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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Retroviren

Die Retroviren bilden die Familie der Retroviridae und sind umhllte Viren mit
zwei Kopien eines RNA-Einzelstrang-Genoms in Plusstrangorientierung. Das
Merkmal aller Retroviren ist die reverse Transkription. Dabei wird mit Hilfe
des Enzyms reverse Transkriptase die virale genomische RNA in doppel-
strangige DNA umgeschrieben. AnschlielRend erfolgt die Integration dieser
DNA ins Wirtsgenom. Die integrierte Sequenz stellt das sogenannte ,Provi-
rus® dar (Coffin et al. 1997; Lower et al. 1999).

Delta.retroviruses
(complex)
SnRV BLV

Epsilon.retroviruses
(simple)

HTLV-II Lentiviruses
Elay (complex)

FIV hiv.2
sIVmac

HERV-W
Gamma-

re.trovn'uses PERV
(smple) GALV

HTLV-I

MLV
M
FelV bl
Alpha-
ALV retroviruses
RSV (simple)

FFV
BFV SFVepz
SRV
SFVagm MMTV

Spumaviruses )
(complex) Beta-retroviruses
(complex)

Abbildung 1: Phylogenie der Retroviren (Weiss 2006 (modifiziert))

Das ,International Committee on Taxonomy of Viruses® (ICTV) teilt Retrovi-
ren in zwei Unterfamilien (Orthoretrovirinae und Spumaretrovirinae) ein. Die
Lentiviren sowie die a-, 3-, y-, 6- und &-Retroviren gehoren zu den Orthoret-
rovirinae und die Spumaviren zu den Spumaretrovirinae (ICTV [1]).

AulRerdem kdnnen Retroviren in Viren mit einfachem (a-, y- und e-Retroviren)
und komplexem Genom (B-, &-, Lenti- und Spumaviren) eingeteilt werden

(siehe Abb. 1), wobei die Retroviren mit einfachem Genom die genetischen
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Informationen fir die gruppenspezifischen Antigene, enzymatische Proteine
und Glykoproteine besitzen und die Retroviren mit einem komplexen Genom
noch weitere zuséatzliche (akzessorische) Proteine bilden kénnen (Weiss
2006; Coffin et al. 1997; Lower et al. 1999).

Bekannt ist, dass Retroviren bei Menschen und Tieren Infektionskrankheiten
hervorrufen kdnnen. Der bekannteste Vertreter der Retroviren, der erstmals
von Montagnier in den 1980er Jahren isoliert wurde, ist das Humane Immun-
defizienz Virus (HIV-1/HIV-2). Der Erreger ist fur das erworbene Immun-
schwache Syndrom (AIDS) verantwortlich (Barré-Sinoussi et al. 1983).
AulRerdem konnen Retroviren auch Tumorerkrankungen induzieren. John J.
Bittner hat festgestellt, dass das ,Mous Mammary Tumour Virus (MMTV)*
maligne Milchdrisenerkrankungen bei Mausen auslosen kann (Bittner et al.
1936). AulRerdem hat Robert C. Gallo in den 1980er Jahren das Humane T-
Zell-Leukamie-Virus Typ-1 (HTLV-1), das mit den Erkrankungen der adulten
T-Zell-Leuk&mie oder chronischer Paraparese im Zusammenhang steht, iso-
liert (Poiesz et al. 1980).

Neben exogenen Retroviren kommen auch endogene Formen vor. Dafir
mussten Retroviren menschliche Keimbahnzellen infizieren und sich ins
menschliche Genom der Keimbahnzellen integrieren, sodass diese integrier-
ten Viren vertikal auf die Nachkommen weitervererbert werden kénnen. Die-
se Retroviren werden als humane endogene Retroviren (HERV) bezeichnet
und machen ca. 8 % des menschlichen Genoms aus. Mittlerweile sind die
Sequenzen der humanen endogenen Retroviren im menschlichen Genom so
stark deletiert, sodass nur noch einzelne Virusgene bzw. regulatorische long
terminal repeats (LTR)-Regionen, die das Provirusgenom flankieren, vorhan-
den sind (Lower et al. 1999; Bannert & Kurth 2006).

Fur alle Retrovirusgruppen konnten Endogenisierungen (a-, B-, y-, 6-, &-
Retroviren, Lenti- und Spumaretroviren) nachgewiesen werden (Jern et al.
2005).
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1.2 HERV-K(HML-2) Familie

HERV-K gehort zur Gruppe der B-Retroviren (siehe Abb. 1) und die Proviren
wurden erstmals 1982 aufgrund ihrer Ahnlichkeit zu MMTV (,mouse mamma-
ry tumor virus®) im menschlichen Genom entdeckt, woraufhin sich ihr Name
HERV-K(HML) (,Human MMTV-like®) ableitet (Callahan et al. 1982). Vor un-
gefahr 35 Millionen Jahren haben sich die ersten Mitglieder der HERV-
K(HML-2) Familie in das Genom der Altweltaffen integriert (Beimforde et al.
2008), wobei durch wiederholten Proliferationsperioden mit einhergehenden
Reintegrationen es zur Anhéaufung von HERV-K(HML-2) Proviren im me-
schlichen Genom kam (Hanke et al. 2016). Vor ca. 800.000 bis 2 Millionen
Jahren fanden die jungsten belegten Integrationen statt. (Hanke et al. 2016).
Im Verlauf der Evolution erlitten die meisten Proviren starke Deletionen und
Mutationen, sodass heutzutage nur noch ca. 100 komplette HERV-K(HML-2)
Proviren und 944 intakte bzw. fast intakte solo-LTRs vorhanden sind (Sub-
ramanian et al. 2011). Solo LTRs entstehen durch homologe Rekombinatio-
nen zwischen zwei LTR-Sequenzen einer proviralen Sequenz, die in einer
Deletion der proviralen Sequenz resultiert, sodass nur ein LTR Fragment ub-
rigbleibt (Hughes & Coffin 2004).

Die Integration von HERV-K113 wird auf 1 Million Jahre geschéatzt (Hanke et
al. 2016) und die Praintegrationsstelle von HERV-K113 befindet sich auf dem
Chromosom 19 (Beimforde et al. 2008). Auf Grund der ethnischen Herkunft
unterscheidet sich die Pravalenz von HERV-K113 (Turner et al. 2001). Bei
der afrikanischen Bevolkerung sind rund 30 % Trager des Provirus, sodass
sich daraufhin die Hypothese ergab, dass die initiale Integration in Afrika
stattfand und die Ausbreitung durch die nordliche und 6stliche Migration der
akfrikanischen Bevolkerung vor rund 150.000 bis 200.000 Jahren erfolgte
(Turner et al. 2001). Innerhalb der deutschen Bevdlkerung sind nur 12 %
Trager der HERV-K113 proviralen Sequenz (Bannert et al. 2018).

Das HERV-K113 Provirus besitzt einen offenen Leserahmen fir alle viralen
Proteine, wobei die provirale Sequenz fur die Kodierung der reverse Tran-
skriptase bzw. fur die Hullproteine Punktmutationen aufweisen, die die Funk-

tionstlchtigkeit dieser Proteine reduziert oder sogar komplett aufhebt (Hanke
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et al. 2009; Beimforde et al. 2008). Dagegen scheinen die LTR Region bzw.
die Genbereiche, die fur die Kodierung der Protease bzw. des Rec Proteins

verantwortlich sind, intakt zu sein (George et al. 2011; Hanke et al. 2013 a).

1.3 retroviraler Replikationszyklus
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Abbildung 2: Darstellung des retroviralen Replikationszykluses (erstellt
mittels BioRender.com)

Der retrovirale Replikationszyklus (siehe Abb. 2) beginnt mit der Bindung des
viralen Oberflachenglykoproteins an die spezifischen membranstandigen Re-
zeptoren der Wirtszelle, wodurch eine Fusionierung der Virus- mit der Wirts-
zellmembran und die Freisetzung des viralen Cores ins Zytoplasma erfolgt
(Nisole et al. 2005). Durch die Auflosung der Kapsidstruktur werden die vira-
len RNAs und Enzyme freigesetzt, sodass die einzelstrangige RNA mithilfe
der reversen Transkriptase in doppelstrangige (ds) DNA transkribiert werden
kann (Nisole et al. 2005). Die reverse Transkriptase besitzt eine Polymerase
und eine RNase H Domane (Garcia-Montojo et al. 2018). Die abgelesene
virale RNA wird wahrend der reversen Transkription Uber die RNase H abge-
baut (Berkhout et al. 1999).
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Die Integrase ist fur die Integration der viralen DNA ins humane Genom ver-
antwortlich. Der initiale Schritt beginnt mit der Bindung der Integrase an die
LTR Regionen der viralen dsDNA im Zytoplasma und bildet einen stabilen
DNA-Integrase Komplex, der auch als Préaintegrationskomplex bezeichnet
wird. AnschlieBend erfolgt im Zytoplasma die 3 Prozessierung, wobei im ers-
ten katalytischen Schritt von den beiden LTR Enden ein Dinukleotid durch die
Integrase entfernt und anstelle dessen eine 3 Hydroxygruppe angehéngt
wird. Nach dem Import des Praintegrationskomplexes in den Zellkern bindet
die Integrase an die Wirts-DNA und vermittelt das Andocken und die irrever-
sible Bindung der 3'Hydroxylenden der viralen dsDNA an die
5 'Phosphodiesterbriicken der Wirts-DNA, wodurch ein intermediares Produkt
mit Lucken entstanden ist. Diese Lucken befinden sich zwischen den
5'Phosphatenden der viralen DNA und die 3 'Hydroxylenden der Wirts-DNA,
welche durch wirtszelleigene Reparaturmechanismen repariert werden (La-
taillade & Kozal 2006).

HERV-K provirus 292 nts deletion in type |
S01 SA1 1SD2 SA2
: ]
l L3 } R lus[ gag - pro pol {Env/rec/NP9 ] u3 [ R [us I
$Oprs
Start codon Ribosomal frame shift g o o o o o shift
. gag 1 »
+ S'UTR SR p— pro 1 hol 3 UTR g
1 » VIR, { R LR ) ¥ R\,
—Ma___L8 NG RT___RnaseH IN } »
dUTPase

5' UTR e e s

2 (s su_ ™} L

MRNAS

o Start codon 75\;\

s’y . rec W

3 O — 3 s

. - 2 Exon 1 Exon 2
s UTR Start codon np9 ‘\N\;‘\
- . I o S -
B S mmmme T Exon 1 Exon 2

Abbildung 3: Darstellung der proviralen Sequenz von HERV-K(HML-2)

und daraus resultierende Transkripte (Garcia-Montojo et al. 2018)

Das integrierte virale Genom (Provirus) besitzt eine Lange von ca. 10 Kiloba-
sen (kb) (Bannert & Kurth 2004). Das Provirus wird von regulatorischen Se-
guenzen, die als LTRs bezeichnet werden, flankiert, die an den Genomenden
in gleicher Orientierung (U3, R und U5) angeordnet sind (siehe Abb. 3), und

besitzen Promotor und Enhancer Elemente, Bindestellen fir Transkriptions-
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faktoren und das Polyadenylierungssignal (Bannert & Kurth 2006;
Kovalskaya et al. 2006). Nach der 5’LTR befindet sich die Primerbindestelle
(Bannert & Kurth 2006), an dem die spezifisch zellulare tRNA bindet und so-
mit die reverse Transkription initiiert wird (Bannert & Kurth 2004). Die initiale
tRNA fir HERV-K ist eine Lysin (K)-tragende tRNA, wovon sich der Name
HERV-K ableitet (Bannert & Kurth 2004). Im 5 -Gag-Bereich befindet sich die
Y-Stelle und dient als Verpackungssignal der viralen RNA (Bannert & Kurth
2006).

Retroviren mit einem komplexen Genom wie HIV, HTLV oder HERV-K kon-
nen neben Genregionen flr gruppenspezifischen Antigene, enzymatischen
Proteine und Glykoproteine noch zusétzlich sogenannte akzessorische Gen-
regionen besitzen (Bannert & Kurth 2004). Aus einer vollstandigen gespleil3-
ten RNA werden sogenannte akzesssorische Proteine (Nichtstrukturproteine)
kodiert, die vielfaltigen Funktionen beginnend bei der Regulation der Replika-
tion bis hin zur De-Regulation der Wirtsabwehr besitzen kdnnen (Gramberg
et al. 2009; Bannert & Kurth 2006).

HERV-K Proviren wurden in zwei verschiedene Typen abhéngig von der An-
wesenheit einer 292 bp Deletion zwischen dem pol-env Genbereich einge-
ordnet (siehe Abb. 3, Costas et al. 2001). Typ 2 besitzt keine Deletion in die-
sem Bereich und exprimiert das akzessorische Protein Rec (,regulation of
expression encoded by cORF*) und das Hiullprotein (Wodrich & Krausslich et
al. 2001; Magin et al. 1999). Das Rec Protein bindet an das Rec reponsive
Element (RcRE), welches sich in der USR Region der 3'LTR befindet (Magin
et al. 1999), wodurch der virale RNA Transport aus dem Zellkern ermdglicht
wird (Bannert & Kurth 2004). Die Typ1 Proviren besitzen diese 292 bp Dele-
tion, wodurch die Expression des Hullproteins und des Rec Proteins verhin-
dert und anstelle dessen das Np9 Protein exprimiert wird (Armbruester et al.

2002). Die Funktion des Np9 Proteins ist noch unbekannt.
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Abbildung 4: Molekulare Biosynthese von HERV-K(HML-2) (Garcia-
Montojo et al. 2018)

Die Typ 2 HERV-K(HML-2) provirale Sequenz kann als Volllangen, env und
rec RNA transkribiert werden (Bannert & Kurth 2004). Die Volllangen RNA
dient als Genom fir die neuentstehenden Viruspartikel oder wird als mRNA
zur Synthese von Gag-, Pro- und Pol-Vorlauferproteinen, die als Polyprotein
synthetisiert werden, verwendet (Bannert & Kurth 2004). Durch die Anwe-
senheit der zwei ribosomalen Frameshifts (siehe Abb. 3) kénnen entweder
Gag-Pro oder Gag-Pro-Pol Polyproteine synthetisiert werden (Garcia-
Montojo et al. 2018). Das gag (gruppenspezifische Antigen)-Gen kodiert das
Hauptstrukturpolyprotein, das aus Matrix-, Kapsid- und Nukleokapsidprotein
besteht, wobei das Matrixprotein an die membranstandigen Rezeptoren der
Wirtszellmembran bindet, das Kapsidprotein das virale Core bildet und das
Nukleokapsidprotein an die virale genomische RNA bindet (Eckwahl et al.
2016; Bannert & Kurth 2006). Das pro (Protease)-Gen ist fur die Herstellung
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der viralen Protease und der dUTPase verantwortlich (Garcia-Montojo et al.
2018). Die Aktivierung der viralen Protease erfolgt durch selbstandige Spal-
tung der Protease, sodass die Spaltung von den Gag-Pro oder Gag-Pro-Pol-
Polyproteine erfolgen kann, wodurch die reverse Transkriptase und Integrase
aktiviert wird (Garcia-Montojo et al. 2018). Die Spaltung des Gag-
Vorlauferproteins durch die virale Protease in Matrix, Kapsid- und Nukleoka-
psidproteine erfolgt wahrend der Partikelreifung, sodass aus einem nicht-
infektiossem ein infektiéses Virus entsteht (Bannert & Kurth 2004). Die dUT-
Pase hat zwei Funktionen: Einerseits wird das dUTP Nukleotid aus dem
Desoxribonukleotidpool entfernt, sodass die Wahrscheinlichkeit reduziert
wird, dass Uracil in den DNA Strang eingebaut wird, und anderseits wird der
dTTP Vorlaufer dUMP produziert (Vertessy & Toth. 2009). Das pol (Poly-
merase)-Gen kodiert die reverse Transkriptase mit der enthaltenen Poly-
merase und der RNase H Doméne und die Integrase (Garcia-Montojo et al.
2018). Das Env (Hullprotein)-Vorlauferprotein wird aus einer einfach ge-
spleiften viralen RNA am rauen endoplasmatischen Retikulum synthetisiert
und besteht aus einer Signalpeptid-, einer Oberflachen- und einer trans-
membranen Domane (Garcia-Montojo et al. 2018). Die Signalpeptiddoméne
ist entscheidend dafir, dass das Hullprotein am endoplasmatischen Retiku-
lum synthetisiert, iber den sekretorischen Weg modifiziert und in die Zell-
membran eingelagert werden kann (Garcia-Montojo et al. 2018). Die Signal-
peptidase entfernt die Signalpeptiddomane vom Env-Polyprotein (Garcia-
Montojo et al. 2018). Die Oberflachen und transmembrane Einheiten werden
Uber die zellulare Furin Protease gespalten und werden zu Heterodimere
nichtkovalent verknipft (Garcia-Montojo et al. 2018). Im Golgi-Apparat erfolgt
die Trimerisierung dieser Heterodimere mit anschlieRender Einlagerung die-
ser Trimere in die Zellmembran (Garcia-Montojo et al. 2018).

Nach diesem Schritt kann die Assemblierung und die Freisetzung von neuen
viralen HERV-K(HML-2) Partikeln erfolgen, in dem zwei Kopien der viralen
einzelstrangigen RNA mit den dazugehorigen viralen Proteinen in die neu
entstehenden Viren eingebaut werden (siehe Abb. 2). Diese nicht infektiosen

unreifen Viren werden mithilfe der viralen Protease und Spaltung des Gag-
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Polyproteins zu reifen infektiésen Viren mit einem Durchmesser von ca.
100 nm (siehe Abb. 5; Garcia-Montojo et al. 2018).

Hillprotein

IR = > (Oberflachenprotein und

H’Eg\‘; w(fﬁ‘s‘tsze) > transmembranes Glykoprotein)
Viren ' Capsid

& g i
7 4 =3 : . Matrix
5 4 'y - P 1
¢4
B =
2

*

Lipidhille

reverse
Transkriptase

Py Nukleocapsid
o

r virale RNA
iy e Y 100 nm Integrase &
POCS - o - Protease

Abbildung 5: Aufbau eines reifen HERV-K(HML-2) Virus

Links: Elektronenmikroskopische Aufnahme von reifen HERV-K(HML-2) Vi-
ren (aufgenommen von der Fachgruppe 18 des Robert Koch-Instituts)
Rechts: Schematische Darstellung eines HERV-K(HML-2) Virus (erstellt mit-
tels BioRender.com)
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Abbildung 6: Proliferationsmechanismus von endogenen Retroviren
(ERVs) (Bannert & Kurth 2006)
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(a) Reinfektion: Ein funktionelles Hullprotein ist die Grundvoraussetzung fur
eine Reinfektion. Nach einer kurzen Replikationsperiode in einer somati-
schen Zelle, um weitere Anpassungen wie bspw. die Fitness der Retroviren
zu erh6hen, erfolgt der Wiedereintritt des Virus in die Keimbahnzelle des Wir-
tes.

(b) Retrotransposition: Darunter wird ein intrazellularer Amplifikationsmecha-
nismus von Retrotransposons und ERVs verstanden. Bei diesem Amplifikati-
onsschritt werden wahrscheinlich Ubergangsformen von Core-Partikeln ge-
bildet.

