position P4‘ der Pol RH/IN-Schnittstelle beobachtet. Diese Beobachtungen lassen vermuten,
dass das Tyrosin in Position P4‘ fiir RH- oder RT-Funktion benétigt wird. In dlteren Studien
wurde gezeigt, dass die Substitution der inneren sechs Aminosduren der Pol RH/IN-Schnittstelle
durch Alanin die Pol-Maturation inhibierte aber die Infektiositit um lediglich zwei
Grofdenordnungen reduzierte (Roy and Linial, 2007). Die Substitution aller acht Aminosauren

dieser Schnittstelle resultierte in nichtinfektiosen Viren. Es ist moglich, dass die Substitution des
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Tyrosins in Position P4‘ die RH-Aktivitat inhibiert, da diese Aminosdure Teil der C-terminalen a-
Helix der RH-Domane ist (Leo et al,, 2012a; Leo et al., 2012b).

Da die Prozessierungseffizienz der Gag p68/p3- und die Pol RH/IN-Schnittstelle dhnlich sind,
wurde Im Vorfeld vermutet, dass die Hybrid p68/IN-Schnittstelle auch mit vergleichbarer
Effizienz geschnitten wird. Jedoch wurde fiir das Pol-p68/IN-Protein eine unerwartete
Reduktion der Pol-Maturation detektiert. Die Einzelsubstitutionen in den Positionen P4'
(Y748R) und P3‘ (V749A) resultierten in Prozessierungseffizienzen, die zwischen der der Hybrid
p68/IN- und der Pol RH/IN-Schnittstelle liegen (Tabelle 5.2), was einen additiven Effekt dieser
beiden Einzelsubstitutionen auf die Maturation wahrscheinlich macht. Im Kontext des Gag-
Proteins war lediglich in den Zelllysaten die Effizienz des Schnittes der Hybrid p68/IN-
Schnittstelle leicht reduziert (Tabelle 5.1). Da die Aminosiduresequenzen der Hybrid p68/IN-
Schnittstellen im Gag- und im Pol-Protein identisch waren, kann dieser Unterschied durch den
sterisch leichteren Zugang der Schnittstelle am C-Terminus des Gag-Proteins durch die virale PR

erklart werden.

Tabelle 5.1: Aminosiduresubstitutionen innerhalb der PFV Gag p68/p3-PR-Schnittstelle

Schnittstelle Aminosaure- Infektiositit Maturations- Maturations-
sequenza [%] effizienz effizienz [%]
p68/p3ut RAVN/TVTQ 100 0,42 100
FV-Vektorsystem? p68/p3reisc GAVN/TVTQ 10 0,33 79
p68/p3asi9a RGVN/TVTQ 52 0,35 83
p68/p3vs206 RAGN/TVTQ <1 0,06 14
p68/p3ne216 RAVG/TVTQ 5 0,87 208
p68/p3t6226 RAVN/GVTQ 46 0,28 68
p68/p3vszsc RAVN/TGTQ <1 0,06 15
p68/p3r6246 RAVN/TVGQ 30 0,39 74
p68/p30625¢ RAVN/TVTG 10 0,33 78
p68/p3ru/IN YVVN/CNTK 105 0,47 112
p68/p3pss/n RAVN/CNTK 72 0,42 99
p68/p3acs GALG/ALGA <1 0,05 11
provirales Plasmidc p68/p3 RAVN/TVAQ 0 0
provirales Plasmid¢ p68/p3 GAGN/TVTQ 0 0
p68/p3 RAVN/AGAQ 0 0
p68/p3 RAVN/TVTL-HIVp6 10 +
p68/p3 REVN/TVTQ 100 NB
p68/p3 RKVN/TVTQ 100 NB
provirales Plasmide p33/p5iz10e QHER/SVTG 0 0

a: substituierte Aminosduren sind in grau dargestellt; b: aus dieser Arbeit; c: Baldwin and Linial, 1999;
d: Enssle et al.,, 1997; e: Lehmann-Che et al,.2005; +: prozessiert, aber Effizienz wurde nicht quantifiziert;
NB: nicht bestimmt; FV: Foamyvirus (aus Spannaus et al, 2014 - mit freundlicher Genehmigung von
Elsevier)

Die geringe Pol-Konzentration in Foamyviren kann neben der limitierten Prozessierung auch
durch der daraus resultierenden hoheren Spezifitit der foamyviralen PR kompensiert werden.

Durch bakterielle Expression der Pol-Proteine und in in vitro-Peptidanalysen wurden sieben
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potenzielle PR-Substrate in den foamyviralen Proteinen identifiziert, drei im Pol- und vier im
Gag-Protein (Tabelle 5.3; Fenyofalvi et al., 1999; Pfrepper et al., 1998; Pfrepper et al., 1999). In
Foamyviren konnte jedoch nur die Prozessierung der Gag p68/p3 und der Pol-RH/IN-
Schnittstelle nachgewiesen werden (Baldwin and Linial, 1999; Enssle et al.,, 1997; Konvalinka et
al, 1995a; Lochelt and Fliigel, 1996), wahrend der Schnitt der potenziellen Gag p33/p5-
Schnittstelle nur nach der Infektion fiir die Disassemblierung von Bedeutung zu sein scheint
(Lehmann-Che et al,, 2005). Um eine klare Aussage liber das Schnittstellenrepertoire machen zu
koénnen, wurden deshalb nur die Aminosdurereste innerhalb der Gag p68/p3- und der Pol
RH/IN-Schnittstelle identifiziert, die fiir effiziente Maturation und Infektiositat benotigt werden
(Tabellen 5.1-5.2). Diese Ergebnisse und altere in vivo-Analysen der foamyviralen PR-
Schnittstellen zeigten, dass die Aminosdurereste Valin und Valin/Asparagin in den Positionen
P2‘ und P2 essenziell fiir die Maturation durch die foamyvirale PR waren (Tabellen 5.1 und 5.2;
Enssle et al.,, 1997; Lehmann-Che et al., 2005; Roy and Linial, 2007). Die Substitutionen in diesen
Positionen durch kleine Aminosduren wie Alanin oder Glycin resultierte in unprozessierten
Proteinen und reduzierter Infektiositit (Tabellen 5.1-5.2), was suggeriert, dass in diesen
Positionen grofiere Aminosdurereste fiir effiziente Prozessierung durch die foamyvirale PR
bendtigt werden.

Dies wird durch die p33/p5-Schnittstelle mit einem Isoleucin in Position P2 bestatigt, die zwar
mit geringer Effizienz prozessiert wird (Tabelle 5.3), jedoch eine funktionelle foamyvirale PR-
Schnittstelle darstellt (Lehmann-Che et al., 2005; Pfrepper et al., 1999). Nach der Substitution
des Isoleucins in der Position P2 der p33/p5-Schnittstelle wurde kein Prozessierungsprodukt
mehr detektiert. Neben diesen essenziellen Aminosdureresten in den Positionen P2‘ und P2 sind
die anderen Positionen innerhalb der Gag p68/p3- und der Pol RH/IN-Schnittstelle entweder
variabel oder es werden kleine Aminosauren toleriert (Tabellen 5.1-5.2). Besonders durch die
Einzelsubstitutionen zu Glycin in den Positionen P4 P1° und P4 wurde die
Prozessierungseffizienz nur schwach oder gar nicht beeintrachtigt (Tabelle 5.1-5.2). Umso
tiberraschender war es, dass beim Sequenzvergleich der Gag p68/p3- und der Pol RH/IN-
Schnittstelle gerade die Aminosaurereste in der Position P1’ identisch und in Position P4 sehr
dhnlich waren.