(c) Komplementation in trans: Fur diesen Prolieferationsweg wird ein Helfer-
virus bendtigt, der Proteine fur die Partikelbildung bereitstellt, die von endo-
genen Retroviren genutzt werden. (Bannert & Kurth 2006)

Humane endogene Retroviren sind nicht mehr in der Lage einen vollstandi-
gen Proliferationsmechanismus zu durchlaufen, weil sich die provirale Se-
quenz auf Grund von verschiedensten Deletionen bzw. Mutationen verandert
hat (Bannert & Kurth 2006). Die Expression von HERV-K(HML-2) Transkripte
werden tUber DNA und Histone Methylierungen bzw. Histone Deacetylierung
reguliert, wobei der Level der CpG Methylierung mit der transkriptionellen
Aktivitat der HERV-K(HML-2) Proviren korreliert (Hanke et al. 2016). Aul3er-
dem kann die Translation von viralen Proteinen tber die Interaktion der vira-
len RNA mit kleinen regulatorischen RNA Molekulen inhibiert werden,
wodurch die Degradation der viralen RNA erfolgt und somit die virale Protein-

translation verhindert wird (Hanke et al. 2016).
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Abbildung 7: Darstellung der Knospung von viralen HERV-K(HML-2)
Partikeln (Boller et al. 2005)

10



Einleitung

Eine Expression von HERV-K(HML-2) RNAs, Proteine, oder Virus-ahnlichen
Partikeln konnten in verschiedensten Zelllinien (Leukamie, Melanom, Brust-
krebs- oder Teratokarzinomzelllinie) wie auch im Blut von Patient*innen mit
einer HIV-1 Infektion, einer Lymphom oder einer Brustkrebs Erkrankung
nachgewiesen werden (Bieda et al. 2001; Buscher et al. 2005; Léwer et al.
1993, Contreras-Galindo et al. 2006; Contreras-Galindo et al. 2008), somit
konnen HERVs intrazellulare Amplifikationsmechanismen durchlaufen. Bei
der Retrotransposition werden keine Viruspartikel freigesetzt, sondern wahr-
scheinlich Ubergangsformen von Core-Partikeln im Zytoplama gebildet (Ban-
nert & Kurth 2006). Nach Auflésung dieser Partikel erfolgt eine Reintegration
(siehe Abb. 6: Retrotransposition; Bannert & Kurth 2006). Bei einer Komple-
mentation in trans werden fur die Bildung von viralen Partikeln funktionelle
Proteine eines Helfervirus bendétigt, sodass nachfolgend eine Reinfektion
bzw. Retrotransposition erfolgen kann (siehe Abb. 6: Komplementation in
trans) (Bannert & Kurth 2006). In der Publikation Herrn Contreras-Galindo
und Kolleg*innen wurde gezeigt, dass eine Ubertragung der HERV-K Se-
quenz, die Uber eigenstandig produzierte HERV-K Partikeln von einer Brust-
krebs- bzw. Teratokarzinomzelllinie und von peripheren Blutlymphozyten,
von einem Lymphom Patient stammend, erfolgen kann, wodurch eine Rein-
fektion belegt wurde (Contreras-Galindo et al. 2015). Eine Integration der
HERV-K Sequenz in das humane Genom wurde in dieser Publikation nicht
beobachtet, sondern nach erfolgter reversen Transkription wurden episomale
Strukturen gebildet (Contreras-Galindo et al. 2015). Schlussfolgernd kann
eine Reintegration in diesem Zusammenhang aber nicht ausgeschlossen

werden.

1.4 HERV (Re)Aktivierunqg

Die physiologische HERV-K(HML-2) Expression wird durch verschiedene
Mechanismen wie CpG Methylierungen, Deaminierungen und Histonmodifi-
kation reguliert (Manghera & Douville. 2013; Grow et al. 2015).

Die humanen endogenen Retroviren sind fur die Aufrechterhaltung der Zell-
pluripotenz entscheidend. HERV-K(HML-2) Transkripte und Proteine konnten

in undifferenzierten embryonalen und pluripotenten Stammzellen nachgewie-
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sen werden. Die Wysocka Arbeitsgruppe zeigte, dass einige HERV LTRs
eine Bindestelle fur p53 und OCT4 besitzen (Grow et al. 2015). In differen-
zierten Zellen wird die HERV-K(HML-2) Expression zigig runter reguliert
(Fuchs et al. 2013; Garcia-Montojo et al. 2018).

In der Placentabildung werden HERV Env Proteine vom HERV-W bzw.
HERV-FRD exprimiert. HERV-W bzw. HERV-FRD gehoéren nicht zur HERV-
K(HML-2) Familie und haben sich zu einem friheren Zeitpunkt in das
menschliche Genom integriert. Diese Env Proteine sind unter dem Namen
Syncytin-1 bzw. -2 bekannt und besitzen eine fusogene Eigenschatft,
wodurch die syncytiotrophoblasten Schicht gebildet wird (Blond et al. 2000).
HERV-K(HML-2) Env Proteine sind nicht an der Bildung des Syncytiums be-
teiligt, sondern werden in den zytotrophoblasten Zellen exprimiert und dienen
wahrscheinlich der Immunsuppression (Kammerer et al. 2011).

Anderseits ist auch eine andere hypothetische Uberlegung, dass die huma-
nen endogenen Retroviren die Vertebraten vor einer erneuten Infektion mit
artverwandten exogenen Retroviren schitzen konnten. Diese Hypothese
wird mit der Beobachtung unterstitzt, dass humane endogene beta Retrovi-
ren keine exogenen Gegenspieler besitzen, die fur die Menschen infektios
sind (Garcia-Montojo et al. 2018).

HERV-K(HML-2) LTRs konnen auf Grund von regulatorischen Elementen
(Promotor, Enhancer, Splei3stellen, Polyadenylierungssignal), die Expressi-
on von benachbarten Genen regulieren (Garcia-Montojo et al. 2018).

Eine HERV-K(HML-2) Expression ist kein Ausloser fir eine Tumorerkran-
kung, kann aber mit bestimmten Tumorerkrankungen (Teratokarzinoma,
Keimzelltumor, Melanom, Eierstock und Prostatakrebs) assoziiert sein.
HERV-K(HML-2) kénnen Uber verschiedene potentielle Mechanismen die
Karzinogenese fordern. HERV-K(HML-2) kann Uber die regulatorischen LTR
Sequenz die Expression von Onkogenen fordern. Die akzessorischen Protei-
ne (Rec und Np9) besitzen einen Einfluss auf die zellulare Proliferation und
das Env Protein fordert die Zelltransformation und erhdht die zellulare Migra-
tion und Invasion, wodurch die Metastasenbildung gefordert wird. Die ak-
zessorischen Proteine bzw. das Env Protein besitzen ebenfalls einen Ein-

fluss auf die Immunsuppression. Aul3erdem kénnen chromosomale Verande-
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rungen durch homologe Rekombinationen die Karzinogenese fordern (Gar-
cia-Montojo et al. 2018).

Reaktivierungen von HERV-K(HML-2) kénnen ebenfalls bei Autoimmuner-
krankungen wie rheumatoide Arthritis, Multiple Sklerose und Sjogren Syn-
drom (Reynier et al. 2009; Moyes et al. 2005) und bei neurologischen Er-
krankungen wie amyotrophe Lateralsklerose (ALS) und Schizophrenie auftre-
ten (Garcia-Montojo et al. 2018). Anderseits werden Reaktivierungen auch im
Zusammenhang mit anderen viralen bspw. HIV-, HTLV oder Herpesvirus
oder intrazellularen parasitaren wie bspw. Toxoplasmose Infektionen nach-
gewiesen (Garcia-Montojo et al. 2018; Toufaily et al. 2011; Kwun et al. 2002;
Frank et al. 2006).

1.5 Restriktionsfaktoren

1.5.1 A3G

Die APOBECS3 (,Apolipoprotein B mRNA editing enzyme catalytic polypepti-
de 3%) Genfamilie ist auf dem Chromosom 22 lokalisiert und exprimiert sieben
verschiedenen Proteine (A3A, A3B, A3C, A3DE, A3F, A3G, A3H). A3A, A3C
und A3H besitzen nur eine katalytische Doméane und A3B, A3DE, A3F und
A3G besitzen zwei katalytische Domanen. Die komplette Genfamilie besitzt
eine RNA editierende und/oder eine DNA-mutierende Aktivitat. Die katalyti-
schen Domanen besitzen ein konserviertes Zinkbindungsmotiv, eine Gluta-
mat Aminosaure, die fir den Protonentransport wahrend der Deaminierung
verantwortlich ist, und zwei aromatische Aminosaurereste, die fir die Nukle-
insaure Substratbindung verantwortlich sind, sodass eine Konvertierung von
Cytidin zu Uridin erfolgen kann (Chiu & Greene 2008).

Das APOBEC 3G (A3G) Protein kann wahrend der Entstehung von neuen
Viren in das Virus eingebaut werden (Henriet et al. 2009). Dies erfolgt ent-
weder Uber die Interaktion des A3G Proteins mit der viralen RNA (Henriet et
al. 2009) oder Uber die Bindung des A3G Proteins an die retroviralen Gag
Proteine (Bogerd et al. 2006a). Diese Viren kdénnen weitere Zellen infizieren

und nach erfolgter Auflésung der Kapsidstruktur wird die virale RNA mit den
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mitgebrachten Proteinen freigesetzt, wobei das A3G Protein die Zellen vor
einer exogenen viralen Infektion warnt (Henriet et al. 2009).

Intrazellular kommt das A3G Protein entweder in der LMM (,low molecular
mass“) oder in der HMM (,,high molecular mass®) Form vor. In der LMM Form
beeinflusst A3G die reverse Transkription und ist enzymatisch aktiv, sodass
wahrend der Minusstrang DNA Synthese eine Deaminierung des Cytidins zu
Uridin erfolgt. Daraufhin wird im Plusstrang der DNA ein Adenin statt Guanin
eingebaut, wodurch eine Hypermutation entsteht. Durch die Integration die-
ser DNA in das humane Genom mit nachfolgender Transkription und Trans-
lation entstehen inaktive virale Proteine. AufRerdem werden durch das vor-
handene Uridin in der viralen DNA zellulare Reparaturenzyme aktiviert, so-
dass eine abasische Stelle in der viralen DNA entsteht, wodurch ein Abbau
der viralen DNA induziert wird. Bei einer Mutation an den Enden der viralen
DNA kann die Integration gehemmt werden (Henriet et al. 2009).

Das A3G Protein kann zu 5-15 MegaDa GrofRe HMM Granula multimerisie-
ren (Chiu & Greene 2008; Henriet et al. 2009). Infolge dessen ist das A3G
Protein enzymatisch inaktiv (Chiu & Greene 2008; Henriet et al. 2009). Das
A3G Protein besitzt eine N-terminale CD1 Domane, die fur die RNA Bindung
und die A3G Multimerisation entscheidend ist, und eine C-terminale CD2
Domaéne, die die Deaminase Doméne enthalt (Henriet et al. 2009). In der
HMM A3G Granula wurden schon verschiedene Retroelemente wie bspw.
die ALU-Sequenz und die HERV-K(HML-2) RNA nachgewiesen (Chiu et al.
2006; Block 2016). Durch diese Interaktion der HMM A3G Granula wird die
Retrotransposition von ALU und LINE-Elementen im menschlichen Genom
inhibiert und die Integritat des humanen Genoms aufrechterhalten (Bogerd et
al. 2006b).

1.5.2 PYHIN-200 Proteinfamilie

Die PYHIN-200-Genfamilie ist auf dem humanen Chromosom 1 lokalisiert
und codiert vier verschiedene Proteine: IFI16, IFIX, MNDA und AIM2 (Garig-
lio et al. 2011). Die Expression von PYHIN Proteinen wird hauptsachlich
durch Typ 1 und Typ 2 Interferone, aber auch durch oxidativen Stress, reak-

tive Sauerstoffspezies (ROS) sowie proinflammatorische Molekiile angeregt
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(Mondini et al. 2007). Die aktivierten PYHIN-Proteine agieren als Pattern-
Recognition-Rezeptoren (PRR) flir zytoplasmatische und nukleare DNA
(Sharma et al. 2019; Dell'Oste et al. 2015; Gariglio et al. 2011). Die PYHIN-
200 Proteine kdnnen mit verschiedensten Zielproteinen interagieren und so-
mit eine Vielzahl von Zellfunktionen wie Proliferation, Differenzierung,
Apoptose/Pyroptose, Seneszenz und Inflammation regulieren (Gariglio et al.
2011; Lugin & Martinon 2018).

Linker
region
IFI16 [PYD|e ¢ | HIN-A | [ HIN-B | |729
IFIX 2 PYHINT |PYD| o | HIN-A | | 492
MNDA [[PYD] o | HIN-A | |407
AM2 [PYD] [TTTHING | 343
© Nuclear localization signal

Abbildung 8: Darstellung der PYHIN Proteinfamilie

Dargestellt sind die vier Vertreter der PYHIN-Proteinfamile: 1FI16, PYHIN1
(IF1X), MNDA, AIM2 (Bosso et al. 2020 (modifiziert))

Die Gemeinsamkeit zwischen den vier PYHIN Proteinen besteht aus einer N-
terminalen Pyrin Domane, die fir die Protein-Protein Interaktionen entschei-
dend ist, und einer C-terminalen konservierten Wiederholung aus 200 Ami-
nosaureresten, die als HIN Domane bezeichnet wird, wodurch die Bindung
von einzelstrangiger und doppelstrangiger DNA ermdéglicht wird (Veeranki &
Choubey 2012; Gariglio et al. 2011). Zwischen der Pyrin- und der HIN-
Doméane befindet sich die Serin-Threonin-Prolin-reiche Linker-Region, in der
sich die nukledre Lokalisationssequenz (NLS) befindet (Johnstone & Trapani
1999). Das IFI16 Protein besitzt eine zweigeteilte Kernlokalisierungssequenz
und IFIX/MNDA jeweils eine Kernlokalisierungssequenz, wodurch diese drei
Proteine (IFI16, IFIX und MNDA) in den Zellkern transportiert werden und
direkt die Transkription regulieren kdnnen (Bosso et al. 2020; Lugrin & Mar-
tinon 2018). AIM2 hingegen besitzt keine Kernlokalisierungssequenz und
verbleibt im Zytoplasma (Bosso et al. 2020). Das zytoplasmatische AIM2
Protein bindet an dsDNA und induziert die Bildung von Inflammasomen (Lug-
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rin & Martinon 2018), was bei keinem anderen Protein der PYHIN Familie
nachgewiesen wurde (Gariglio et al. 2011).

Die PYHIN Proteine erwiesen sich als effektive antivirale Restriktionsfakto-
ren. Eine Aktivierung von AIM2 Inflammasomen wurde nach der Infektion von
humanen Cytomegaloviren (HCMV), Epstein-Barr Viren und humanen Papil-
lomaviren (HPV) nachgewiesen (Huang et al. 2017a; Torii et al. 2017; Rein-
holz et al. 2013). IFI16 kann mit nuklearer herpesviraler DNA interagieren
und bewirkt eine Inhibierung der viralen Transkription von humanen Cytome-
galoviren (HCMV), Herpes-simplex-Viren (HSV) und humanen Papillomavi-
ren (HPV) (Gariano et al. 2012; Lo Cigno et al. 2015). Bekannt ist aul3erdem,
dass auch IFIX die virale Genexpression von HSV-1 reduziert (Crow &
Crsiea 2017). Die Interaktion von HIV-1 mit den PYHIN Proteinen zeigte eine
Reduktion der HIV-1 Genexpression bei IFI16, IFIX und MNDA (Bosso et al.
2020). Die antivirale Wirkung von IFI16 wurde fir HERV-K(HML-2) nachge-
wiesen (Zumblick 2019; Savas 2020; Friedrich 2021).

1.6 Stressgranula

1.6.1 Entstehunqg einer Stressgranula

Die Bildung einer Stressgranula erfolgt im Zytoplasma einer eukaryotischen
Zelle und wird durch verschiedene Umwelteinflisse wie bspw. Hitzeschock,
UV-Bestrahlung, Hypoxie, Virusinfektion und Stress am endoplasmatischen
Retikulum stimuliert (Anderson & Kedersha 2002).
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Unfolded Protein Response
(e.g. thapsigargin, tunicamycin)
dsRNA Hypoxia

Heme Deficiency UV Irradiation
Oxidative Stress Amino acids
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Abbildung 9: Kontrolle der Proteintranslation durch den eukaryotischen
Initiationsfaktor 2 (elF2) (Valiente-Echeverria et al. 2012)

Durch diese Stimuli werden vier verschiedene Serin/Threonin Proteinkina-
sen: (1) HRI, (I) PKR, (Ill) PERK/PEK und (IV) GCN2 aktiviert (siehe Abb. 9)
(Valiente-Echeverria et al. 2012), wodurch die a-Untereinheit des elF2 Pro-
teins phosphoryliert wird (Kedersha et al. 1999). elF2 ist ein heterotrimeres
Protein, bestehend aus der a-, B- und y-Untereinheit, und bildet zusammen
mit der tRNAMet und GTP einen ternaren Komplex, welcher fiir die Initiation
der Proteintranslation entscheidend ist (Krishnamoorthy et al. 2001). Die
Phosphorylierung der a-Untereinheit vom elF2 wirkt als kompetitiver Inhibitor
gegenuber dem GTP-Austauschfaktor (elF2B), d. h. die regulatorische Un-
tereinheit von elF2B bindet an die phosphorylierte a-Untereinheit von elF2,
sodass die Entstehung des ternaren Komplexes und somit die Proteintransla-
tion inhibiert wird (Krishnamoorthy et al. 2001).

Durch diese Inhibierung der Proteintranslation akkumuliert die mRNA, die
40S Ribosomen und verschiedene RNA-Bindeproteine bspw. Proteintransla-
tionsinitiationsfaktoren (elF3, elF4G und PABP), TIA1l/ TIAR und G3BP,
wodurch die Stressgranula gebildet wird (Kedersha et al. 2002). Die Bildung
und die Auflésung dieser Stressgranula ist ein rascher dynamischer Prozess

und zwischen der Stressgranula und den Polysomen besteht ein dynami-
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sches Gleichgewicht (Kedersha et al. 2000). In der Stressgranula wird die
untranslatierte RNA sortiert, sodass entweder die mRNA wieder zur Protein-
translation verwendet oder Uber die Processing bodies abgebaut oder in
stabile nicht polysomalen mRNA Komplex gespeichert wird (Kedersha et al.
2000).

1.6.2 Virusinfektion und Stressqgranula

Ve N

Viral proteins

dsRNA:

MPDIVPL
5-ppp (ds) RNA: - XD, D PYH(S

elF 2o kinases
\ C Host mRNAs

Ub ligases

- Anti viral proteins

AAAAAN
RNase L

Inhibition of
translation

P-body

Peroxisome

Inhibition of
viral RNA replication

Nucleus Cytoplasm

TRENDS in immunclogy

Abbildung 10: Die antivirale Funktionsweise der Stressgranula (Onomo-
to et al. 2014)

PKR ist ein ubiquitar exprimierte Serin/Threonin Kinase (Williams 1999). Die
Bildung von PKR wird durch Interferon induziert und tber virale dsRNA, Zy-
tokine, Wachstumsfaktoren oder Stressstimuli aktiviert (Williams 1999).
Durch die Bindung der viralen dsRNA an die regulatorische Domane der

PKR erfolgt eine Autophosphorylierung und Dimerisierung (Dey et al. 2005),
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wodurch die Kinase aktiviert und somit EIF2a phosphorylieren kann. Durch
diesen initialen Schritt wird die Proteintranslation inhibiert und die Stressgra-
nula Bildung durch die Virusinfektion induziert (siehe Abb. 10).

Wie die PKR wird auch die Produktion von Oligoadenylatsynthetase (OAS)
Uber Interferone reguliert und durch dsRNA aktiviert. OAS liegt im Zytoplas-
ma als inaktives Monomer vor und aggregiert nach Bindung der dsRNA zu
einem Tetramer, wodurch die OAS aktiviert und ATP zu 2'-5"-Oligoadenylat
synthetisiert wird. 2°-5"-Oligoadenylat wiederum aktiviert die Ribonuklease L
(RNase L), wodurch eine Dimerisierung der RNase L induziert wird. Die akti-
vierte RNase L spaltet zellulare wie auch virale dsRNA (Sadler et al. 2008).
Virale Nukleinsauren werden von verschiedenen zytoplasmatischen Senso-
ren wie bspw. von den RLRs (retinoic acid inducible gene | (RIG-I)-like recep-
tors) erkannt. Zur Familie der RLRs gehéren RIG-I, MDA5 und LGP2. RLRs
kénnen zwischen den eigenen und viralen Transkripten unterscheiden und
erkennen spezifisch dsRNA mit einem 5'triphosphat Ende (Schlee et al.
2009; Hornung et al. 2006). Durch die Bindung der viralen RNA an die Heli-
kase und an der C-terminale Doméne von den RLRs wird die Konformation
der RLRs geéandert, sodass die N-terminale CARD-Doméne ubiquitinyliert
(Gack et al. 2007) und oligomerisiert (Jiang et al. 2012) werden kénnen. An-
schlielRend kénnen die CARDs von den RLRs an die CARD-Domaéane des
IPS-1 (interferone-B promotor stimulator 1) Proteins binden (Horner et al.
2011). IPS-1 sind an der mitochondrialen AuRenmembran, Peroxisomen
oder MAM (Mitochondrien-assoziierte Membran) Regionen des ERs lokali-
siert (Belgnaoui et al. 2011; Horner et al. 2011). Durch die Interaktion von
RIG/IPS-1 werden Signalmolekile (TRAFs (tumor necrosis factor (TNF) re-
ceptor-associated factors)) rekrutiert, wodurch nachfolgend Transkriptions-
faktoren wie IRF-3, IRF-7 und NF-kB aktiviert werden (Honda et al. 2006).
Diese Transkriptionsfaktoren sind fir die Produktion von Type | Interferonen
und proinflammatorischen Zytokinen verantwortlich, die die virale Replikation
hemmen (Honda et al. 2006).
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2. Zielstellung

Im Fokus der Arbeit sollten Analysen von ausgewéhlten Faktoren und Me-
chanismen der HERV-K(HML-2)-Restriktion stehen. Ziel war es zunéachst
potentielle zellulare Restriktionsfaktoren auf ihre Aktivitdt gegen das Virus zu
prufen. In diesem Zusammenhang sollten APOBEC 3G (A3G) sowie Proteine
der PYHIN-Familie untersucht werden.

Zunachst sollte die Interaktion von A3G mit dem akzessorischen Protein Rec
und dem zellularen Protein Staufen-1 bestatigt werden (Hanke 2010). Diese
Interaktion kann durch eine oxidative Stressreaktion mit Ausbildung einer
HMM A3G-Granula verstarkt werden (Hanke 2010, Block 2016). Darauf ba-
sierend sollte in dieser Arbeit genauer untersucht werden, welchen Einfluss
eine ektopische Expression des A3G-Proteins auf die HERV-K(HML-2)-
Expression besitzt.

Eine andere Gruppe von Restriktionsfaktoren ist die PYHIN-Proteinfamilie, zu
der die IFI16-, AIM2-, MNDA- und IFIX-Proteine gehéren. Von der Arbeits-
gruppe um Frank Kirchhoff wurde eine HIV-1-Restriktion durch nuklare
PYHIN-Proteine gezeigt (Hotter et al. 2019; Bosso et al. 2020), sodass diese
Proteinfamilie auch einen Einfluss auf HERV-K(HML-2) besitzen kdnnte. Aus
vorherigen Untersuchungen der Gruppe am Robert Koch-Institut war zu dem
eine Restriktion der HERV-K(HML-2)-Partikelproduktion durch IFI116 bekannt
(Zumblick 2019; Savas 2020 & Friedrich 2021). Im Zuge dieser Arbeit sollte
deshalb geklart werden, ob die anderen PYHIN Proteine (AIM2, MNDA und
IF1X) ebenfalls die HERV-K(HML-2)-Partikelproduktion reduzieren kénnen. In
diesem Falle sollte die Inhibiton genauer charakterisiert werden.

Einen weiteren Schwerpunkt dieser Arbeit sollten Untersuchungen zu huma-
nen endogenen Retroviren und Stessgranula Assemblierung bilden. Im Vor-
dergrund soll die Frage der Induktion von Stressganula durch HERV-K(HML-
2)-Expression stehen.

Unter bestimmten pathophysiologischen Bedingungen wie Neoplasien oder
Autoimmunerkrankungen kdénnen humane endogene Retroviren stark expri-

miert werden, sodass eine mdgliche Therapie mit antiretroviralen Medika-

20



Zielstellung

menten in Betracht gezogen werden kdnnte. Dafur soll die Wirkung von nuk-
leosidischen und nukleotidischen reverse Transkriptase Inhibitoren (NRTI &
NtRTI), nicht-nukleosidischen reverse Transkriptase Inhibitoren (NNRTI),
Integraseinhibitoren und Proteaseinhibitoren auf die HERV-K(HML-2)-
Infektion untersucht werden.

Diese Promotionsarbeit soll das Verstandis intrazellularer Restriktionsme-
chanismen nach einer HERV-K(HML-2)-Reaktivierung erweitern und Mog-
lichkeiten einer therapeutischen Kontrolle der HERV-K(HML-2)-Expression

mit antiretroviralen Substanzen aufzeigen.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Zelllinien

Tabelle 1: Zelllinien mit deren Ursprung und Kultivierungsmedium

Zellen Ursprung Kultivierungsmedium
786_0 humane epitheliale Nieren- RPMI + 10 % FKS + 1x Penicillin/
karizomzellen Streptomycin

C8166 humane T Zell Leukamiezellen RPMI + 10% FKS + 1x Penicillin/
Streptomycin

GH humane Teratokarzinomzellen DMEM + 10 % FKS + 1x Penicillin/
Streptomycin

H9 humane kutane T Lymphozy- RPMI + 10 % FKS + 1x Penicillin/
ten aus einem Lymphoblasten  Streptomycin

HEK- humane embryonale Nieren- DMEM + 10 % FKS + 1x Penicillin/
293T karzinomzellen Streptomycin

HelLa humane Zervixkarzinomzellen DMEM + 10 % FKS + 1x Penicillin/
Streptomycin

Teral humane Teratokarzinomzellen DMEM + 10 % FKS + 1x Penicillin/

Streptomycin

3.1.2 Bakterienstdmme

Tabelle 2: Bakterienstamme

Bakterienstamm Firma

OneShot® Topl10 chemically competent cells  Invitogen
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3.1.3 Antikorper

Tabelle 3: Antikorperliste eingeteilt in primére und sekundéare Antikor-

per
Antikorper Konzentration Spezies Firma
primare Antikdrper
Anti-A3G 1:50 Kaninchen Abcam
Anti-CBP 1:500 Kaninchen Merck Millipore
Anti-ElIF2a 1:100 Maus Abcam
Anti-Flag 1:1.000 Maus Sigma-Aldrich
Anti-G3BP 1:150 Kaninchen Sigma-Aldrich
Anti-GAPDH 1:5.000 Maus Sigma-Aldrich
Anti-GAPDH 1:5.000 Kaninchen Sigma-Aldrich
Anti-HA 1:1.000 Maus BioLegend
Anti-p24 (AG3.0) 1:400 Maus Dr. Stephen Nor-
ley, Robert
Koch-Institut
Anti-p27 (HERMA-7) 1:50 Maus Dr. Klaus Boller,
PEI
Anti-p27 (VD K140 p5B)  1:400 Kaninchen Dr. Oliver Hohn,
Robert Koch-
Institut
Anti-P-EIF2a (S51) 1:100 Kaninchen Abcam
Anti-Tubulin 1:5.000 Maus Sigma-Aldrich
Anti-V5 1:5.000 Maus Serotec
Sekundére Antikodrper
Anti-Maus 680 LT 1:5.000 Ziege Li-Cor
Anti-Kaninchen 680 LT 1:5.000 Ziege Li-Cor
Anti-Maus 800 CW 1:5.000 Ziege Li-Cor
Anti-Kaninchen 800 CW  1:5.000 Ziege Li-Cor
Anti-Maus Alexa 488 1:500 Ziege Invitrogen
Anti-Kaninchen Alexa 1:500 Ziege Invitrogen
594
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3.1.4 Primer/Sonden

Die lyophilisierten Primer wurden mit destilliertem Wasser auf eine Konzent-
ration von 100 uM verdinnt.

Die Primer wurden bei Invitrogen und die Sonden und der ROX-
Fluoreszenzfarbstoff wurden bei TIB MOLBIOL bestellt.

Tabelle 4: Primerliste mit deren Sequenzen, eingeteilt in Klonierungs-
primern, qPCR- und PERT-Primer

Bezeichnung Sequenz

Klonierungsprimer

A3G-Hindlll-F GCG AAG CTT ACC ATG AAG CCT CAC TTC
AGA AAC ACA

A3G-HA-EcoRI CGC GAA TTC TCA AGC GTA ATC TGG AAC
ATC GTA TGG GTA GTT TTC CTG ATT CTG
GAG AAT GGC CCG

F_A3G_G/S_HA_Hindlll GCG AAG CTT ACC ATG TAC CCA TAC GAT

GTT CCA GAT TAC GCT GGC GGC TCG GGC
AAG CCT CAC TTC AGA AAC ACA
F_A3G_TAP_HA_Hindlll GCG AAG CTT ACC ATG TAC CCA TAC GAT
GTT CCA GAT TAC GCT GCC CGG GCG GAT
CCC CCG GGC TGC AGG AAG CCT CAC TTC

AGA AAC ACA

R_A3G_EcoRI CGC GAA TTC TCA GTT TTC CTG ATT CTG
GAG AAT GGC CCG

R_A3G_G/S_HA_EcoRI CGC GAA TTC TCA AGC GTA ATC TGG AAC

ATC GTA TGG GTA GCC CGA GCC GCC GTT
TTC CTG ATT CTG GAG AAT GGC CCG

gPCR-Primer

huA3Gfw_setl (Exon 5/6) CAACCAGGCTCCACATAAAC
huA3Grev_setl (Exon 6) GGTGAAGCAGGTAACCCTGT
huA3Gfw_set2 (Exon 5) GAGCGCATGCACAATGAC
huA3Grev_set2 (Exon 6) GCCTTCAAGGAAACCGTGT
huA3Gfw_set3 (Exon 5/6) GGCTCCACATAAACACGGTTTC
huA3Grev_set3 (Exon 6) AAGGGAATCACGTCCAGGAA
huA3Gfw_set4 (Exon 2) CCATCCTTTCTCGTCGGAATAC
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huA3Grev_set4 (Exon 2/3)
huA3Gfw_set5 (Exon 2)
huA3Grev_set5 (Exon 2)
hGAPDH-66F

(Urisman et al. 2006)
hGAPDH-291R
(Urisman et al. 2006)
HERV_pFor
HERV_pVL_Revl
GAPDH-44-45 For
(Behrendt et al. 2009)
GAPDH-44-45-Rev
(Behrendt et al. 2009)
HERV_Probe (FAM)

GAPDH-44-45 Probe (HEX)
PERT-Primer

MS2-PERT Probe (FAM)
(Horie et al. 2010)
Horie2010_PERT-For
(Pizzato et al. 2009)
Horie2010_PERT-Rev
(Pizaato et al. 2009)

MS2 RNA Template

AATACACCTGGCCTCGAAAG
ACACAGTGGAGCGAATGTATC
CCTTGAGGGACCCTTTGTTT
GAAGGTGAAGGTCGGAGTC

GAAGATGGTGATGGGATTC
CCAACGTGGAGGCTTTTCTCTAG
ATCACCCTAGCTTCTTCCGA
GGCGATGCTGGCGCTGAGTAC

TGGTCCACACCCATGACGA

6FAM-
AGGTACGCTCGAGCGTGGTCATTGAGG-
BBQ

CTTCACCACCATGGAGAAGGCTGGG

6FAM-TCTTTAGCGAGACGCTACCATGGCTA-
BHQ1
TCC TGC TCA ACT TCC TGT CGA G

CAC AGG TCA AAC CTC CTA GGA ATG

Sigma Aldrich

3.1.5 Konstrukte

Tabelle 5: Konstrukte

Konstrukte/Plasmide

Beschreibung

Referenzen

HERV-Kcon GPP

HERV-Kcon GFP

HERV-K
kodiert virale Strukturprote-
ine und Enzyme, die fur die
Partikelbildung
dend sind
HERV-K

Zennou et al. 2004
zur Verfugung gestellt

Molekularklon;

von Herrn Paul Bie-
entschei- niasz von der Rockefel-
ler Universitat

Molekularklon; Lee etal. 2007
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pBSK-CMV-oriST-HERV-
K113

pBSK-ori-HERV-K113

pBSK-oriST-HERV-K113

pBud-Rec-V5
pcDNAG6

pcDNA-A3G

pcDNA-A3G-C-G/S-HA

PcDNA-A3G-HA

pcDNA-A3G-N-G/S-HA

pcDNA-A3G-N-NTAP-HA

kodiert die virale HERV-
K113 RNA und besitzt ein
CMV-Promotor getriebenes
GFP Reportergen in der
Env Region

oriST HERV-K113 Moleku-
einem CMV

Promotor in der 5LTR an-

larklon mit

stelle der U3 Region
HERV-K113 Molekularklon
mit Rickmutation der nicht
synonymen Mutation
HERV-K113 Molekularklon
mit Ruckmutation der nicht
synonymen und synony-
men Mutationen

Rec Expressionsplasmid
Kontrollplasmid
tor)

(Leervek-

A3G Expressionsplasmid

A3G  Expressionsplasmid
mit einem  Glycin/Serin-
Linker und HA-Tag C-
terminal

A3G  Expressionsplasmid
mit einem C-terminalen HA-
Tag

A3G  Expressionsplasmid
mit einem  Glycin/Serin-
Linker und HA-Tag N-
terminal

A3G  Expressionsplasmid

mit einem NTAP-Linker und

HA-Tag N-terminal

zur Verfigung gestellt
Bie-

niasz von der Rockefel-

von Herrn Paul

ler Universitat

Lausch 2013

Chudak et al. 2013

Lausch 2013

Hanke et al. 2013a & b

Invitrogen

Block

Rahmen dieser Arbeit

Adriana (im
konstruiert)

Block
Rahmen dieser Arbeit

Adriana (im

konstruiert)

Block

Rahmen dieser Arbeit

Adriana (im
konstruiert)
Block

Rahmen dieser Arbeit

Adriana (im

konstruiert)

Block

Rahmen dieser Arbeit

Adriana (im

konstruiert)
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pCMV-Rev
pCMV-Staufenl-Flag

pCMV-VSV-G

pGL3-Promoter

PMAX-GFP

PNTAP-A3G

psPAX2

pWPXL-GFP

MB3

MB6

MB7

MB8

MB15

MB17

Rev Expressionsplasmid
Staufen  Expressionsplas-
mid

Glykoprotein des Vesicular
stomatitis virus (VSV)
Luciferase-Expressions-

plasmid mit einem SV40

Promotor
Expressionsplasmid fur
GFP

A3G  Expressionsplasmid
mit  einer  N-terminalen
Calmodulin- (CBP) oder

Streptavidin-bindende-
Domane (SBP)

Lentiviraler  Verpackungs-
vektor
Lentiviraler Transfervektor

mit einem GFP Reporter-
gene
Kontrollplasmid
tor)

(Leervek-

AIM2 Expressionsplasmid

MNDA Expressionsplasmid

IFIX Expressionsplasmid

Expressionsplasmid far
AIM2  Pyrindoméane und
Linkerbereich

Expressionsplasmid fur

Addgene
Hanke et al. 2013 b

Addgene

Promega

Lonza

Block 2016

Addgene

Addgene

Hotter et al. 2019;
Dr. Frank Kirchhoff
(Universitat Ulm)
Hotter et al. 2019;
Dr. Frank Kirchhoff
(Universitat Ulm)
Bosso et al. 2020;
Dr. Frank Kirchhoff
(Universitat Ulm)
Bosso et al. 2020;
Dr. Frank Kirchhoff
(Universitat Ulm)
Bosso et al. 2020;
Dr. Frank Kirchhoff
(Universitat Ulm)
Bosso et al. 2020;
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MB19

MNDA Pyrindomane und Dr. Frank Kirchhoff
Linkerbereich (Universitat Ulm)
Expressionsplasmid fur Bosso et al. 2020;
IFIX Pyrindomé&ne und Lin- Dr. Frank Kirchhoff

kerbereich (Universitat Ulm)

3.1.6 Puffer und Nahrmedien

Tabelle 6: Puffer und deren Zusammensetzung

Puffer

1x TAE-Puffer 40 mM Tris-Acetat, 1 mM EDTA, pH 7,2

2 % PFA 2 % Paraformaldehyd in PBS

2% BSA 2 % Bovine Serumalbumin in PBS

2x HBS 5 M NacCl, 0,5 mM HEPES, 0,15 M Na;HPO4

2x PERT-Lysispuffer

6x DNA-Probenpuffer

6x Proteinladepuffer

Einbettmedium
Einfriermedium
Laufpuffer
LB-Agar
LB-Medium
NP-40 Lysepuffer

PBS
PBST

Transferpuffer

Tris-Glycin-Puffer

0,25 % Triton X-100, 50 mM KCL, 100 mM Tris-HCI,
pH 7.4, 40 % Glycerol

10 mM Tris-Acetat, 50 mM EDTA, 10 % Ficoll-400
(w/v) (Serva), 0,4 % Orange-G (w/v) (Sigma) in H20
6 % SDS, 30 % Glycerol, 33 uM B-Mercaptoethanol,
0,1 M Tris-HCL (pH 7,4) mit einer Spatelspitze
Bromphenolblau

20 g Mowiol, 80 mL PBS, 40 mL Glycin

FBS + 10 % DMSO

25 mM Tris (pH 8,3), 192 mM Glycin, 1 % SDS
LB-Medium mit 20 g/l Agar

1 % Bacto Hefe Extrakt; 1 % NacCl, pH 7,0

50 mM HEPES, 150 mM KCL, 2 mM EDTA, 0,5 %
NP-40

0,01 M NaH2PO4, 0,138 M NaCl, 0,0027 M KCl in ag.
dest., pH 7,2

0,1 % Tween in PBS

25 mM Tris (pH 8,3), 192 mM Glycin, 20 % Methanol
25 mM Tris (pH 8,3), 192 mM Glycin
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3.1.7 Kits

Tabelle 7: Kits

Kit Firma
Ambion DNase | (RNase-free) Invitrogen

Turbo DNA-free Kit

CellTiter 96 Non-Radioactive Cell Prolifera-
tion Assay (MTT)

HS-Mg RT Acitivity Kit

Luciferase Assay System + bx passive
Lysepuffer

Pierce BCA protein assay

Qiagen Plasmid Maxi Kits

QIAquick PCR purification Kit

QIAreo Spin Miniprep Kit

QuickChange Multi Site-Directed Mutagen-
esis Kit

RevertAid H Minus First Strand cDNA Syn-
thesis

RNeasy Kit

HS-Mg RT activity Kit

Lipofectamine 3000 Transfection Kit

Thermo Fisher Scientific

Promega

Cavidi
Promega

Thermo Fisher Scientific
Qiagen

Qiagen

Qiagen

Agilent Technologies

Thermo Fisher Scientific

Qiagen
Cavidi

Thermo Fisher Scientific

3.1.8 Chemikalien, Enzyme, Grol3enstandards

Tabelle 8: Chemikalien, Enzyme, Grof3enstandards

Chemikalie Firma

100x Penicillin/Streptomycin Biochrome AG
2',3'-Dideoxycytidin (ddC) Sigma-Aldrich
2-Mercaptoethanol Roth
3'-Azido-3'-deoxythymidin (AZT) Sigma-Aldrich
4x Proteinladepuffer Li-Cor