Um weitere Aussagen liber die einzelnen Positionen der foamyviralen PR-Schnittstellen zu
machen, wurden die Ergebnisse der in vitro-PR-Experimente mit einbezogen (Tabelle 5.3;
Fenyofalvi et al,, 1999; Pfrepper et al., 1998; Pfrepper et al., 1999). Die Bedeutung des Valins in
Position P2 wurde durch die Analysen der vorhergesagten Pol PR/RT-Schnittstelle mit einem
Glutamatrest in dieser Position bestétigt, bei der selbst nach langer Inkubation {iber Nacht nur
kleine Mengen Produkt nachgewiesen werden konnten (Tabelle 5.3). In den PR-Analysen der

Tyl RT/IN-Schnittstelle mit Isoleucin in der Position P2 wurden die Peptide effizient
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prozessiert. Wie schon bei der p33/p5-Schnittstelle resultiert ein Isoleucin in Position P2‘ in

einer funktionellen foamyviralen Schnittstelle (Tabelle 5.3).

Tabelle 5.2: Aminosiduresubstitutionen innerhalb der PFV Pol RH/IN-PR-Schnittstelle

Schnittstelle Aminosiure- Infektiositit Maturations- Maturations-
sequenza [%] effizienz effizienz [%]
RH/INwt YVVN/CNTK 100 0,76 100
FV-Vektorsystemp RH/INy74s6 GVVN/CNTK 12 0,62 83
RH/INy749¢ YGVN/CNTK 93 0,45 60
RH/INy7s06 YVGN/CNTK 11 0,08 11
RH/INy7s1c - YVVG/CNTK 104 0,60 81
RH/IN¢752¢6 YVVN/GNTK 70 0,41 55
RH/INN7s36 YVVN/CGTK 15 0,17 22
RH/INt754¢ YVVN/CNGK 64 0,47 63
RH/INk7ssc ~ YVVN/CNTG 92 0,75 100
RH/INpes/ps  RAVN/ZTVTO 20 0,74 97
RH/INpes;v© RAVN/ZCNTK 12 0,18 24
RH/INy74sr RVVN/CNTK 17 0,51 66
RH/INvy749a YAVN/CNTK 36 0,62 80
RH/INacs GALG/ZALGA 10 0,06 8
provirales Plasmidc ~ RH/IN YVVA/ANTK 63 +
RH/IN YVGH/WNTK 38 0
RH/IN YVAAZAATK 19 0
RH/IN YAAAZAAAK 7 0
RH/IN AAAAZAAAA <1 0

a: substituierte Aminosduren sind in grau dargestellt; b: aus dieser Arbeit; c¢: Roy and Linial, 2007;
+: prozessiert, aber Effizienz wurde nicht quantifiziert; FV: Foamyvirus (aus Spannaus et al., 2014 - mit
freundlicher Genehmigung von Elsevier)

In in vitro-PR-Experimenten wurde gezeigt, dass neben Asparagin oder Valin auch Peptide mit
Isoleuzin oder Threonin in Position P2 prozessiert wurden (Tabelle 5.3; Fenyofalvi et al., 1999).
In der Position P1 aller Schnittstellen und Peptide, die durch die foamyvirale PR prozessiert
wurden, war entweder eine kleine oder eine nukleophile Aminosaure lokalisiert (Tabellen 5.1-
5.3; Baldwin and Linial, 1999; Fenyofalvi et al., 1999; Pfrepper et al., 1998; Pfrepper et al., 1999).
Flir die vier Peptide mit anderen Aminosauren in Position P1 (Prolin, Glutamin, Tyrosin oder
Asparagin) wurde keine oder nur sehr ineffiziente Prozessierung detektiert (Tabelle 5.3;
Fenyofalvi et al., 1999; Pfrepper et al., 1999). Die Aminosdure Threonin in der Position P3 der
Gag p68/p3- und der Pol RH/IN-Schnittstelle ist in allen Foamyviren in Primaten konserviert
(Pfrepper et al,, 1998; Pfrepper et al., 1999). Dies suggeriert, dass Threonin in Position P3 fiir die
Prozessierung der foamyviralen Schnittstellen in Zellkulturen essenziell ist. Jedoch wurden in
den in vitro-PR-Experimenten auch Peptide mit Histidin, Lysin, Glutamin, Glycin, Aspartat oder
Leucin in Position P3 prozessiert (Fenyofalvi et al., 1999; Pfrepper et al., 1998; Pfrepper et al,,
1999). Sowohl im Kontext der Gag p68/p3- als auch der Pol RH/IN-Schnittstelle resultierte in

dieser Arbeit der Austausch von Threonin durch Glycin in reduzierter Prozessierungseffizienz
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auf 74% bzw. 63% (Tabelle 5.1-5.2). Demnach wird das Threonin in Position P3 in den
foamyviralen PR-Schnittstellen fiir optimale Prozessierungseffizienzen benétigt. Die anderen
Positionen der foamyviralen PR-Schnittstellen scheinen auch nach Einbeziehung der in vitro-PR-
Experimente variabel zu sein, da ein grofdes Aminosaurerepertoire fiir die Positionen P4‘, P3’,
P1Y, und P4 publiziert wurde (Tabellen 5.1-5.3). Trotzdem hat die foamyvirale PR in vivo im
Gegensatz zu orthoretroviralen PRs ein sehr beschranktes Schnittstellenrepertoire (Coffin et al,,
1997), da die in PFV invarianten Positionen P2‘ und P2 in den Gag p68/p3- und den Pol RH/IN-
Schnittstellen sowohl in bovinen als auch in primatenspezifischen Foamyviren konserviert sind
(Pfrepper et al,, 1998; Pfrepper et al., 1999). Wahrscheinlich ist durch die wenigen Schnittstellen
die Spezifitit der foamyviralen PR hoher als die anderer Retroviren, wodurch die geringe PR-

Konzentration in Foamyviren kompensiert wird.

Tabelle 5.3: In foamyviralen in vitro-PR-Experimenten geschnittene Peptide

Schnittstelle Aminosaure- Maturations-
sequenz effizienz [%]
PR-Experimente? p68/p3 RAVN/TVTQ 100
p33/p5 QHIR/SVTG 15
p3,5/p1,5 DGVF/PVTT NB
p1,5/p29 RIINZAILG 36
PR-Experimenteb RH/IN YVVN/CNTK 100
PR/RT HWEN/QVGH +
RT/RH EGVF/YTDG ¥
PR-Experimentec Ty1 PR/IN PTIN/NVHT 7
Tyl IN/RT HLIAZAVKA 67
Ty3 RT/IN RAVY/TITP 33
Ty3 RT/IN NVVS/TIQS +
Ty3RT/IN  NWS/TIQS +

a: Pfrepper et al,, 1999; b: Pfrepper et al.,, 1998; c: Fenyo6falvi et al., 1999;

+: prozessiert, aber Effizienz wurde nicht quantifiziert; NB: nicht bestimmt

(aus Spannaus et al., 2014 - mit freundlicher Genehmigung von Elsevier)
Zusammenfassend wurde festgestellt, dass durch die invarianten Positionen P2‘ und P2 das
Schnittstellenrepertoire der foamyviralen PR in vivo sehr beschriankt ist. Fiir HIV-1 wurde
gezeigt, dass erhohte oder verminderte Prozessierungseffizienz der PR-Schnittstellen die
Infektiositdt direkt beeintrichtigte (Kozisek et al., 2012). In Foamyviren wird scheinbar ein
grofderer Anteil unprozessierter Gag- und Pol-Proteine toleriert. Sogar reduzierte Pol-
Maturation auf fast 50% resultierte in Virustitern vergleichbar mit rekombinanten Viren mit
nichtmodifizierten Pol-Proteinen, wahrend die Reduktion auf unter 25% Pol-Maturation die
Infektiositdt stark beeintrachtigte. Auf Grund des niedrigen Pol-Gehalts in Foamyviren kann
diese Toleranz nur auf die hohere Prozessivitit der foamyviralen RT und die limitierte und
hochspezifische Prozessierung der viralen Proteine durch die Foamyvirus-PR zuriickgefiihrt