Adel (fast digest enzym)
Agarose
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin

Amprenavir

Thermo Fisher Scientific
Carl Roth GmbH

Carl Roth GmbH

Carl Roth GmbH
Sigma-Aldrich
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BigDyeTM Terminator v3.1 5X Sequencing
Buffer

Brilliant Il QPCR Master Mix

SensiFAST Probe No-Rox Kit

VeriQuest qPCR SYBR Green Master Mix
BSA

Buffer fir Restrikionsenzyme

Darunavir

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dnasel

dNTP’s

EcoRI (fast digest enzym)
EDTA

Elvitegravir

Emtricitabin

Ethanol

Ethidiumbromid

Etravirin

Fotales Kélberserum
GeneRuler 1 kb DNA Ladder
GeneRuler 100 bp DNA Ladder
Generuler 1kb Ladder
Hindlll (fast digest enzym)
Indinavir sulfate salt hydrate
Isopropanol

Kanamycin

Lamivudin

Lopinavir

Milchpulver

Mlul

Mowiol 4-88

Natriumarsenit

Nevirapin

Nonidet P40

PageRuler Prestained Protein Ladder

Thermo Fisher Scientific

Agilent Technologies
Bioline

Thermo Fisher Scientifc
Roche
Thermo Fisher Scientific;
New England Biolabd
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Thermo Fisher Scientific
Fermentas International Inc.
Thermo Fisher Scientific
Serva

Santa-Cruz

Sigma-Aldrich

Carl Roth GmbH

Roche Diagnostics GmbH
Sigma-Aldrich

Biochrome AG

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich

Carl Roth GmbH

Carl Roth GmbH
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Carl Roth GmbH

New England Biolabs
Sigma-Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma-Aldrich

PanReac AppliChem

Thermo Fisher Scientific
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Paraformaldehyd

Passive Lysis Buffer 5x
Pfu-DNA-Polymerase/- Puffer
Polybren [1 mg/ul]
Polyethylenimin (PEI)
Protease-Inhibitor (Tabletten)
Pstl

Pvull

Raltegravir

RiboLock RNase Inhibitor
Rotiphorese Gel 30 (Acrylamid 30 %)
Sacl

Sodiumdodecylsulfat (SDS)
Sucrose

T4-DNA-Ligase

TEMED
Tenofovirdisproxilfumarat
Tris-HCI 0,5 M

Tris-HCI 1,5 M

Triton X-100

Trypsin/EDTA

Tween 20

Xbal

Xhol (fast digest enzym)
Zeocin

Sigma-Aldrich

Promega

Thermo Fisher Scientific
Sigma Aldrich
Polysciences

Roche Diagnostics GmbH
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Santa-Cruz

Thermo Fisher Scientific
Carl Roth GmbH
Thermo Fisher Scientific
Sigma Aldrich

Sigma Aldrich Chemie GmbH
Thermo Fisher Scientific
Sigma Aldrich
Sigma-Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Thermo Fisher Scientific
Sigma Aldrich

New England Biolabs
Thermo Fisher Scientific
Invitrogen Cooperation
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur-Technik

3.2.1.1 Zellkultivierung

Die eingefrorenen Zellen wurden aus dem Stickstofftank entnommen und auf
Eis aufgetaut. Die Zellen wurden in 10 mL Kulturmedium, bestehend aus
DMEM oder RPMI mit 10 % FKS und 1x Penicillin/Streptomycin, aufgenom-
men und bei Raumtemperatur fir 5 min bei 300 xg zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde dekantiert, das Zellpellet in 10 mL Kulturmedium resuspendiert
und in T75 cm? Zellkulturflasche Uberfihrt. Die Kultivierung der Zellen erfolg-
te im Brutschrank mit folgenden Bedingungen: 37 °C, 5 % CO2 und 98 %
Luftfeuchtigkeit.

Bei den adharenten Zellen wurde das verbrauchte Kulturmedium abgenom-
men und die Zellen vorsichtig mit 10 mL PBS gewaschen. AnschlieRend er-
folgte das Ablosen der Zellen durch die Zugabe der Trypsin/EDTA Ldsung.
Durch die Zugabe von serumhaltigem Medium wurde die enzymatische Wir-
kung des Trypsins aufgehoben und die Zellen wurden fir 5 min bei 300 xg
pelletiert. AnschlieBend wurde das Uberschissige Medium dekantiert und
das Zellpellet in 10 mL Kulturmedium aufgenommen.

Die Suspensionszellen wurden mit dem Kulturmedium abgenommen und bei
Raumtemperatur fir 5 min bei 300 xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde de-
kantiert und das Zellpellet in 10 mL Kulturmedium resuspendiert.

Die Zellzahl wurde entweder manuell Gber eine Neubauer-Zéahlkammer
(Brand GmbH) oder automatisiert tiber den Beckman Coulter bestimmt und
auf eine bestimmte Zellzahl in Abhangigkeit der verwendeten Kultivierungs-
gefalRe und Zelllinie eingestellt und ausgesat (siehe Tab. 9). Die unterschied-
lichen Zellzahlen fur die 293T und HelLa/786_0 Zellen wurden nach der Ver-

dopplungszeit der Zellen (Wachstumsgeschwindigkeit) bestimmit.
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Tabelle 9: eingesetzte Zellzahlen

Kultivierungsgefafn Zellzanhl

293T HeLa/786_0
96-Well-Platte 2,5x10% Zellen 1,25x10* Zellen
48-Well-Platte 5x10° Zellen 2,5x10% Zellen
12-Well-Platte 2,5x10° Zellen 1,25x10° Zellen
6-Well-Platte 5x10° Zellen 2,5 x10° Zellen
10 cm Zellkulturschale 4x10° Zellen
15 cm Zellkulturschale 8x10° Zellen

Zur Aufbewahrung der Zellen wurde das Zellpellet in Einfriermedium aufge-
nommen, in Kryoréhrchen aliquotiert und bei -80°C fir mindestens 24 h ein-
gefroren. AnschlieRend wurden die Aliquote fur die weitere Lagerung in den
Stickstofftank tberflhrt.

3.2.1.2 Transfektion

Die Transfektion ist eine Methode, um Plasmid-DNA in eukaryotische Zellen
einzubringen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Calciumphosphat-
Koprazipitationsmethode, die lipidvermittelte Transfektion mit Lipofektamin
und die polymervermittelte Transfektion mit Polyethylenimin (PEI) angewen-
det.

3.2.1.2.1 Calciumphosphat-Kopréazipitation

Bei der Calciumphosphat-Koprazipitationsmethode wurde eine DNA-
Calciumchlorid-L6sung mit den enthaltenen Einsatzkonzentrationen der
Plasmide hergestellt und auf eine phosphathaltige Losung (2xHBS) unter
vortexten getropft (Ansatz siehe Tab. 10). Dabei fallen Calciumphosphat-
komplexe, die DNA Prazipitate enthalten, aus. Nach einer Inkubation von
30 min bei Raumtemperatur wurde die Losung auf die Zellen pipettiert, wobei
sich die Komplexe auf den Zellen anlagerten und Uber Endozytose aufge-
nommen wurden. Abschlie3end wurde nach einer Inkubationszeit von 6-8
Stunden im Brutschrank das Kulturmedium ausgetauscht und bis zur weite-

ren Bearbeitung im Brutschrank inkubiert.
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Tabelle 10: Pipettierschema fur die Calciumphosphat-Koprazipitations-

methode
DNA- 2,5 M CaCl; 2xHBS
Konzentration
15 cm Zellkultur- 48 pg in 900 pl 100 pl 1mL
schale dH20

3.2.1.2.2 Transfektion mit Lipofektamin

Lipofektamin bestehen aus positiv geladenen Lipidmolekilen, welche in
wassriger Umgebung kationische Liposomen bilden. Diese Liposomen sind
in der Lage, die negativ geladene DNA zu komplexieren, sich an die Zell-
oberflache anzulagern, und Uber eine Fusion die DNA ins Zytoplasma der
Zielzelle zu transportieren.

Die Durchfuhrung erfolgte nach Herstellerangaben von Thermo Fisher Scien-
tific.

3.2.1.2.3 Transfektion mit Polyethylenimin (PEI)

Die polymervermittelte Transfektion mit Polyethylenimin (PEI) wurde haupt-
sachlich fur die Herstellung von viralen Partikeln angewendet. Polyethyl-
enimin ist eine kationische Substanz, die mit der negativ geladenen DNA zu
Komplexen kondensiert, welche an der Zelloberflache bindet und tGber Endo-
zytose aufgenommen wird.

In eine bestimmte DMEM-Menge (ohne FKS und Penicillin/Streptomycin)
wurde eine spezifische Plasmidkonzentration hinzugeflgt (siehe Tab. 11).
Anschlie3end wurde PEI im Verhéltnis von 1:3 zur DNA-Konzentration in die
DNA-Plasmid-Lésung hinzugegeben, gevortext und fur 15 min bei Raum-
temperatur inkubiert. Wahrend der Inkubationszeit wurden die Kulturmedien
von den Kultivierungsgefalien ausgetauscht. Nach erfolgter Inkubation wurde
die Transfektionslésung vorsichtig zu den Zellen pipettiert und die Kultivie-
rungsgefale im Brutschrank fur 6-8 Stunden inkubiert. Anschliel3end erfolgte
ein Austausch der Kulturmedien und die Kultivierungsgefaf3e wurden bis zur

weiteren Bearbeitung im Brutschrank inkubiert.
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Tabelle 11: Pipettierschema fiir die PEI-Transfektion

DMEM Plasmid- PEI (Stock:
Konzentration 2,5 ug/p)
6-Well-Platte 200 3ug 3,6 ul
10 cm Zellkulturschale 1mL 8 ug 9,6 ul
15 cm Zellkulturschale 2 mL 12 ug 14,4 ul

3.2.1.2.4 Ansatztabellen fir die Virusproduktionen

In den nachfolgenden Tabellen befinden sich die Einsatzkonzentrationen in
Prozent fur die Herstellung von infektiosen pseudotypisierten viralen HERV-
K(HML-2)- und HIV-1-GFP-Reporterviren (siehe Tab. 12 & 13). HERV-Kcon-
Viren sind rekonstituierte infektiose virale HERV-K(HML-2)-Partikel (Lee et
al. 2007). Fur die Herstellung von Reporterviren wurde VSV-G als Hullprotein
verwendet. VSV-G ist das Glykoprotein des vesikularen Stomatitis-Virus,
welches die Bindung des Virus an die Wirtszellmembran induziert (Okimoto
et al. 2001).

Tabelle 12: Einsatzkonzentration [%] fur die Herstellung von viralen
HERV-K(HML-2) Partikeln

Plasmide Prozentualer Anteil
HERV-Kcon GFP 50 %
HERV-Kcon GPP 30 %
pCMV-Rev 10 %
pCMV-VSV-G 10 %

Tabelle 13: Einsatzkonzentration [%] fur die Herstellung von viralen
HIV-1 Partikeln

Plasmide Prozentualer Anteil
pWPXL 50%

psPAX2 37,5%
pCMV-VSV-G 12,5%

3.2.1.2.5 Ansatztabelle fur die HERV-K(HML-2) Restriktionsanalysen

In dieser Arbeit wurden HERV-K(HML-2)-Restriktionsanalysen mit A3G und
verschiedene PYHIN-Proteine (AIM2, IFIX und MNDA) durchgefihrt. Die
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Einsatzkonzentrationen fur diese Restriktionsexperimente kénnen aus den

folgenden Tabellen 14 & 15 entnommen werden.

Tabelle 14: Einsatzkonzentration fur die Restriktionsexperimente mit
A3G-Proteinen

Plasmide Prozentualer Anteil
pBSK oriHERV-K113 50%
A3G-Konstrukte/ Kontrollplasmide 20 %
pBud-Rec 20%
pCMV-Staufen 10%

Tabelle 15: Einsatzkonzentration fur die Restriktionsexperimente mit
PYHIN-Proteinen

Plasmide Prozentualer Anteil
pBSK oriST HERV-K113 oder 40%

pBSK CMV oriST HERV-K113

PYHIN-Proteine/ Kontrollplasmide 50%
pCMV-Staufen 10%

3.2.1.3 Infektion

Fur die Inhibierungsexperimente von HERV-K(HML-2)-Infektion durch antiret-
rovirale Wirkstoffe wurden Zellen in einer 48-Well-Platte ausgesat und durch
die Zugabe von unterschiedlichen Wirkstoffkonzentrationen wurden Inhibie-
rungskurven durch die Messung von GFP positive Zellen tber die Durch-
flusszytometrie bestimmt. Die Infektion der Zellen (293T, HelLa, 786_0) er-
folgte durch die Zugabe der Viren mit Polybrene in einer Konzentration von 8
pug/mL. Polybrene neutralisierte die Abstol3ung zwischen den Viren und der
Zelloberflache, wodurch die Effizienz der Infektion erhdht wurde (Davis et al.
2002). Nach einer Inkubation von 2 Stunden im Brutschrank wurde das Kul-
turmedium ausgetauscht und neues Kulturmedium mit den unterschiedlichen
Wirkstoffkonzentrationen hinzugegeben. Danach erfolgte eine 72-stiindige
Inkubation im Brutschrank.

Bei den Proteaseinhibitoren waren die unterschiedlichen Wirkstoffkonzentra-
tionen wahrend der Herstellung der HIV-1- und HERV-Kcon-Viren vorhanden
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und nach erfolgter Aufkonzentrierung der viralen Uberstande wurden die
293T Zellen infiziert.

3.2.1.4 Praparation von Zellen und Zelliiberstanden

Die Aufkonzentrierung von Virusiberstdnden kann einerseits per Ultrazentri-
fugation unter der Verwendung der Beckman Optima-L100K Ultrazentrifuge
erfolgen. Dafiir wurden die virushaltigen Uberstande bei 300 xg fir 5 min
zentrifugiert, um die enthaltenen Zelltrummer zu entfernen. Anschlielend
wurde der Uberstand durch einen 0,45 uM Sterilfilter filtriert und auf einen
20%igen Sucrosekissen geschichtet mit einer nachfolgenden dreistiindigen
Zentrifugation bei 30.000 xg und 4 °C. Der Uberstand wurde dekantiert und
das Viruspellet in PBS oder DMEM (+ FKS & Peniciliin/ Streptomycin) resus-
pendiert.

Anderseits konnen die Viren Uber eine Tischzentrifuge pelletiert werden. Da-
fur wurden die Virusuberstande bspw. von einer 6-Well-Platte in Eppendorf-
Tubs tberfiihrt, fir 5 min bei 300 xg zellfrei zentrifugiert und die Uberstand in
ein neues Eppendorf-Tube Uberfiihrt. Die enthaltenen Viren wurden durch
eine dreistindige Zentrifugation bei 15.000 xg und 4°C in der Micro 200 R
Zentrifuge von Hettich pelletiert. Das Viruspellet wurde in PBS resuspendiert
und bis zur weiteren Bearbeitung bei -80 °C aufbewahrt.

Fur die Vorbereitung der Zelllyse wurden die Mediumstberstande entfernt
und die Zellen einmalig mit PBS gewaschen. AnschlieRend erfolgte die Zell-
lyse durch die Zugabe des NP-40 Lysepuffers. Danach wurden die Zellen
mittels eines Zellschabers von der Zellkulturoberflache abgeschabt und in
einen Eppendorf-Tube Uberfuhrt. Nach einer 10-mindtigen Inkubation auf Eis
und einer 10-mindtigen Zentrifugation bei 16 000 xg entstand ein zellfreies
Lysat, welches in ein neues Eppendorf-Tube Uberfihrt wurde. Durch die Zu-
gabe des 6-fachen oder 4-fachen Proteinladepuffers plus Aufkochen des Ly-
sates auf 95 °C fur 5 min wurden die Lysate fur die Proteingelelektrophorese
vorbereitet. AnschlieBend wurden die Lysate bei -20 °C bis zur weiteren Be-
arbeitung gelagert.

Fur die Analyse der GFP positiven Zellen mittels Durchflusszytometrie wur-

den die Zellen einmalig mit PBS gewaschen und anschlielend mit einer
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Trypsin/EDTA-LOsung vom Zellkulturboden abgelést. Das Abstoppen der
Reaktion erfolgte durch das Kulturmedium. Anschlielend erfolgten zwei
Zentrifugationsschritte bei 300 xg fur 5 min. Nach dem ersten Zentrifugati-
onsschritt wurden die Zellen mit PBS gewaschen und nach dem zweiten
Zentrifugationsschritt wurden die Zellen in 2 %igem PFA aufgenommen und
fixiert. Die fixierten Zellen wurden in ein FACS-Réhrchen Uberfuhrt und im
Kihlschrank gelagert.

Fir die Stimulierung einer Stressgranula wurden 0,5 mM Natriumarsenitlo-
sung zu den Zellen gegeben und fir 45 min bei 37 °C inkubiert. Daflr wurde
eine 0,05 M Natriumarsenit-Stocklésung mit Kulturmedium auf 0,5 mM ver-
dinnt. AnschlieBend wurde frisches Kulturmedium auf die Zellen gegeben
und weitere 30 min im Brutschrank inkubiert. Danach erfolgte die Immunfluo-
reszenzfarbung oder die Aufarbeitung der Zellen fir den Western-Blot.

Fur die Immunfluoreszenzfarbung wurden die HeLa Zellen auf Deckglaschen
kultiviert und transfiziert. AnschlielRend wurden die Zellen mit PBS gewa-
schen und mit 2 % PFA fur 30 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Danach
erfolgte ein weiterer Waschschritt mit PBS (3x) fur je 10 Minuten. Die fixierten

Zellen wurden im Kihlschrank bis zur weiteren Bearbeitung gelagert.

3.2.2 Molekularbiologische Arbeiten

3.2.2.1 Polymerase-Kettenreaktion

Bei der Polymerase-Kettenreaktion erfolgte eine in vitro Vervielfaltigung von
vollstdndigen DNA-Fragmenten oder Abschnitten. Eine PCR-Reaktion wird in
drei verschiedene Phasen (Denaturierung, Primer-Bindung (Annealing) und
Elongation) eingeteilt. Bei der Denaturierung wird die doppelstrangige DNA
aufgetrennt, bei der Elongation erfolgt die Bindung der Primer an die spezifi-
sche Sequenz des DNA-Stranges und bei der Elongation erfolgt die Synthe-

se des komplementaren Stranges mithilfe einer thermostabilen Polymerase.

3.2.2.1.1 Amplifikations-PCR

Die Pfu-DNA-Polymerase wurde auf Grund ihrer Korrekurlesefunktion fur die
Amplifizierung von A3G mit den verschiedenen A3G-F-EcoRI- und A3G-R-

HindllI-Primern verwendet (siehe Tab. 16). Flur die weitere Bearbeitung der
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Sequenz wurden Restriktionsschnittstellen angehangen. Die Temperatur fur
die Primer-Bindung wurde anhand des Purin-Pyrimidin-Gehaltes mittels fol-
gender Formel: 4-}.G/C + 2-) A/T — 5 bestimmt und die Elongationszeit an

die amplifizierende Sequenz angepasst (Cyler-Programm siehe Tab. 17).

Tabelle 16: Ansatz fur die PCR mit der Pfu-DNA-Polymerase

PCR-Ansatz eingesetztes Volumen/

Konzentrationen

Pfu-Polymerase-Puffer 5ul

2,5 mM dNTPs 4 ul
forward/reverse Primer (10 uM) je2ul
Template-DNA X ul (5-10 ng)
Pfu-Polymerase (Roche Diagnostik) 1l

A. bidest ad. 50 ul

Tabelle 17: Cycler-Programm Pfu-DNA-Polymerase

Zyklen Temperatur [°C] Dauer [min] Schritt

1 95 2:00 Denaturierung
95 0:45 Denaturierung

30 56 0:05 Primer-Bindung
72 3:00 Elongation

1 72-74 5:00 Finale Elongation
4 °0 Lagerung

3.2.2.1.2 Sequenzierungs-PCR

Fur die DNA-Sequenzierung wurde die Kettenabbruchmethode nach Sanger
verwendet. Der Sequenzierungsansatz erfolgte nach einem festgelegten Pi-
pettierschema des Robert Koch-Instituts (siehe Tab. 18). Im Big Dye Premix
sind die AmpliTag DNA-Polymerase, die dNTPs und fluoreszierende 2°3-
Didesoxy-nukleosidtriphosphat-Mix (ddNTPs) enthalten.
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Tabelle 18: Pipettierschema fiir den Sequenzierungsansatz

Sequenzierungsbestandteile eingesetztes
Volumen

Plasmid-DNA X I (150-300 ng)

Primer je 0,5 ul

Big Dye Premix 1p

5xABI-Puffer 1,5 pl

A. bidest ad. 10 pl

Die Sequenzierungsansatze wurden in dem PCR-Cycler von der Firma Bio-

Rad Uberfuhrt und durchlauft folgendes Programm:

Tabelle 19: Cycler-Programm fir die Sequenzierungs-PCR

Zyklen Temperatur [°C] Dauer [min] Schritt

1 96 2:00 Denaturierung
96 0:10 Denaturierung

25 56 0:05 Primer-Bindung
60 4:00 Elongation
4 °0 Lagerung

Im Sequenzierungslabor des Robert Koch-Instituts erfolgte die Sequenzana-
lyse. Die Sequenzen wurden mithilfe des Computerprogramms Geneious

ausgewertet.

3.2.2.1.39gPCR

Fir die A3G qPCR wurde keine Sonde verwendet, sondern die Menge an
doppelstrangiger DNA wurde mittels SYBR Green nachgewiesen (Ansatz
siehe Tab. 20). SYBR Green bindet an doppelstrangiger DNA und wird bei
498 nm angeregt und emittiert Licht mit einer Wellenlange von 522 nm, die
im Cycler gemessen werden kann. Uber die Herstellung einer A3G Standard-

reihe konnten die Kopienanzahl/ul bestimmt werden.
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Tabelle 20: Pipettierschema fiir gPCR ohne Sonde

Bestandteile Eingesetztes Volumen
2xVeriQuest qPCR SYBR Green Mas- 10 pl

ter Mix

Forward/reverse Primer (10 pM) jelul

Template 4 ul

dH20 4 ul

Die qPCR Ansatze wurden im PCR Cycler MX300 von der Firma Stratagene
uberfuhrt und durchlauft folgendes Programm:

Tabelle 21: Cycler-Programm fir gPCR ohne Sonde

Zyklen Temperatur [°C] Dauer [min]  Schritt

1 50 2:00 UDG Behandlung

1 95 10:00 Aktivierung Taq DNA Poly-
merase und UDG Inaktivie-
rung

95 0:15 Denaturierung

45 60 1:00 Primer-Bindung und Elonga-

tion

3.2.21.4 Duplex-gPCR

Der Nachweis der intrazellularen HERV RNA erfolgte mittels Duplex qPCR,
wobei einerseits die HERV RNA und als Ladekontrolle die GAPDH RNA
nachgewiesen wurde. Der Nachweis der PCR Fragmente erfolgte mittels
zwei verschiedener Sonden mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffe
(FAM & HEX), die bei unterschiedlichen Wellenlangen angeregt und gemes-
sen wurden (siehe Tab. 22).
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Tabelle 22: Pipettierschema Duplex-gPCR

Bestandteile Eingesetztes Volumen
Brilliant gPCR Master Mix (2x) 12,5 pl

HERV_pFor (10 uMm) 1,25yl
HERV_pVL_Rev (10 uM] 1,25 ul

HERV Sonde FAM (10 uM) 0,5ul
GAPDH44-45_For (10 uM) 1,25 ul
GAPDH44-45 Rev (10 pM) 1,25yl

GAPDH44-45 Sonde Hex (10 pl) 0,5 ul

dH.0O 1,5 pl

Template 5ul

Die gPCR Ansatze wurden im PCR Cycler MX300 von der Firma Stratagene

Uberfahrt und durchlauft folgendes Programm:

Tabelle 23: Cylcler-Programm fur Duplex-gPCR

Zyklen Temperatur [°C] Dauer [min] Schritt

1 95 10:00 Denaturierung
95 0:30 Denaturierung

45 54 1:00 Primer-Bindung
72 0:30 Elongation

3.2.2.2 Restriktionsansatze mit Endonukleasen

Die bakteriellen Endonukleasen erkennen spezifisch palindromische Se-
guenzen und schneiden die eingesetzten Plasmide an dieser Stelle, wodurch
5°-, 3'-Uberhange oder glatte Uberhange entstehen. Die Restriktionsenzyme

wurden nach Herstellerangaben verwendet und wie folgt pipettiert:

Tabelle 24: Restriktionsansatz mit Endonukleasen

Restriktionsbestandteilen eingesetztes Volumen
Vektor/Insert x ul
Restriktionsenzym jelul
10xRestriktionspuffer 2 ul

A. bidest ad. 20 ul

Die Inkubationszeit von 15 min bis 60 min bei 37 °C richtete sich nach den

verwendeten Restriktionsenzymen.
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3.2.2.3 DNA-Aqgarosegelektrophorese und DNA-Gelextraktion

Nach dem Verdau mit den Restriktionsenzymen wurden die DNA-Fragmente
entsprechend ihrer GréRe im Agarosegel aufgetrennt. Daftr wurde Agarose
in 1IXTAE-Puffer auf eine Endkonzentration von 1-2 % in Abhé&ngigkeit von
den zu erwarteten DNA-Fragmentgrof3en eingestellt. Die Agaroselésung
wurde bis zur vollstandigen Auflésung der Agarose erhitzt. AnschlieRend er-
folgte das Abkihlen der Lésung auf ca. 40 °C, um Etidiumbromid hinzugeben
zu konnen. Das flussige Gel wurde in die Gelkammer gegossen, wobei durch
das langsame Abkuhlen des Gels eine Aushéartung erfolgte. Ethidiumbromid
interkalierte in die Doppelhelix der DNA, wodurch die Fragmente unterm UV-
Licht sichtbar wurden. Zu jeder Probe wurde 6xDNA-Ladepuffer hinzugege-
ben und auf das Gel aufgetragen. Als GroRenstandard diente der ,Generuler
1 kb DNA* Marker oder der ,Generuler 100 bp DNA* Marker von Fermentas.
Danach erfolgte die Auftrennung der Fragmente im Agarosegel im 1 %igen
TAE-Puffer bei 60-120 V fiur 45-60 min. Im Anschluss wurde die DNA-
Fragmenten mittels UV-Licht sichtbar gemacht, somit konnte ein digitales
Bild fur die Dokumentation aufgenommen und die DNA-Fragmente aus dem
Agarosegel ausgeschnitten werden. Fir die Gelextraktion wurde das

,QIAquick Gel Extraction Kit* von Qiagen nach Herstellerangaben verwendet.

3.2.2.4 Ligation und Transformation

Fur die Ligation wurde die T4-DNA-Ligase verwendet, die freie 5 -Phosphat-
und 3 -Hydroxylgruppen unter Verbrauch von ATP verknipft, wodurch eine
Phosphordiesterbindung entstand. Diese Methode wurde verwendet, um In-
sert- und Vektor-Fragmenten nach vorheriger Restriktion mit den gleichen
Restriktionsendonukleasen zu ligieren. Die Zusammensetzung des Ligati-

onsansatzes entsprach folgender Tabelle:
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Tabelle 25: Ligationsansatz

Ligationsansatz eingesetztes Volumen/Konzentration

Vektor 80 ng

Insert Konzentration wird Uber folgende Formel be-
stimmt:

Lange [Insert]
ng [Fragment] = 5 - ng [Vektor] - =200

10xT4-DNA-Ligase Puffer 2 ul
T4-Ligase 0,5 ul
A. bidest ad. 20 ul

Nach einer Inkubation von 30 min bei Raumtemperatur und 12 Stunden bei
16 °C erfolgte die chemische Transformation. Daftir wurde der Ligationsan-
satz zu den chemokompetenten E. coli Zellen gegeben und auf Eis fur 30
min inkubiert mit einem anschlieRenden Hitzeschock fur 45 Sekunden bei
42 °C. Danach wurde 250 pl SOC-Medium zu den E. coli Zellen gegeben
und bei 37 °C fur eine Stunde inkubiert, um die E. coli Zellen zu vermehren.
Danach wurden die E. coli Zellen auf Selektivplatten, bestehend aus LB-
Platten mit Antibiotikazusatzen wie Kanamycin, Ampicillin oder Zeocin mit
einer Konzentration von 10 mg/ml, ausplattiert.

Auf den Selektivplatten entstanden Kolonien wurden in LB-Medium mit Anti-
biotikazusétzen in einer Konzentration von 10 mg/mL gegeben und die E. coli
Zellen wurden tber Nacht bei 37 °C vermehrt. AnschlielRend erfolgte die
Plasmidisolierung aus den Bakterienzellen mittels ,QlAprep Spin Miniprep
Kit“ oder das ,Qiagen Plasmid Maxi Kit“, die nach Herstellerangaben ver-
wendet wurden.

Fir die Konzentrationsbestimmung von Plasmiden oder DNA-Fragmenten

wurde der ,Nanodrop-1000“ von Thermo Fisher Scientific verwendet.

3.2.2.5 RNA-Isolierung und cDNA Synthese

Nach den jeweiligen Herstellerangaben wurde die zellulare RNA aus den
Zellen Uber das RNeasy Kit von Qiagen isoliert. AnschlieBend erfolgte der
DNase Verdau uber die Ambion DNase | von Thermo Fisher Scientific und
die cDNA Synthese uber das Kit von Thermo Fisher Scientific (,RevertAid H
Minus First Strand cDNA Synthesis Kit*), wobei die oligo dT Primer verwen-
det wurden. Alle Kits wurden nach Herstellerangaben verwendet.
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3.2.2.6 SDS-Polyacryamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) und Western-
Blot

Der spezifische Nachweis von Proteinen im Zelllysat oder in den aufkon-
zentrierten Virusuberstanden (Herstellung von Zellysaten siehe 3.2.1.4) er-
folgte Uber die Western-Blot-Methode. Zuerst mussten die Proteine im SDS-
PAGE nach ihrer Grol3e im elektrischen Feld aufgetrennt werden. Daftr wur-
de ein 5%iges Sammel- und ein 12%iges Trenngel verwendet (Zusammen-
setzung siehe Tab. 26). Die Vernetzung von Acrylamid-Monomeren erfolgte
durch die Zugabe von Ammoniumpersulfat (APS) und N, N, N, N'-
Tetramethylethylendiamin (TEMED). Die Zellysate wurden auf das SDS-
Polyacrylamidgel aufgetragen und umgeben vom Ladepuffer erfolgte die Auf-
trennung der Proteine bei 100 bis 125 V fur ca. 1,5 Stunden. Der ,Pageruler
Prestained Protein“ Marker von Thermo Fisher Scientific wurde als Grol3en-

standard verwendet.

Tabelle 26: Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels fur zwei Ge-

le

Bestandteile 12%iges Trenngel 5%iges Sammelgel
A. bidest 6,8 ml 5,7 ml

30 % Acrylamid 8 ml 1,7 ml

1,5 M Tris-Lésung 5 ml

0,5 M Tris-L6sung 2,5ml

10%iges SDS 200 pl 100 pl

10%iges APS 100 pl 50 ul

TEMED 10 pl 10

Nach erfolgter Proteingelelektrophorese wurden das SDS-Gel in Transferpuf-
fer aquilibriert und die Proteine mittels eines Semi-Dry-Blotting-Verfahrens
auf eine Nitrocellulosemembran Ubertragen. Die Nitrocellulosemembran wur-
de ebenfalls in Transferpuffer aquilibriert. In die Blot-Apparatur wurde ein
Sandwich bestehend aus Filterpapier, Nitrocellulosemembran, SDS-
Proteingel und Filterpapier gelegt und bei 20 V fiur 35 min geblottet. An-
schlieend wurde die Nitrozellulosemembran in 4 %igem Milchpulver in
PBST entweder fir eine Stunde bei Raumtemperatur oder Uber Nacht bei

4 °C geblockt, um unspezifische Antikérperbindungen zu verhindern. An-
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schlieBend wurde die Membran in PBST gewaschen. Dann erfolgte die Zu-
gabe der priméren Antikdrperlésung. Nach erfolgter Inkubation von 1 Stunde
bei Raumtemperatur oder tber Nacht bei 4 °C wurde die Membran dreimal
fur jeweils 5 min mit PBST gewaschen. Dann wurde der Infrarat (IR)-
gekoppelter sekundare Antikdrper verdinnt in PBS flr eine Stunde bei
Raumtemperatur im Dunklen zur Membran gegeben. Nachfolgend wurde die
Membran 3-mal fir 10 min in PBST gewaschen. Die Detektion des gebunde-
nen IR-Antikdrpers erfolgte Uber das Gerat Odyssey von Li-Cor.

3.2.2.7 Luciferase-Messunqg

Das Luciferase-Gen diente der Quantifizierung der Luciferase-Aktivitat in den
Zelllysaten und stammt vom Leuchtkafer Photinus pyralis. Die Luciferase
wurde als Reportergen in die Zielzelle transfiziert (siehe 3.2.1.2). Nach einer
gewissen Inkubationszeit wurden das Kulturmedium von den Zellen einer 96-
Well-Platte entfernt und die Zellen mit 25 pl pro Well eines 1:5 verdinnten
passiven Lysepuffers lysiert. Nach einer 10-minutigen Inkubation bei Raum-
temperatur wurde das Zelllysat in PBS aufgenommen und nur eine definierte
Menge fir die Luciferasemessung genutzt. Das Zelllysat wurde in eine weil3e
96-Well-Platte Uberfihrt und durch Zugabe von 50 pl Luciferase Assay-
Substrat die Lichtemission am Luminometer LUMIstar Omega von der Firma
BMG Labtech gemessen. Die Luciferase war in der Lage das Substrat Luci-
ferin durch eine oxidative Decarboxylierung zu Oxyluciferin zu katalysieren,
wodurch die Lichtemission ausgeldst wurde (siehe Abb. 11). Die Konzentra-
tion an Lichtemission korreliert mit der Menge an exprimierter Luciferase. Die
Luciferasemessung wurde angewendet, um zytotoxische Effekte entweder
durch die Zugabe von Inhibitoren oder durch die ektopische Proteinexpressi-

on zu erkennen.

HO S N.__COOH
N : / f 2+ o S N (0]
UN/ /Sj/ ¢ AP+ 0 Luclfer_asé. Mg - \@E />7</ j + PP, + AMP +CO,
N N S

D-luciferin \ Oxyluciferin
Light

Abbildung 11: Reaktionsprinzip der Luciferasemessung (entnommen
aus dem Protokoll von Promega)
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3.2.2.8 Durchflusszytometrie

Fur die Analyse der Proteinexpression einzelner Zellen wurde die Durch-
flusszytometrie angewendet. Die Praparation der Proben erfolgte wie in
3.2.1.4 beschrieben. Dabei passiert jede einzelne Zelle einen Laserstrahl,
wodurch eine Anregung des Laserstrahls erfolgte und das Licht gestreut und
detektiert wurde, somit kdnnen bestimmte Eigenschaften der Zelle wie die
Form, die Struktur und die Fluoreszenzfarbung bestimmt werden. Nach er-
folgter Infektion wurde die Anzahl der GFP positive Zellen Gber FACS be-
stimmt und ins prozentuale Verhaltnis mit der Konzentration der HERV-Kcon
infizierten Zellen ohne Inhibitor gesetzt. Insgesamt wurden 20.000 Zellen
ausgezahlt. Die Auswertung der Daten erfolgte mithilfe einer Vorlage, welche
durch das Robert Koch-Institut angefertigt wurde.

3.2.2.9 Immunfluoreszenzfarbung (cLSM)

Fir die intrazellularen Antigenmarkierungen (Préaparation der Proben siehe
3.2.1.4) wurden die Zellen mit 0,5%-igen Triton X-100 permeabilisiert. Un-
spezifische Bindungen wurden mit 2 % BSA fur 30 Minuten blockiert. Die
primare wie auch sekundare Antikorperinkubationen erfolgte fur 2 Stunden
bei Raumtemperatur unter leichter Rotation. Nach jeder Antikdrperinkubation
wurden die Zellen 3x mit PBS gewaschen. Die Inkubation mit dem zweiten
Antikdrper erfolgte im Dunklen. AbschlieRend wurden die Zellen mit Mowiol
luftblasenfrei eingebettet. Die Praparate wurden bei 4 °C dunkel gelagert und
am konfokalen Laser Scanning Mikroskop (cLSM_780) von Zeiss ausgewer-
tet.

3.2.2.10 Quantifizierung der Virusexpression

Fur die Quantifizierung der Virusexpression wurde die Aktivitat der reversen
Transkriptase in den ultrazentrifugierten Virusiberstdnden gemessen. Dies
erfolgte entweder Uber den Cavidi-Assay oder Uber den ,qPCR-based pro-

duct-enhanced reverse transcriptase“ (PERT) Assay.
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3.2.2.10.1 Cavidi-Assay

Das Prinzip des Cavidi Assays beruht auf zwei Schritten: 1. die DNA Synthe-
se und 2. die DNA Quantifizierung (siehe Abb. 12). Zum gebundenen RNA
Template wurde die Reaktionsreagenz, die die Primer und die Nukleotide
(unteranderem auch BrdUTP) enthalt, und die Proben hinzugegeben. Die
Synthese des DNA Stranges erfolgte durch die reverse Transkriptase, die in
den Proben enthalten war. Fur die DNA Quantifizierung wurde eine alkali-
sche Phosphatase konjungierter a-BrdU Antikdrper verwendet, der an den
DNA/RNA Doppelstrang bindet. Anschliel3end erfolgte eine Substratreaktion
der alkalischen Phosphatase, die ein photometrisches Produkt synthetisierte,
welches Uber den ELISA Reader Sunrise von Tecan Group ausgewertet

werden konnte.

DNA-synthesis DNA-quantification
BrdUTP ® ®
. H
° : 2 :
¢ |5, 3
o 4 :}mnb-AP r ."' PNP
RT L] s} @ pNPP
L ] [ ] L
° ° H
. O ; O
L]
Template Primer
H —_— H - :
BrdUTP=RT substrate, mAb-AP=AP conjugated antibody,
pNPP=Colorimetric substrate for AP.

Abbildung 12: Reaktionsprinzip des Cavidi Assays (entnommen aus dem
Cavidi-Protokoll)

Die Durchfuhrung des ,HS-Mg RT Activity Kit“ von Cavidi erfolgte nach An-

gaben des Herstellers.