werden. Dariiber hinaus weisen unprozessierte foamyvirale Pol- und Gag-Pol-Proteine sowohl
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PR- als auch reduzierte RT-Aktivitit auf, was bedeutet, dass die komplette Pol-Maturation
wahrscheinlich in erster Linie fiir die IN-Aktivitdt benotigt wird (Hiitter et al.,, 2013; Roy and
Linial, 2007; Swiersy et al.,, 2011).

5.3 Die reverse Transkription wird durch die Gag-Prozessierung reguliert.

Die Hybrid p68/p3-Schnittstelle wurde im Kontext des Gag-Proteins effizienter prozessiert als
im Pol-Protein (Tabellen 5.1-5.2). Deshalb wurde die Funktion der Gag-Prozessierung in p68
Gag und das p3-Peptid untersucht, die essenziell fiir die Produktion infektioser Viren ist
(Baldwin and Linial, 1999; Enssle et al., 1997). Fiir Foamyviren mit unprozessierten p71 Gag
wurde keine offensichtliche morphologische Verdanderung detektiert (Konvalinka et al., 1995a).
Die Deletion des C-terminalen p3-Peptides resultierte in einer leichten Reduktion der
Infektiositdt um eine Grofdenordnung, obwohl eine p3-Funktion bisher nicht nachgewiesen
werden konnte (pers. Mitteilung Frau Prof. Birgitta Wohrl). Hier wurde gezeigt, dass die
Maturation der Gag-Proteine eine regulatorische Funktion fiir die RT-Reaktion hat.
Unprozessierte Gag-Proteine inhibieren die RT-Reaktion wahrend oder direkt nach dem ersten
Matrizenwechsel, da Kkeine U3-spezifische DNA in rekombinanten Viruspartikeln mit
nichtmaturierten Gag-Proteinen detektiert wurde, woraus sich folgendes Modell ergibt
(Abbildung 5.1).

PFV Gag-Proteine binden an die genomische RNA (Stenbak and Linial, 2004; Yu et al,, 1996b),
was moglicherweise sterisch den ersten Matrizenwechsel verhindert. Dies resultiert in einer
Verzogerung der RT-Reaktion, bis fiir Infektiositat ausreichende Mengen Gag- und Pol-Proteine
prozessiert wurden. Die Regulation ist essenziell, da die foamyvirale PR-Aktivitdt abhangig von
der viralen RNA ist, die jedoch wahrend der RT-Reaktion durch die RNaseH degradiert wird.
Durch diesen einzigartigen Regulationsmechanismus wird bei Foamyviren durch die Gag-
Prozessierung die RT-Reaktion reguliert, welche im Gegenzug durch den Abbau der
genomischen RNA die Gag- und Pol-Maturation terminiert (Abbildung 5.1). Da reife Foamyviren
auch Gag p71-Proteine enthalten, miissen nicht alle Gag-Proteine prozessiert werden. Demnach
wird fiir den ersten Matrizenwechsel nur eine bestimmte Konzentration von Gag p71-Proteinen
benotigt. Da die Gag p68/p3- und die Pol RH/IN-Schnittstelle mit vergleichbarer Effizienz
prozessiert werden, Foamyviren 37 mal mehr Pol- als Gag-Proteine enkapsidieren und
intramolekulare Reaktionen schneller ablaufen als intermolekulare, sollte im Zeitraum der Gag-
Maturation auch ausreichende Pol-Prozessierung gewdahrleistet sein. Fiir die Schnittstellen-
analysen bedeutet diese Regulation, dass die beobachteten Reduktionen der Gag-Maturation
durch Substitutionen innerhalb der Gag p68/p3-Schnittstelle wahrscheinlich einen viel
starkeren Effekt gehabt hatten, wenn sie nicht durch die verzogerte PR-Inaktivierung