3.2.2.10.2 PERT-Assay

Das zweite Verfahren fir die Quantifizierung der reversen Transkriptase aus
den aufkonzentrierten Virusiberstanden erfolgte tber die ,qPCR-based pro-

duct-enhanced reverse transcriptase“ (PERT) Methode.
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Fur die Lyse der aufkonzentrierten Virustberstande wurde RNase Inhibitor
zu den 2x PERT-Lysisbuffer im Verhaltnis von 1:50 hinzugegeben und davon
5 pl pro Well in eine 96-Well-Platte aliquotiert. Nach erfolgter Zugabe der
Probe (5 pl pro Well) und Inkubation von 10 min bei Raumtemperatur war die
vollstdndige Lyse der Viren abgeschlossen. Die Reaktion wurde durch die
Zugabe von 90 pl dH20 abgestoppt. Fur die gqRT-PCR wurden 9 pl der lysier-
ten Probe und 11 pl Mastermix (siehe Ansatztabelle 27) in eine gekuhlte
PCR-Platte von Bio-Rad pipettiert und im Cycler (siehe Tab. 28) inkubiert.

Tabelle 27: Reaktionsansatz PERT-Assay

Reagenz [W] pro Well
SensiFAST Probe No-Rox Maser Mix 8

RNase Inhibitor 1:10 frisch verdinnt 0,3
Horie2010_PERT-F (10 uM) 1
Horie2010_PERT-F (10 uM) 1
MS2-PERT-Probe FAM (10 puM) 0,5

MS2 RNA Template (0,8 pg/ul) 0,1
RNase-freies Wasser 0,3
Lysierter Virusiiberstand 9
Gesamtvolumen pro Well 20

Tabelle 28: Cycler-Programm PERT-Assay

Zyklen Temperatur [°C] Dauer [min] Schritt
1 42 20:00 cDNA Synthese
1 95 10:00 Initiale Denaturie-
rung
95 0:30 Denaturierung
45 60 0:30 Annealing
72 0:15 Elongation

Im Cycler wurde das Template (in diesem Fall die MS2 RNA vom Bakterio-
phagen) mithilfe der vorhandenen retroviralen reversen Transkriptase in
cDNA umgeschrieben und mittels gPCR quantifiziert, welche durch die fluo-
reszenz-markierte Sonde ermoglicht wurde (siehe Abb. 13). Dabei ist die

Menge der cDNA direkt proportional zur RT-Aktivitat. Zur Quantifizierung
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wurde der Standard vom Cavidi-Assay mitgefiihrt und die Auswertung erfolg-

te am CFX Maestro von der Firma Bio-Rad.

Viral supernatant MS2 cDNA
+ MS2RNA m\
@\ ‘.‘:_;_\.. TN~
G, -~ @ e SYBR Green |
S X _ reen —_
% lysis @ Master mix 4
@ SYBR Green | gPCR
,@/ + MS2 primers :
@ —\
—
s —

Abbildung 13: Reaktionsprinzip PERT-Assay (Vermeire et al. 2012)

Im Labor wurde anstelle des SYBR Green Master Mix die Sonde MS2-PERT-

Probe verwendet (Horie et al. 2010).
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4. Ergebnisse

4.1 Restriktionsfaktoren

4.1.1 Apolipoprotein B mRNA-editing enzyme, catalytic po-
lypeptide-like 3 G (A3G)

4.1.1.1 GH- und Tera-1-Zelllinien produzieren endogenes A3G/ HERV-K
(HML-2) RNA und endogene virale Partikel

Fur die Durchfihrungen der Restriktionsexperimente durch A3G sollte mog-
lichst eine Zelllinie verwendet werden, die entweder kein oder nur geringe
Mengen des endogenen A3G Proteins und zusatzlich keine endogene
HERV-K(HML-2) RNA-Expression aufweist. Aus vorherigen Experimenten
von Frau Thielen und Kolleg*innen ist bekannt, dass die T-Zelllinie H9 endo-
gen A3G und die Zelllinie C8166 kein endogenes A3G Protein exprimieren
(Thielen et al. 2007), sodass diese Zelllinien als Positiv- bzw. Negativkontrol-
le verwendet wurden. AulR3erdem ist bekannt, dass die Teratokarzinoma Zell-
linien (Tera-1 und GH) endogene retrovirale RNA und virale Partikel produ-
zieren konnen (Ruprecht et al. 2008; Bieda et al. 2001).

Aus den GH, Tera-1, H9, C8166 und 293T Zelllinien wurde die endogene
RNA isoliert, die restliche DNA mittels DNase Verdau entfernt und die RNA in
cDNA umgeschrieben. Die cDNA diente als Template fur die gPCR flr den
Nachweis der endogen exprimierten A3G und HERV-K(HML-2) RNA. Die
HERV-K(HML-2) qPCR wurde von der Arbeitsgruppe des Robert Koch-
Instituts etabliert. In dieser Arbeit erfolgte die Etablierung der gPCR fir den
Nachweis des endogenen A3G Proteins. Dafir wurden verschiedene Pri-
merpaare konzipiert und die Funktionstiichtigkeit in einer PCR bestatigt, die
mittels Agarosegelelektrophorese ausgewertet wurde (siehe Abb. 14 A). Fir
die A3G gPCR wurde ein Primerset verwendet, in dem die Primer an unter-
schiedlichen Exons (Vorwartsprimer: Exon 5; Ruckwartsprimer: Exon 6) bin-
deten (Primerset 2) (siehe Abb. 14 B).
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A 300
200
100

Set 1 Set2 Set3 Set 4 Set5 GAPDH
120 nt 92nt 68nt 104nt 118nt 226nt

Abbildung 14: Etablierung der A3G qPCR

[A] Auftrennung der PCR-Fragmente mittels Agarosegelelektrophorese; zel-
lulare RNA aus der H9 Zelllinie wurden isoliert, die restliche DNA mittels
DNase Verdau entfernt und in cDNA umgeschrieben; die sechs verschiede-
nen Primerpaare wurde in einer PCR getestet und die Fragmente aufge-
trennt.

[B] Darstellung des verwendeten Primerpaars fur die qPCR. Die Primer lie-
gen auf unterschiedlichen Exonfragmenten. Der vorwartsgerichtete Primer

liegt auf dem Exon 5 und der riickwartsgerichtete Primer auf dem Exon 6.

Eine Expression der endogenen A3G RNA konnte in den H9, Tera-1 und den
GH-Zelllinien nachgewiesen werden, wohingegen in den C8166 bzw. 293T
Zelllinien keine bzw. nur eine geringfligige Expression der A3G RNA vorhan-
den war (siehe Abb. 15 A). Daraufhin wurden die Ergebnisse von Frau Thie-
len und Kolleg*innen, dass die H9 Zelllinien endogen das A3G Protein ex-
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primieren und die C8166 Zelllinie nicht (Thielen et al. 2007), und die Zuver-
lassigkeit der A3G qPCR bestatigt.

Eine Expression der endogenen HERV-K(HML-2) RNA wurde nur in den nai-
ven Tera-1 und GH Zelllinien nachgewiesen (siehe Abb. 15 B). Zusatzlich
produzieren diese Zelllinien virale Partikel, sodass die virale RNA in den auf-
konzentrierten viralen Uberstanden detektiert wurde (siehe Abb. 15C).

Fur die nachfolgenden Restriktionsexperimente wurde die 293T Zelllinie, die
nur eine schwache endogene A3G Proteinexpression und keine endogene
HERV-K(HML-2) RNA Expression zeigte, verwendet.

A Nachweis endogenes A3G in naiven Zellen
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Abbildung 15: Nachweis der endogenen, zellularen A3G und HERV-
K(HML-2) RNA bzw. viraler HERV-K(HML-2) RNA im Uberstand der GH
und Tera-1 Zelllinie.

Fur [A] und [B] wurde die endogene virale RNA aus den Zellen isoliert und
mittels gPCR wurde die Konzentration der endogenen A3G [A] und HERV-
K(HML-2) RNA [B] bestimmt. [C] Nachweis der viralen HERV-K(HML-2) RNA
in den aufkonzentrierten viralen Kulturtiberstanden mittels gRT-PCR.
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4.1.1.2 Die ektopische Expression von NTAP-A3G reduziert die HERV-
K(HML-2) Viruspartikelproduktion

Fir die HERV-K(HML-2) Restriktionsexperimente durch A3G wurden die
Einsatzkonzentrationen aus der Tabelle 14 verwendet und die Expression
der Proteine wurde in dem Zelllysat mittels Western-Blot nachgewiesen. Alle
Proben exprimierten in annahernd gleichen Expressionsstarken die Proteine
Rec und Staufen (siehe Abb. 16 B). Durch die zusatzliche Transfektion eines
Rec und Staufen-1 Konstruktes wurde die Konzentration von Rec und Stau-
fen-1 erhoht und somit die virale Partikelexpression verbessert (Hanke et al.
2013b). Die erste Probe diente als Negativkontrolle fiir die Virusproduktion,
da in dieser Probe kein oriHERV-K113 Plasmid transfiziert wurde, und somit
keine Virusexpression erfolgen konnte. Die zweite und dritte Probe diente als
Positivkontrollen und enthielten kein A3G-Konstrukt, sondern zwei unter-
schiedliche Leervektoren, einerseits den pcDNA6 (Probe 2) und anderseits
den NTAP Leervektor (Probe 3). Damit wurde geprift, ob zwischen den je-
weiligen Leervektoren ein Unterschied in der Virusexpression besteht. In den
Proben 4 bis 6 bzw. 7 bis 9 wurden die zunehmende ektopische NTAP-A3G
Proteinexpressionen in den Zelllysaten nachgewiesen (siehe Abb. 16 B). Das
NTAP-A3G Konstrukt wurde in der Masterarbeit der Autorin hergestellt und
diente der Aufreinigung der HMM A3G Granula, die durch eine Stressreakti-
on mit Natriumarsenit entstanden ist (Block 2016). N-terminal wurde eine
Streptavidin- und eine Calmodulin-bindenen Domane an das A3G Protein
angehangt (siehe Abb. A). Der Unterschied zwischen den Proben 4 bis 6
bzw. 7 bis 9 besteht darin, dass in den Proben 4 bis 6 in den Zellen oriHERV-
K113 transfiziert und in den Proben 7 bis 9 statt oriHERV-K113 der pcDNAG6
Vektor transfiziert wurde, somit konnten nur in den Proben 4 bis 6 HERV-
(HML-2) RNA bzw. Proteine exprimiert werden. Diese zwei verschiedenen
Probenreihe (4-6 bzw. 7-9) dienten als zuséatzliche Kontrollen in Bezug auf
einen potentiellen Einfluss von HERV-K(HML-2) auf die Proteinexpression
bzw. auf die Zellviabilitat. Das oriHERV-K113 Konstrukt wurde von der Ar-
beitsgruppe des Robert Koch-Institut bereitgestellt, wobei die nicht synony-

men Mutationen revertiert wurden (Chudak et al. 2013).
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Abbildung 16: Proteinexpression von Rec, Staufen und A3G

[A] Darstellung des pNTAP-A3G Konstrukts

[B] Nachweis von Rec, Staufen und NTAP-A3G mittels Western-Blot. In allen
Proben wurde in den 293T Zellen Rec, Staufen und pGL3 Promotor Plasmid
und zusatzlich in Probe 2 bis 6 oriHERV-K113 und in Probe 4 bis 6 und 7 bis
9 pNTAP-A3G in unterschiedlichen Konzentrationen hinein transfiziert. A3G
wurde Uber den CBP-Antikérper, Rec uber den V5-Antikorper und Staufen
Uber den Flag-Antikérper nachgewiesen. Der Nachweis von Tubulin und
GAPDH diente als Ladekontrolle.

Nachfolgend wurde Uberprift, ob die HERV-K(HML-2) RNA/Proteine bzw.
NTAP-A3G Proteinexpression einen Einfluss auf die zellulare Proteinexpres-
sion bzw. auf die Zellviabiltat besitzt. Daflr wurden die 293T Zellen mit der
pGL3 Promotor Vektor transfiziert. Der pGL3 Promotor Vektor produzierte ein
Firefly Luciferase und enthalt einen SV40 Promotor. Durch die Katalyse des
Substrates durch die Luciferase entsteht eine Lichtreaktion, die in jeder Pro-
be gemessen wurde. Diese zeigte in allen Proben keine signifikante Veran-
derung, sodass das NTAP-A3G Protein und die viralen HERV-K(HML-2) Pro-
teine bzw. RNAs keinen Einfluss auf die zellulare Proteinexpression hatte
(siehe Abb. 17 A).
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Fur die Bestimmung der Restriktion von HERV-K(HML-2) durch das NTAP-
A3G Protein wurden die viralen Uberstande aufkonzentriert. In den aufkon-
zentrierten Uberstanden wurde einerseits die reverse Transkriptase Aktivitat
in den viralen Partikeln Uber den Caividi Assay und anderseits die Konzentra-
tion des viralen Gag Proteins (p27) im Western-Blot bestimmt. In beiden Me-
thoden konnte mit zunehmender NTAP-A3G Expression eine Reduktion der
HERV-K(HML-2) Partikel im Uberstand gemessen werden, wobei eine Re-
duktion der reversen Transkriptase Aktivitat um das ca. 35-fache bestimmt
wurde (siehe Abb. 17 B).

In den Proben 2 und 3 wurden zwei unterschiedliche Leervektoren (pcDNA6
und pNTAP) in die 293T Zellen transfiziert. Im Western-Blot wie auch im
Cavidi-Assay wurden geringfiigige Reduktionen nachgewiesen, d. h. schon
allein der NTAP Leervektor reduziert die Viruspartikelproduktion im Vergleich
zum pcDNAG Leervektor (siehe Abb. 17 B).
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Abbildung 17: NTAP-A3G reduziert die HERV-K(HML-2) Partikelproduk-

tion.

[A] Messung des Luciferase Signals in den Zelllysaten; [B] Messung der p27
Konzentration mittels Western-Blot (oben) und die reversen Transkriptase
Aktivitat mittels Cavidi Assay (unten) in den 70-fach aufkonzentrierten Uber-
standen. 293T Zellen wurden mit unterschiedlichen A3G Plasmidkonzentrati-
onen bzw. den zwei verschiedenen Leervektoren und zusatzlich oriHERV-

K113, Staufen-1 und Rec Konstrukten transfiziert.
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4.1.1.3 Die Proteinexpression von A3G-HA hat keinen Einfluss auf die
HERV-K(HML-2) Viruspartikelproduktion

Bei den verwendeten Leervektoren (pcDNA6 und pNTAP) wurden unter-
schiedliche reverse Transkriptase Konzentrationen in den aufkonzentrierten
HERV-K(HML-2) Uberstanden bestimmt. Beim pcDNA6 Vektor wurden eine
erhohte reverse Transkriptase Aktivitdt im Gegensatz zum pNTAP Vektor
gemessen. Auf Grund dieser Tatsache wurde A3G mit einem HA Tag in den
pcDNAG6 Vektor hineinkloniert (siehe Abb. 18 A) und Uberprift, ob mit diesem
Vektor ebenfalls eine Restriktion von HERV-K(HML-2) nachgewiesen werden
kann. In den jeweiligen Zelllysaten konnte das A3G-HA und das NTAP-A3G
Protein nachgewiesen werden (siehe Abb. 18 B), sodass diese Proteine er-
folgreich exprimiert wurden. Uber den Nachweis des p27 Proteins im Wes-
tern-Blot in den aufkonzentrierten viralen Uberstanden kann eine Aussage
dariber getroffen werden, ob tatsachlich eine Restriktion von HERV-K(HML-
2) Uber das A3G Protein erfolgen kann. Erwartungsgeman reduzierte NTAP-
A3G die HERV-K(HML-2) Viruspartikelproduktion im Vergleich zum NTAP
Leervektor, dies wurde fur das A3G-HA Protein jedoch nicht bestéatigt (siehe
Abb. 18 C). Im Vergleich der jeweiligen A3G-Konstrukte unterscheiden sich
diese nicht nur bezuglich des HA- und NTAP-Tag, sondern die Tags sind
beim NTAP-A3G N-Terminal und beim A3G-HA C-Terminal und der NTAP-
A3G besitzt ein Linker Region zwischen dem Tag und dem A3G Protein und
das A3G-HA Protein hat keinen Linker zwischen Protein und Tag. Dieser
Linker kdnnte mdglicherweise essentiell sein, um eine korrekte Proteinfaltung
zu gewabhrleisten. Daraufhin mussen weitere Untersuchungen folgen, um
eine eindeutige Aussage zu treffen, ob das A3G Protein tatsachlich die
HERV-K(HML-2) Partikelproduktion reduzieren kann.
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Abbildung 18: Keine Reduzierung der HERV-K(HML-2)
Partikelproduktion durch A3G-HA

[A] Darstellung beider A3G-Konstrukte pcDNA-A3G-HA und NTAP-A3G; [B]
Nachweis der exprimierten A3G-Proteine in den Zelllysaten mittels Western-
Blot; [C] Nachweis p27 in den 80-fach aufkonzentrierten Virsussupensionen
mittels Western-Blot (p27 Antikérper (VD K140/p5B) in einer Konzentration
von 1:400). 293T Zellen wurden mit den jeweiligen A3G Konstrukten bzw.
Leervektoren (Transfektionsmenge von 5 pg) und zusétzlich mit oriHERV-
K113, Staufen-1 und Rec Konstrukten transfiziert.
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41.1.4 Keine Reduktion der HERV-K(HML-2) Partikelproduktion durch
A3G

Im vorherigen Experiment wurde keine Reduktion der HERV-K(HML-2) Parti-
kelreduktion durch A3G-HA nachgewiesen, sodass vier weitere A3G Kon-
strukte hergestellt wurden (siehe Abb. 19 A), um die Aussage, ob A3G einen
Einfluss auf die HERV-K(HML-2) Partikelproduktion besitzt, zu Uberprufen. In
einem Konstrukt wurde A3G ohne einen Tag in den pcDNA6 Vektor hinein
kloniert. In den anderen drei Vektoren wurde ein HA-Tag angefugt. Die Un-
terschiede zwischen den drei pcDNA6-A3G-HA Vektoren lagen einerseits in
den verwendeten Linker (NTAP- oder Glycin/Serin-Linker), der sich zwischen
den HA-Tag und der A3G-Sequenz befindet, und anderseits in der C- oder
N-terminalen Lage des HA-Tags. Nach erfolgter Transfektion der jeweiligen
PcDNA-A3G Konstrukte und dem NTAP-A3G Konstrukt konnten alle A3G
Proteine erfolgreich im Zelllysat mit den verschiedenen Antikdrpern (HA-,
CBP- und A3G-Antikorper) nachgewiesen werden (siehe Abb. 19 B).
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Abbildung 19: Expression von allen A3G Proteinen

[A] Darstellung der vier verschiedenen A3G Konstrukte im pcDNAG Vektor
[B] Nachweis der Expression der A3G Proteine im Zelllysat mittels Western-
Blot unter der Verwendung des HA- Antikorpers (1), des CBP-Antikorpers (2)
und des A3G Antikorpers (3).

Eine mdgliche HERV-K(HML-2) Partikelreduktion durch A3G wurde einer-
seits Uber die Konzentration des p27 Proteins mittels Western-Blot und an-
derseits Uber die reverse Transkriptase Aktivitat ber den Cavidi- und PERT-
Assay in 20-fach konzentrierten viralen Uberstanden bestimmt (siehe Abb.
20). Eine Reduktion der HERV-K(HML-2) Partikelproduktion konnte nur beim
NTAP-A3G Protein nachgewiesen werden. Die reverse Transkriptase Aktivi-
tat reduzierte sich im Vergleich zum NTAP Leervektor um das 4,7-fache im
PERT-Assay bzw. um das 9,1-fache im Cavidi-Assay (siehe Abb. 20 B &C).
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Die pcDNA-A3G Konstrukte zeigten keine Reduktion der HERV-K(HML-2)
Partikelproduktion und schon die alleinige Expression des NTAP Leervektor
reduzierte die reverse Transkriptase Aktivitat um das 1,8-fache im PERT und
um das 2,1-fache im Cavidi-Assay. Daraufhin konnte eine Reduktion der
HERV-K(HML-2) Partikelproduktion durch A3G nicht bestatigt werden.

Der NTAP Leervektor produzierte ein kleines Peptid mit einer Streptavidin-
und Calmodulin-bindenden-Domé&nen. Dieses Peptid reduzierte schon von
allein die HERV-K(HML-2) Partikelproduktion, sodass eine gewisse Affinitat
der Calmodulin- und/oder Streptavidin-bindenen Doméne gegeniber den
weiteren transfizierten Proteinen (Staufen, Rec und HERV-K(HML-2) Protei-
ne) vorhanden sein kénnte, wodurch die Reduktion der Partikelproduktion

erklarbar ware.
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Abbildung 20: Keine Reduzierungen der HERV-K(HML-2) Partikelpro-

duktion durch das A3G Protein

[A] Nachweis der p27-Konzentration im Western-Blot; Nachweis der reversen
Transkriptase-Aktivitat im PERT [B] bzw. im Cavidi-Assay [C] in 20-fach auf-

konzentrierten viralen Uberstanden. 293T Zellen wurden mit den jeweiligen

A3G Konstrukte bzw. Leervektoren mit einer gleichen Transfektionsmenge

von 5 pg und zuséatzlich mit oriHERV-K113, Staufen-1 und Rec Konstrukten

transfiziert.
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4.1.2 PYHIN-Proteine

Die Restriktion von HERV-K(HML-2) durch IFI16 wurde von Masterarbeiten,
die in der Arbeitsgruppe des Robert Koch-Institutes entstand, bestatigt (Zu-
mblick 2019; Savas 2020; Friedrich 2021). In dieser Arbeit liegt der Fokus
darauf, ob AIM2, MNDA oder IFIX, die ebenfalls zur PYHIN Proteinfamilie
gehoren, eine Restriktion von HERV-K(HML-2) bewirken. Die verwendeten
AIM2, MNDA und IFIX Konstrukte wurden von der Arbeitsgruppe um Frank
Kirchhoff von der Universitat Ulm zur Verfigung gestellt. Fir die nachfolgen-
den Experimente wurden Konstrukte, die entweder eine Expression eines
vollstandigen PYHIN Proteins bestehend aus der Pyrin-, Linker- und HIN-
Domane oder die nur aus der Pyrin- und Linker-Domane bestehen, verwen-
det (siehe Abb. 21).

[pYD] EHINGT
AIM2 | {[PYD | |
[PYD] ¢ | HIN-A [

MNDA|[[PYD] o |

IFIX 2 |[PYD] e [ HINA ] ]
PYHIN1| [FYD] o |

Abbildung 21: Darstellung der Struktur des AIM2, MNDA und IFIX Pro-
teins mit den dazugehdrigen Pyrin-Linker Proteinen (Bosso et al. 2020)

Fir die Restriktionsversuche wurden zwei HERV-K(HML-2) Konstrukte (o-
rST HERV-K113 oder CMVoriST HERV-K113) verwendet. Die beiden Mole-
kularklone wurden von der Arbeitsgruppe um Norbert Bannert konstruiert,
wobei postinsertionale Mutationen in der HERV-K113 Sequenz detektiert und
revertierte wurden. Durch die Ruckmutation von nicht synonymen und syno-
nymen Mutationen entstand der oriST HERV-K113 Molekularklon (Lausch
2013). Fur den CMVoriST HERV-K113 Molekularklon wurde diese oriST
HERV-K113 Sequenz verwendet und ein CMV-Promotor anstelle der U3 Re-
gion in die 5’LTR hinein kloniert (Lausch 2013) (siehe Abb. 22).
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Abbildung 22: Darstellung des oriST HERV-K113 und CMVoriST HERV-
K113 Konstrukt (Lausch 2013)

Fur die Erhdhung der HERV-K(HML-2) Partikelproduktion wurde Staufen-1
cotransfiziert. Frau Hanke und Kolleg*innen zeigten eine Interaktion von
Staufen-1 mit dem Rec und Gag Protein, was die Partikelproduktion steigerte
(Hanke et al. 2013b).

Nach erfolgter Transfektion der 293T Zellen konnten in den verschiedenen
Zelllysaten AIM2, MNDA und IFIX und die jeweiligen Pyrin-Linker Proteine im
Western-Blot nachgewiesen werden (siehe Abb. 23). In den zur Verfiigung
gestellten Konstrukten von Frank Kirchhoff wurde ein HA-Tag hinein kloniert,
sodass die Proteinexpression uber einen HA-Antikdrper detektiert werden
konnte. Keine Banden wurden in den Zelllysaten, in dem ein Kontrollplasmid
anstelle der PYHIN Konstrukte verwendet oder in dem die 293T Zellen nicht
transfiziert wurden, nachgewiesen. Das vollstandige AIM2 Protein besitzt
ungefahr eine Grol3e von ca. 39 kDa, MNDA von ca. 46 kDa und IFIX von ca.
55 kDa (GeneCards [2, 3, 4]). Fir MNDA und IFIX sind noch weitere Banden
im Western-Blot detektierbar, wobei hier von Splei3varianten ausgegangen
wurde. Die Cotransfektion der jeweiligen PYHIN Proteinen fihrt zu einer er-
folgreichen Expression dieser Proteine, sodass der Einfluss dieser PYHIN
Proteine auf die Restriktion von HERV-K(HML-2) untersucht werden kann.

64



Ergebnisse

55kDa 4
40kDa =

35kDa W
25 kDa

15 kDa w

GAPDH

Ktrl.
AIM2
AIM2 P+L
NT

oriST HERV-K113

——— —

B
"4

55 kDa
40 kDa

35kDa
25 kDa

15 kDa

GAPDH

IFIX
IFIX P+L
NT

oriST HERV-K113

70 kDa

55 kDa

40 kDa 4
35kDa 4
25kDa »
15kDa 4

GAPDH s S e .

NDA P+L

<«
o
£ 2
¥ =2

M
NT

oriST HERV-K113

s
:

i
“n

Abbildung 23: Nachweis von AIM2, MNDA und IFIX und den jeweiligen

Pyrin-Linker Proteinen

[A] Nachweis von AIM2 und AIM2 Pyrin-Linker Proteinen; [B] Nachweis von
MNDA und MNDA Pyrin-Linker Proteine; [C] Nachweis von IFIX und IFIX

Pyrin-Linker Proteinen im Zelllysat; oben: Nachweis der PYHIN Proteine Uber

einen HA-Antikoper & unten: Nachweis von GAPDH als Ladekontrolle; Ktrl.

steht fur die Transfektion eines Kontrollplasmids anstelle der PYHIN Kon-

strukte. NT steht fir nicht transfiziert.
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4.1.2.1 Geringfluigige Restriktion von HERV-K(HML-2) durch das zyto-
plasmatische Protein AIM2

293T Zellen wurden mit dem oriST HERV-K113 Molekularklon, mit dem
Staufen-1 Plasmid und mit aufsteigenden AIM2 Plasmidkonzentrationen
transfiziert. Zusatzlich wurde ein pGL4.51 Luciferase Plasmid in die 293T
Zellen transfiziert, um eine mégliche Auswirkung der ektopischen AIM2 Pro-
teinexpression auf die Proteintranslation bzw. Zytotoxizitdt zu bestimmen.
Das AIM2 Protein konnte im Zelllysat ab einer Plasmid Konzentration von
24 ng im Transfektionsansatz nachgewiesen werden, wobei mit aufsteigen-
den Plasmid Konzentrationen auch die AIM2 Proteinkonzentration im Wes-
tern-Blot zunahm (siehe Abb. 24 B oben). Die AIM2 Proteinexpression hatte
keinen Einfluss auf die Luciferase Konzentration im Zelllysat (siehe Abb. 24
B unten).

In den 40-fach aufkonzentrierten Virustuberstanden wurde die reverse Tran-
skriptase Aktivitat mittels PERT Assay bestimmt und bei zunehmenden AIM2
Konzentrationen reduzierte sich die reverse Transkriptase Aktivitat geringfu-
gig um das 4,5-fache (siehe Abb. 24 A).
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Abbildung 24: Geringfigige Reduktionen der HERV-K(HML-2) Partikel-
produktion durch das AIM2 Protein

[A] Die RT-Aktivitat in den 40-fach aufkonzentrierten Virustberstdnden wurde
mittels PERT-Assay bestimmt. [B] Nachweis der AIM2 Proteinexpression und
der Luciferaseaktivitat im Zelllysat. Staufen-1 wurde fir die erhéhte Partikel-

66



Ergebnisse

produktion und pGL4.51 fir die Viabilitatskontrolle in die 293T Zellen cotrans-

fiziert. NT steht fur nicht transfiziert.

4.1.2.2 Restriktion von HERV-K(HML-2) durch das nukledre Protein
MNDA

Das MNDA Protein kann bei einer Plasmid Konzentration von 3.000 ng bis
120 ng mit abnehmender Protein Konzentration im Western-Blot nachgewie-
sen werden (siehe Abb. 25 C). Das konstitutiv exprimierte GAPDH Protein
zeigte im Western-Blot keine Verédnderung, jedoch wurde eine 7x Abnahme
der Luciferase Konzentration bei steigender MNDA Konzentration bestimmt
(siehe Abb. 25 B). Eine mdgliche Begrindung fur die Reduktion kénnte die
Interaktion des MNDA Proteins mit dem CMV Promotor des pGL4.51 Luci-
ferase Konstruktes sein.

In den 40-fach aufkonzentrierten Virusiberstdnden wurde bei steigender
MNDA Konzentration eine 87-fache Reduktion der reversen Transkriptase
Aktivitat bestimmt (siehe Abb. 25 A). Diese Reduktion der oriST HERV-K113

Partikelkonzentration begann ab einer MNDA Konzentration von 24 ng.
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Abbildung 25: MNDA reduziert die HERV-K(HML-2) Partikelproduktion.

[A] Die RT-Aktivitat in den 40-fach aufkonzentrierten Virusiuberstanden wurde

mittels PERT-Assay bestimmt. [B] Nachweis der Luciferase Konzentration im
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Zelllysat. [C] Nachweis der MNDA Proteinexpression im Zelllysat. Staufen-1
wurde fur die erhéhte Partikelproduktion und pGL4.51 fir die Viabilitatskon-
trolle in die 293T Zellen cotransfiziert. NT steht fur nicht transfiziert. * Nach-

weis des MNDA Proteins mit einer GroRe von 46 kDa im Western-Blot.

4.1.2.3 Restriktion von HERV-K(HML-2) durch das nukleédre Protein IFIX

Das IFIX Protein wurde bei einer Plasmid Konzentration von 3.000 bis
120 ng mit abnehmender Proteinkonzentration im Western-Blot nachgewie-
sen (siehe Abb. 26 C). Die Luciferase Konzentration reduzierte sich bei zu-
nehmender IFIX Konzentration geringfigig um das 2,4-fache (siehe Abb. 26
B). Dies konnte gleichermaf3en wie beim MNDA Protein auf die Interaktion
des IFIX Proteins mit dem CMV Promotor des pGL4.51 Luciferase Kon-
strukts zurtick zufuihren sein.

Bei steigender IFIX Konzentration reduzierte sich die RT-Aktivitdt um das 41-
fache (siehe Abb. 26 A). Die Reduktion der HERV-K(HML-2) Partikelkonzent-
ration begann ab einer IFIX Konzentration von 4,8 ng.

A Virussuspension B Zelllysat

41x 2.4
1000 I 100000y

10000
100 1000

100
10

RT-Aktivitat [pg/ml]

10

Luciferase Signal [RLU]

1
$ S o P P °
& PO SR Q.‘@"'

1
S PSS $

N

ng] IFIX
[na) IF1X [ng)

C Zelllysat

[ng] IFIX
3
P e P @ &

70 kDa M 'l

\
55 kDa - ¥

-

40 KDa -

35 xm.,
25 kDa |

GAPDH s sl

Abbildung 26: Das nukleéare IFIX Protein reduziert wie das MNDA Pro-
tein die virale HERV-K(HML-2) Partikelproduktion.

[A] Die RT-Aktivitat in den 40-fach aufkonzentrierten Virustberstdnden wurde

mittels PERT-Assay bestimmt. [B] Nachweis der Luciferase Konzentration im
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Zelllysat. [C] Nachweis der IFIX Proteinexpression im Zelllysat. Staufen-1
wurde fur die erhéhte Partikelproduktion und pGL4.51 fir die Viabilitdtskon-
trolle in die 293T Zellen cotransfiziert. NT steht fur nicht transfiziert. * Nach-
weis des IFIX Proteins mit einer Grol3e von 55 kDa im Western-Blot.

4.1.2.4 Restriktion von HERV-K(HML-2) durch die Pyrin-Linker Doméne
von MNDA und IFIX und der Vergleich der Restriktionen von verschie-
denen HERV-K(HML-2) Konstrukten

Aus den vorherigen Experimenten wurde eine oriST HERV-K113 Partikelre-
duktion far AIM2, MNDA und IFIX bestimmt, wobei fir AIM2 nur eine gering-
fugige Reduktion vorhanden war. AnschlieRend soll Uberprift werden, ob
schon die Expression der Pyrin-Linker Doméane von den PYHIN Proteinen
ausreichend ist, um eine Partikelreduktion von HERV-K(HML-2) zu induzie-
ren. Eine signifikante Reduktion der oriST HERV-K113 Partikelbildung wurde
bei der Expression der MNDA und IFIX Pyrin-Linker Domane gemessen. Die
Reduktion wurde einerseits Uber die Reduzierung der reversen Transkriptase
Aktivitat in dem aufkonzentrierten Virusiberstand mittels PERT-Assay und
anderseits Uber die p27 Konzentration im Uberstand mittels Western-Blot
bestimmt (siehe Abb. 27 A). Daraufhin scheint die Bindung von doppelstran-
giger oder einzelstrangiger viraler DNA an die HIN-Doméne der PYHIN Pro-
teine fur die HERV-K(HML-2) Partikelreduktion nicht entscheidend zu sein.

AnschlieBend wurde der Einfluss von AIM2, MNDA und IFIX Proteinen auf
zwei verschiedene HERV-K(HML-2) Konstrukte untersucht. Der Unterschied
zwischen den HERV-K(HML-2) Konstrukten (oriST HERV-K113 & CMVoriST
HERV-K113) besteht darin, dass CMVoriST HERV-K113 einen CMV Promo-
tor anstelle der U3-Region in der 5’LTR besitzt. Durch die Transfektion von
CMVoriST HERV-K113 anstelle des oriST HERV-K113 Plasmids wurde die
geringfugige Reduktion durch AIM2 komplett aufgehoben und fir MNDA und
IFIX wurden nur noch geringfligige Reduktionen nachgewiesen (siehe
Abb. 27 C). Bei CMVoriST HERV-K113 wurde fur IFIX eine 2,6-fache Reduk-
tion der reversen Transkriptase Aktivitat bestimmt. Bei der IFIX Titration wur-
de bei der hochsten IFIX Konzentration eine 2,4-fache Reduktion der Luci-

ferase Aktivitat im Zelllysat gemessen. Beide Konstrukte CMVoriST HERV-
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K113 bzw. pGL4.51 besitzen einen CMV Promotor und eine mdgliche Inter-
aktion von IFIX mit dem CMV Promotor kdnnte die Ursache fiir die gemesse-
ne Reduzierung der Partikelkonzentration bzw. Luciferaseaktivitat sein. Diese
Reduktion wurde gleichermalRen fir MNDA nachgewiesen. In dem Zelllysat
wurden bei hochster MNDA Konzentration eine 7-fache Reduktion der Luci-
ferase Aktivitat und fur CMVoriST HERV-K113 eine 10,5-fache Reduktion der
reversen Transkriptase Aktivitat im Virusuberstand gemessen.

Durch den Austausch von der U3 Region der 5’LTR mit dem CMV Promotor
wurde die vollstandige Restriktion von HERV-K(HML-2) durch MNDA und
IFIX aufgehoben und nur noch geringfligige Reduktionen in der reversen
Transkriptase Aktivitat wurden bestimmt (siehe Abb. 27 B). Das Fazit aus
diesem Experiment besteht darin, dass eine intakte 5’'LTR-Region fir die
Restriktion von HERV-K(HML-2) durch MNDA und IFIX entscheidend zu sein

scheint.
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Abbildung 27: Reduktion der HERV-K(HML-2) Partikelbildung durch die
Pyrin-Linker Domane von MNDA und IFIX; Aufhebung der vollstandigen
Restriktion von MNDA und IFIX durch die Verwendung des CMVoriST
HERV-K113 Konstruktes.

[A] Nachweis der oriST HERV-K113 Partikelreduktion durch AIM2, MNDA
und IFIX. [B] Nachweis der oriST HERV-K113 Partikelreduktion durch die
Pyrin-Linker Domane des AIM2, MNDA und IFIX Proteins. [C] Nachweis der
CMVoriST HERV-K113 Partikelreduktion durch AIM2, MNDA und IFIX. NT
steht fur nicht transfiziert. Oben: Nachweis des p27 Proteins in 100-fach auf-
konzentrierten VirusUberstadnden tUber Western-Blot mittels p27 Antikorper;
unten: Nachweis der reversen Transkriptase Aktivitdt mittels PERT-Assay in

100-fach aufkonzentrierten Virustberstanden.
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4.2 Stressqgranula

4.2.1 G3BP

G3BP (,Ras-GTPase-activating protein SH3-domain-binding protein®) ist ein
RNA-bindendes zytoplasmatisches Protein, welches an die SH3 Domane
vom GAP (GTPase-aktivierendes Protein) bindet. Das GAP Protein reguliert
die GTPase Aktivitat von G Proteinen wie bspw. Ras (Marshall et al. 1989).
Durch die Interaktion von Ras mit GAP und G3BP wird die Bindung, die Sta-
bilitdt und die Translationseffizienz der mRNA in einer GTP-abhangigen Art
und Weise moduliert (Parker et al. 1996). Ras ist ein essentieller Bestandteil
von verschiedensten zellularen Signalwegen, die fur die Regulation des Zell-
wachstums, -proliferation und -differenzierung verantwortlich ist (Olson & Ma-
rais 2000).

Durch eine immunzytochemische Farbung konnte die Lokalisation des G3BP
Proteins in den HelLa Zellen bestimmt werden (siehe Abb. 28). In ungestress-
ten Zellen lag G3BP diffuse im Zytoplasma verteilt vor. Durch eine oxidative
Stressreaktion mittels Natriumarsenit wurden die G3BP Proteine in grol3en
punktformigen Strukturen nachgewiesen. Diese Strukturen werden als
Stressgranula bezeichnet und konnten somit erfolgreich nachgewiesen wer-
den. Zusatzlich wurde nachgewiesen, dass der HERMA7 Antikdrper nicht

unspezifisch an die nicht-transfizierten HeLa Zellen bindet.
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Stress

Abbildung 28: Lokalisation des G3BP Proteins in ungestressten und

gestressten Zellen

Ein Teil der nicht-transfizierten HeLa Zellen wurden nach 24 Stunden mit
0,5 mM Natriumarsenit gestresst. Danach erfolgte die Fixierung der HelLa
Zellen und die zytoplasmatische Farbung des Gag (HERMA7 (a-p27)-
Antikdrper) und des G3BP Proteins. Die Aufnahme erfolgte Uber das konfo-

kale Laserscanning Mikroskop 780 von Zeiss.