kompensiert worden waren. Eine ineffiziente Pol-Prozessierung hat keinen Einfluss auf den
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Zeitpunkt der RT-Reaktion und hat dadurch auch keinen Einfluss auf den Zeitraum der PR-
Aktivitat. Aus diesem Grund ist die reduzierte Prozessierungseffizienz durch die Hybrid p68/IN-
Schnittstelle im Pol-Protein viel deutlicher als im Kontext von Gag.

Bei HIV-1 wurde gezeigt, dass die Inhibierung der viralen PR ebenfalls in signifikanter
Reduktion der RT-Aktivitdt resultiert (Babe and Craik, 1994), was jedoch im Gegensatz zu den
Foamyviren wahrscheinlich auf der fehlenden Prozessierung der GagPol-Proteine und nicht der
Gag-Proteine beruht. Die Abhangigkeit der RT-Aktivitat von der Maturation viraler Proteine ist
der Grund fiir die hohe Wirksamkeit von PR-Inhibitoren auf Retroviren (Shen et al., 2008).

Gag- und Pol-Proteine
werden durch die virale

: | Gagpcs 3
BT, _ PR pozessert | S =
genomische RNA el i el genomische RNA
Gag p71 bindet an das 3'-Ende der genomischen Nach der Gag-Prozessierung wird die virale RNA
RNA und blockiert den ersten Matrizenwechsel. freigesetzt.

reverse Transkription .
@ > cDNA [E RGN
N

Waéhrend der RT-Reaktion
wird die virale RNA durch
die RNaseH degradiert,
was in der Inaktivierung
der PR resultiert.

Virale RNA wird fur

H_W[!- die PR-Aktivierung
benétigt.2 Die dimerisierte PR prozessiert die viralen

Die foamyvirale PR ist ein Monomer.! Proteine.?
RNA-Abbau
inaktiviert die
virale PR.
N

Durch virale cDNA wird die PR nicht aktiviert.2

Abbildung 5.1: Schematisches Modell der Regulation der foamyviralen reversen Transkription und
der Prozessierung der Gag-Proteine. hellrot: Gag-Proteine; grau: genomische RNA; dunkelrot: cDNA;
blau: Pol-Proteine; 1: Hartl et al., 2008; 2 Hartl et al., 2010b (aus Spannaus et al., 2013 - mit freundlicher
Genehmigung von ASM)
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5.4 Unprozessiertes Gag ist fiir optimale Infektiositit essenziell.

Trotz des foamyviralen Regulationsmechanismus fiir PR- und RT-Aktivitdt sind in Foamyviren
nicht 100% der Gag-Proteine prozessiert. Das bereits zuvor publizierte foamyvirale Gag
p71/p68-Verhiltnis von 1:4,2 (Cartellieri et al, 2005a) wurde in dieser Arbeit mit dem
Verhaltnis von 1:5,6 bestatigt. Durch die Analyse von rekombinanten Viren mit verschiedenen
Verhiltnissen von Gag p71ACS- und Gag p68-Proteinen wurde gezeigt, dass genau die
Viruspartikel mit dem wildtypischen Gag p71/p68-Verhiltnis von etwa 1:6 die infektiosesten
waren. Das HIV-1-Kapsid ist hauptsachlich aus Kapsidhexameren und zwolf Kapsidpentameren
aufgebaut (Ganser et al, 1999; Li et al., 2000). Moglicherweise erfiillen die Gag p71-Proteine
eine ahnliche stabilisierende Funktion wie die Pentamere bei HIV-1. Die Toleranz von
unprozessierten Gag-Proteinen steht im direkten Kontrast zu Orthoretroviren wie HIV-1, wo
kleine Verdnderungen der Gag-Maturation in einer deutlichen Reduktion der Infektiositit
resultieren (Miiller et al.,, 2009). Jedoch waren im Vergleich zu rekombinanten Viren mit Gag-
Proteinen selbst die mit wildtypischem Gag p71ACS/p68-Verhaltnis weniger infektios. Durch
einen Anteil der an das Vektorgenom gebundenen, nicht prozessierbaren Gag p71ACS-Proteine
konnte die RT-Reaktion leicht inhibiert und somit die Infektiositit reduziert werden.
Moglicherweise wird Gag p71 normalerweise zu einem spateren Zeitpunkt im Lebenszyklus
weiter prozessiert. Demnach wird im Gegensatz zu HIV-1 die unvollstindige Prozessierung der
foamyviralen Gag-Proteine nicht nur toleriert, sondern ist fiir hochste Infektiositat essenziell.
Somit ist die Verzogerung der RT-Reaktion durch p71 Gag und dadurch die verspatete
Inaktivierung der foamyviralen PR auf die Bildung infektidser Viruspartikel mit optimalem Gag

p71/p68-Verhiltnis ausgelegt.

5.5 Die Rolle der Pol-Domaénen fiir die Proteaseaktivitat

Im Kontext des PRRT-Fusionsprotein wird die foamyvirale PR in Gegenwart der genomischen
RNA aktiviert (Hartl et al,, 2011). Die PR wird als Untereinheit des Pol-Proteins enkapsidiert, fiir
welches ebenfalls PR-Aktivitat nachgewiesen wurde (Hiitter et al., 2013; Roy and Linial, 2007;
Swiersy et al, 2011). Um zu beantworten, welche Proteinbestandteile flir foamyvirale PR-
Aktivitat bendtigt werden, wurde in dieser Arbeit ausfiihrlich die Rolle der einzelnen Pol-
Domadnen analysiert. Hier wurde gezeigt, dass die IN in trans nicht essenziell fiir die PR-Aktivitat
ist, da Gag-Proteine in Zellen genomabhdngig durch PRRT-Proteine prozessiert werden. Im
proviralen Kontext resultierte die IN-Deletion in Gag-Prozessierung in den Viruspartikeln. Die
Effizienz der Gag-Maturation durch die PRRT-Proteine war geringer als durch die Pol-Proteine,
was wahrscheinlich durch reduzierte Inkorporation von PRRT-Proteinen verursacht worden
war, da fiir effiziente Pol-Inkorporation die IN-Doméane benétigt wird (Peters et al., 2005). Durch

die IN-unabhédngige Inkorporation von PRRT durch GagPRRT-Fusionsproteine in Kombination
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mit PR-Aktivitdt-defizienten GagPolD/A-Fusionsproteinen wurden reife und infektidse
Viruspartikel produziert. Die IN wird fiir die Produktion von infektiésen Viruspartikeln bendtigt
jedoch nicht fiir die Aktivitdt der foamyviralen PR in cis. Wie schon die in vitro-PR-Analysen
verweisen alle diese Experimente auf eine IN-unabhadngige PR-Aktivitat (Hartl et al., 2011; Hartl
et al, 2010b). Die nachgewiesene IN-abhingige PR-Aktivitidt (Lee et al, 2011) beruhte wahr-
scheinlich auf der reduzierten Expression und Inkorporation der C-terminalen IN-Verkiirzungen
im Vergleich zum Pol-Protein. Dass die foamyvirale PR-Aktivitit nicht durch die Pol-
Prozessierung reguliert wird, unterstreicht die Bedeutung der Aktivierung durch die
genomische RNA.

Im Gegensatz zur IN- ist die RH-Domaine essenziell fiir PR-Aktivitit. Dies stimmt mit den
Ergebnissen von in vitro-PR-Experimenten iiberein, in denen PRRT-Proteine mit C-terminalen
Deletionen unter physiologischen Bedingungen auch mit PARM keine PR-Aktivitdt aufweisen
(Schneider et al., 2014). Die PRRT-Proteine mit C-terminalen RH-Deletionen waren nicht in der
Lage, Gag-Proteine zu prozessieren, wahrend genomunabhdngige PR-Aktivitit im Kontext des
PRRH-Fusionsproteins nachweisbar war. Dies weist stark darauf hin, dass der N-Terminus der
RT-Domane die spezifische RNA-abhangige Aktivierung vermittelt, wahrend der C-Terminus der
RT (funktionelle RH-Doméine) entweder durch Protein-Protein-Interaktion oder durch un-
spezifische RNA-Interaktion fiir die Stabilisierung des PRRT-Dimers verantwortlich ist. Das
bestdtigt, dass im Gegensatz zu den Orthoretroviren die foamyvirale RT-Domdne zwei
Funktionen erfiillt, namlich die RT-Reaktion zu katalysieren und die PR zu aktivieren (Hartl et
al,, 2011; Schneider et al,, 2014).

Die unspezifische Bindung der funktionellen RH-Domane an RNA wurde durch RH-
Substitutionen in Pol und PRRT durch die HIV-1- oder MoMLV-RH-Domanen weiter untersucht.
Diese RH-Substitutionen resultierten in genomabhdngiger Gag-Prozessierung annidhernd auf
dem Niveau der nicht modifizierten Pol- und PRRT-Proteine, was bestitigt, dass die RNA-RH-
Interaktionen sequenzunspezifisch sind. Jedoch waren die rekombinanten Viruspartikel mit den
RH-Substitutionen im Kontext des Pol-Proteins nicht infektios, da die foamyvirale RH-Doméane
sowohl Bedeutung fiir die richtige Konformation und Stabilitdt der RT haben, als auch spezifisch
fir den Abbau der foamyviralen RNA sein kann. Die genomunabhingige Pol-Inkorporation
wurde wahrscheinlich durch die Kombination verschiedener Faktoren, namlich der
Uberexpression der Pol-Proteine, dem zusitzlichen Raum in den Viruspartikeln ohne
Vektorgenom und eine bereits zuvor beschriebene direkte Gag-Pol-Interaktion, ausgelost (Lee
and Linial, 2008).

In dieser Arbeit wurde detailliert die Bedeutung des wechselseitigen Regulationsmechanismus
von PR-Aktivitit und der RT-Reaktion bei Foamyviren analysiert. Die geringe Anzahl

inkorporierter Pol-Proteine wird durch die limitierte Prozessierung und die hohe Spezifitat der
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foamyviralen PR kompensiert. Zusatzlich wird durch vergleichbare Prozessierungseffizienzen
der Gag p68/p3- und der Pol-RH/IN-Schnittstelle und der Inhibition der RT-Reaktion durch p71
Gag und der somit verzogerten PR-Inaktivierung die Prozessierung der viralen Proteine durch

die Gag-Maturation kontrolliert.
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Bp Basenpaare
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DNA Desoxyribonukleinsaure

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
EFV equines Foamyvirus

FFV felines Foamyvirus

FPLC schnelle Proteinfliissigkeitschromatographie
FV Foamyvirus

GAPDH Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
GFP griin fluoreszierendes Protein
GR-Box Glycin-Arginin reiches Motif

HIV-1 humanes Immundefizienzvirus Typ 1
HP “high performance”

HRP Meerrettichperoxydase

IN Integrase

kDa Kilodalton

LTR lange terminale Repetition

MEM minimales essenzielles Medium
MoMLV Moloney Mausleukamievirus
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mRNA Boten-RNA
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PARM proteaseaktivierendes RNA-Motif
PBS phosphatgepufferte Salzlosung

PFV prototypisches Foamyvirus
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PR Protease
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RT reverse Transkriptase
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tRNA Transfer-RNA

Wt Wildtyp
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