Im nachfolgenden Experiment wurde Uberprift, ob HERV-K(HML-2) in den
HelLa Zellen eine Stressgranula Bildung induziert und/oder ob HERV-K(HML-
2) nach erfolgter Stressreaktion durch Natriumarsenit die Bildung einer
Stressgranula verhindern kann. Herr Abrahamyan und Kolleg*innen zeigten,
dass in ungestressten und gestressten Zellen die Bildung einer Stressgranu-
la durch HIV-1 ausblieb (Abrahamyan et al. 2010), somit wurde HIV-1 als
Kontrolle verwendet.

Die HelLa Zellen wurden mit dem pNL4.3 oder mit dem CMVoriST HERV-
K113 Molekularklon transfiziert. Der CMV Promotor erhdhte die virale RNA
Transkription und die Proteinexpression, sodass eine erhéhte Gag Expressi-
on in den HeLa Zellen erfolgte. Nach 24 Stunden wurden gegebenenfalls die
Zellen fir 30 min mit Natriumarsenit gestresst. AnschlieBend erfolgte eine

immunzytochemische Farbung, wobei das Gag und das G3BP Protein nach-
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gewiesen wurden. Fir HIV-1 und HERV-K(HML-2) mussten zwei verschie-
dene Gag Antikorper verwendet werden. Fur HIV-1 wurde das p24 Protein
Uber den AG3.0 Antikorper und fur HERV-K(HML-2) wurde das p27 Protein
uber den HERMA7Y Antikdrper nachgewiesen. In den transfizierten HeLa Zel-
len konnte das Gag und das G3BP Protein nachgewiesen werden (siehe
Abb. 29 A). Nach erfolgter Transfektion mit den HIV-1 Molekularklon
(pPNL4.3) zeigten die ungestressten Zellen eine gleichmafiige Verteilung des
zytoplasmatischen G3BP Proteins, sodass durch eine HIV-1 Transfektion die
Ausbildung einer Stressgranula nicht induziert wurde. In dem Uberwiegenden
Anteil der HIV-1 positiven Zellen wurde nach erfolgter Stressreaktion durch
Natriumarsenit ebenfalls eine gleichmallige Verteilung des zytoplasmati-
schen G3BP Proteins nachgewiesen. Die Bildung einer Stressgranula wurde
folglich verhindert. Wenn die Expression des HIV-1 Gag Proteins nur sehr
schwach nachgewiesen wurde, dann wurde in diesen Zellen eine Stressgra-
nula ausgebildet, sodass im gestressten Zustand noch 30,8 * 3,7 % der HIV-
1 positiven Zellen eine Stressgranula besalen (siehe Abb. 29 B).

Fur HERV-K(HML-2) wurden nach erfolgter Transfektion des CMVoriST
HERV-K113 Molekularklon in einigen HelLa Zellen eine Stressgranula nach-
gewiesen, jedoch war in den uUberwiegenden Zellen G3BP gleichmaliig im
Zytoplasma vorhanden, sodass nur 29,0 £ 0,7 % der HERV-K(HML-2) positi-
ven HelLa Zellen eine Stressgranula ausbildeten (siehe Abb. 29). Nach einer
Stressreaktion durch Natriumarsenit zeigten die Uberwiegenden HERV-
K(HML-2) positiven Zellen eine Stressgranula (81,3 £ 2,4 %) (siehe Abb. 29
B). Schlussfolgernd kann HERV-K(HML-2) die Stressgranula Bildung nach

einer Stressreaktion nicht verhindern.
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Abbildung 29: HERV-K(HML-2) induziert eine Stressreaktion mit einher-

gehender Ausbildung einer Stressgranula.

Die HelLa Zellen wurden entweder mit den pNL4.3 (HIV-1) oder den CMVo-
rnST HERV-K113 (HERV-K(HML-2)) Molekularklon transfiziert. Nach 24
Stunden wurde ein Teil der HeLa Zellen mit 0,5 mM Natriumarsenit gestresst.
Danach erfolgte die Fixierung der HelLa Zellen und die zytoplasmatische
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Farbung des Gag (AG3.0 (a-p24) oder HERMATY (a-p27)) Proteins jeweils in
einer Konzentration von 1:50) und des G3BP (Antikorper in einer Konzentra-
tion von 1:150) Proteins. Die Aufnahme erfolgte Uber das konfokale La-
serscanning Mikroskop 780 von Zeiss. [A] mikroskopische Aufnahme & [B]
Quantifizierung der Stressgranula (SG) positiven Zellen in den HERV-
K(HML-2) oder HIV-1 transfizierten Zellen.

4.2.2 P-EIF2a

Der initiale Schritt fur die Bildung einer Stressgranula ist die Phosphorylie-
rung von EIF2a. Diese Phosphorylierung kann entweder Uber eine oxidative
Stressreaktion bspw. durch Natriumarsenit oder anderseits Uber die virale
RNA ausgelost werden, wobei entweder die HRI Kinase (,heme-regulated
elF2a kinase®) oder die Proteinkinase K aktiviert wird (Valiente-Echeverria et
al. 2012; Kedersha et al. 1999).

Als Erstes wurde die Spezifitat des P-EIF2a Antikdrper in ungestressten und
gestressten nicht-transfizieren HeLa Zellen bestimmt. In ungestressten Zel-
len war nur ein geringes Phosphorylierungssignal des EIF2a Proteins nach-
weisbar (siehe Abb. 30 A). Aus den mikroskopischen Bildern kann ge-
schlussfolgert werden, dass EIF2a wahrend der mitotischen Zellteilung
phosphoryliert wurde. In gestressten Zellen durch die Natriumarsenitbehand-
lung wurde ein starkes Phosphorylierungssignal von EIF2a nachgewiesen
(siehe Abb. 30 A). Daraufhin kann fir alle weiteren Analysen dieser P-EIF2a
Antikorper verwendet werden.

Durch die Transfektion von HIV-1 und HERV-K(HML-2) Molekularklonen
wurde ein etwas erhohtes Phosphorylierungssignal von EIF2a gegentber
den nicht-transfizierten Zellen nachgewiesen (siehe Abb. 30 A & B). Die Pub-
likation von Herrn Abrahamyan und Kolleg*innen zeigten, dass HIV-1 die
Phosphorylierung von EIF2a nicht verhindern kann, sondern dber einen an-
deren Signalweg die Stressgranula Assemblierung verhinderte (Abrahamyan
et al. 2010). Daraufhin konnte fur HIV-1 im Western-Blot bzw. in der mikro-
skopischen Aufnahme ein leicht erhéhtes Phosphorylierungssignal nachge-
wiesen werden, welches diffuse im Zytoplasma verteilt war. Fur HERV-

K(HML-2) hingegen lagerte sich das P-EIF2a Protein in diesen typischen
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punktférmigen Strukturen an, sodass P-EIF2a ein méglicher Bestandteil der
Stressgranula sein kdnnte.

Die Phosphorylierung des EIF2a Proteins ist der initiale Schritt fur die Bil-
dung einer Stressgranula. Da eine erhdhte Phosphorylierung des EIF2a Pro-
teins in ungestressten, HERV-K(HML-2) transfizierten HeLa Zellen im Ver-
gleich zu nicht-transfizierten HelLa-Zellen nachgewiesen werden konnte, ist
dies ein zusatzlicher Indiz fur eine Stressreaktion in ungestressten, HERV-
K(HML-2) tranfizierten Zellen. Somit wurde erneut bestatigt, dass HERV-
K(HML-2) in ungestressten Zellen eine Stressreaktion induziert kann,
wodurch der Nachweis von Stressgranula positiven HERV-K(HML-2) Zellen
(29,0 £ 0,7 %), die durch die intrazellulare Farbung des G3BP Proteins

nachgewiesen wurde, erklart wird.
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P-EIF2a P —
EIF20 Jnmm ey,

Abbildung 30: HIV-1 und HERV-K(HML-2) induzieren eine Phosphorylie-
rung von ElIF2a.
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Fur den Nachweis des Phosphorylierungssignals von EIF2a wurden entwe-
der nicht-transfizierte oder transfizierte HeLa Zellen verwendet. Es wurden
entweder der pNL4.3 oder CMVoriST HERV-K113 Molekularklon in die Zel-
len transfiziert. Nach 24 Stunden wurden ein Teil der HeLa Zellen mit 0,5 mM
Natriumarsenit gestresst.

[A] Nachweis von P-EIF2a Uber die immunzytochemische Farbung, wofir die
HelLa Zellen fixiert und das Gag (AG3.0 (p24 HIV-1 in einer Konzentration
von 1:50) oder HERMA7 (p27 HERV-K(HML-2) in einer Konzentration 1:50))
und das P-EIF2a (in einer Konzentration von 1:100) Protein angefarbt wur-
den. Die Aufnahme erfolgte Uber das konfokale Laserscanning Mikroskop
780 von Zeiss.

[B] Nachweis von P-EIF2a (in einer Konzentration von 1:100) und EIF2a (in

einer Konzentration von 1:100) tUber die Western-Blot Methode.
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4.3 Inhibition von HERV-K(HML-2) durch HIV-

Therapeutika

Die reversen Transkriptase Inhibitoren, die Intregraseinhibitoren und die Pro-
teaseinhibitoren sind Substanzen, die gezeigt haben, dass diese den HIV-1
Replikationszyklus hemmen. Im Folgenden soll untersucht werden, ob diese
Substanzen eine Inhibierung der HERV-K(HML-2) Infektion bewirken.

4.3.1 Reverse Transkriptase Inhibitoren

4.3.1.1 Nukleosidische reverse Transkriptase Inhibitoren (NRTI)

Die nukleosidischen reversen Transkriptaseinhibitoren (NRTI) sind Nukleo-
sidanaloga, d. h., dass sich diese Substanzen gegenuber den physiologi-
schen Nukleosiden nur tUber geringflugige Modifikationen an der Desoxyribo-
se unterscheiden und keine 3" Hydroxygruppe besitzen (Goody et al. 1991).
Nach erfolgter Aufnahme der Nukleosidanaloga werden diese durch intrazel-
luldare Kinasen an der 5° Position der Desoxyribose zu Nukleosidtriphos-
phatanaloga phosphoryliert (Furman et al. 1986) und kénnen als Nukleotida-
naloga um die aktive Bindestelle der reversen Transkriptase konkurrieren,
wodurch diese Analoga als kompetitive Inhibitoren fungieren (Goody et al.
1991). Durch den Einbau der Nukleotidanaloga in die DNA kann die Ketten-
verlangerung nicht mehr erfolgen, weil keine Phosphodiesterbindung zwi-
schen den Nukleotiden gebildet werden kdnnen, somit wird der retrovirale
Replikationszyklus schon bereits bei der cDNA Synthese durch die reverse
Transkriptase gehemmt (Goody et al. 1991).

4.3.1.1.1 NRTI Azidothymidin (Zidovudine; AZT) inhibiert die HERV-
K(HML-2) Infektion

Zidovudin war das erste Medikament in der HIV-Therapie und wurde erst-
mals 1964 von Jerome P. Horwitz synthetisiert (Horwitz et al. 1964), aber
erst 1985 wies Hiroaki Mitsuya die Wirksamkeit von Zidovudin gegen HIV
nach (Mitsuya et al. 1985). Der Name Azidothymidin leitet sich davon ab,
dass an der 3" Position der Ribose eine Azidverbindung statt der Hydroxyg-

79



Ergebnisse

ruppe vorhanden ist, somit wirkt Zidovudin als Thymidinanalogon (Horwitz et
al. 1964).

In mononukleéren Zellen des peripheren Bluts (PBMC) wurde ein IC50-Wert
fur HIV-1 von 0,002 pM fiur Zidovudin bestimmt (Machado et al. 1999). Der
IC50-Wert gibt an, bei welcher Konzentration eine 50 % Inhibition der Virus-
infektion erfolgt. Der IC50-Wert fur HIV-1 kann in Abhangigkeit der verwen-
deten Zellen variieren.

Fir alle verwendeten Inhibitoren wurde eine Zytotoxizitatsanalyse durchge-
fuhrt. Daftr wurde eine 5-fache serielle Verdinng, die sich anhand des IC50-
Wertes von HIV richtete, hergestellt (siehe Abb. 32A) und die 293T Zellen
wurden mit dem Luciferase Konstrukt (pGL3 Promotor) transfiziert. Die Luci-
feraseaktivitat bei unterschiedlichen Inhibitor Konzentrationen wurde nach 48
Stunden im Zelllysat gemessen. Zidovudin wirkte bei einer Konzentration von
3,9 mM zytotoxisch, weil eine reduzierte Luciferase Konzentration gemessen
wurde (siehe Abb. 32 A). Fur die nachfolgenden Experimente wurde ein
Konzentrationsbereich fur Zidovudin von 0,016 nM bis 781,25 uM genutzt.
HeLa und 786 _0 Zellen wurden mit VSV-G pseudotypisierten HIV-1 und
HERV-Kcon Viren bei unterschiedlichen Wirkstoffkonzentrationen infiziert.
HERV-Kcon ist eine rekonstituierte HERV-K(HML-2) Sequenz, die aus zehn
verschiedenen Proviren generiert wurde, und infektiése virale Partikel produ-
ziert, die eine stabile Integration der HERV-K(HML-2) Sequenz ins Genom
induzieren kann (Lee et al. 2007). Anstelle des Hullproteins wurde eine GFP
Kassette hinein kloniert, sodass infizierte Zellen das GFP Protein exprimieren
(Lee et al. 2007).

Fur die Untersuchung der Reduktion der GFP positiven Zellen nach erfolgter
Behandlung mit nukleosidischen und nichtnukleosidischen reversen Trankrip-
taseinhibioren und Interagseinhibitoren wurden zwei verschiedene Zelllinien
verwendet. Dies waren die 786_0 Zelllinie, die eine adharente epitheliale Nie-
renkarzinomzelllinie ist, und die HelLa Zelllinie, die eine adharente epitheliale
Zervixkarzinomzelllinie ist. HIV-Pseudotypen infizierte ~ 90 % der HelLa Zel-
len und ~ 80 % der 786_0 Zellen, wohingegen HERV-Pseudotypen nur ~
2 % HelLa Zellen und ~ 1 % der 786_0 Zellen infizierte. Schlussfolgernd ist

die Virusinfektion in Bezug auf die 786_0 Zellen etwas niedriger im Gegen-
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satz zu den HelLa Zellen. Fur die Berechnung der Reduktion der GFP posit-
ven Zellen durch die Wirkstoff Behandlung wurde die Gesamtzahl der GFP
positiven, nicht behandelten Zellen auf 100 % gesetzt, wobei nachfolgend
das prozentuale Verhatnis in den jeweiligen Konzentrationsstufen ermittelt
wurde (siehe Abb. 31).
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Abbildung 31: Reduktion der GFP+ Zellen durch den Wirkstoff Ziduvu-
din nach erfolgter HIV-1 und HERV-K(HML-2) Infektion.
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FACS Auswertungen der GFP positven Zellen nach erfolgter HIV-1 [A & C]
und HERV-K(HML-2) [B & D] Infektionen in HeLa [A & B] und 786_0 [C & D]
Zellen mit und ohne Behandlung mit dem Wirkstoff Zidovudin (AZT) bei ma-
ximaler Konzentration von 781,25 M. [E] Anzahl der GFP+ Zellen und dar-
aus resultierende prozentuale Reduktion der GFP+ Zellen durch die Zidovu-

din Behandlung.

Bei steigender Zidovudin Konzentration nahm die Anzahl der GFP positiven
Zellen ab, somit konnte eine Inhibierungskurve fur HIV-1 und HERV-K(HML-
2) in 786_0 und Hela Zellen bestimmt werden (siehe Abb. 32 B & C). Fur
HIV-1 konnte bei einer Zidovudinkonzentration von 156,25 pM und
781,25 uM nach wie vor noch circa 30 % GFP positive HeLa Zellen gemes-
sen werden.

Die berechneten IC50-Werte fur HIV-1 in 786_0 Zellen liegen bei 1,53 +
1,57 pM und in Hela Zellen bei 1,40 = 0,50 pM (siehe Abb. 32 D). Fur
HERV-K(HML-2) konnten niedrigere IC50-Werte von 0,17 = 0,11 pM in
786 _0 Zellen und von 0,26 + 0,11 puM fiir HeLa Zellen bestimmt werden, so-
mit besitzt Zidovudin eine héhere Sensitivitdt gegeniber HERV-K(HML-2) als
HIV-1. Die berechneten IC50-Werte in 786 _0 und HelLa Zellen fur HIV-1 lie-
gen deutlich Uber dem IC50-Wert von 0,002 uM, der in PBMCs bestimmt
wurde. Mdgliche Erklarungen kénnten sein, dass einerseits die Anzahl der
Kanale fur die Wirkstoffe auf der Zelloberflache der HeLa bzw. 786_0 Zellen
in einer etwas geringeren Konzentration gegentber den PBMCs exprimiert
wurden oder anderseits die Inhibitoren in den HelLa bzw. 786 _0 Zellen

schneller aus der Zelle transportiert werden kénnten.
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Abbildung 32: Das Thymidinanalogon Zidovudin inhibiert die HIV-1 und
HERV-K(HML-2) Infektion.

[A] Fur die Zidovudin Zytotoxizitatsanalyse wurde ein Luciferase Konstrukt
(pGL3-Promoter Plasmid) in 293T Zellen transfiziert und in Abhangigkeit der
verschiedenen Zidovudin Konzentrationen die Luciferase Konzentration in
den Zelllysaten gemessen. Der IC50-Wert von 0,002 puM fir Zidovudin, der
fur HIV-1 in PBMCs bestimmt wurde (Machado et al. 1999), wurde in der x-
Achse hervorgehoben. NT steht fur nicht transfiziert. Fur die Inhibierungsana-
lyse wurden 786 _0 oder HelLa Zellen zu den jeweiligen Zidovudin Konzentra-
tionen mit VSV-G pseudotypisierten HIV-1 GFP Viren [B] oder HERV-Kcon
Viren [C] infiziert. [D] Darstellung der ermittelten 1C50-Werte fur Zidovudin
aus zwei unabhangigen Experimenten fur HIV und HERYV, die in 786_0 und

HelLa Zellen bestimmt wurden.

4.3.1.1.2 NRTI Stavudin (2',3'-Didehydro-3'-deoxythymidine, d4T) inhi-
biert die HERV-K(HML-2) Infektion

Stavudin wurde genauso wie Zidovudin von Jerome P. Horwitz synthetisiert
und ist ebenfalls ein Thymidin Nukleosidanalogon. Durch eine Dehydratisie-
rung der 2° und 3" Position der Desoxyribose von Thymidin entstand eine

Doppelbindung und somit Stavudin (Horwitz et al. 1966).
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In einer T-Zelllinie wurde far HIV-1 ein IC50-Wert von 0,15 uM bestimmt
(Riddler et al. 1995) und Stavudin zeigte im Konzentrationsbereich von
0,0012 bis 468,75 uM keinen zytotoxischen Effekt (siehe Abb. 33 A). Fir
HIV-1 und HERV-K(HML-2) wurde eine vollstandige Inhibierung der Virusin-
fektion bei steigenden Stavudin Konzentrationen in 786_0 und HeLa gemes-
sen, da sich die Anzahl der GFP positiven Zellen reduzierte (siehe Abb. 33 B
& C). Die ermittelten IC50-Werte liegen fur HIV-1 in 786_0 Zellen bei 6,98 *
1,36 pM und in den HelLa Zellen bei 10,86 + 2,55 uM und fir HERV-K(HML-
2) in 786_0 bei 4,32 £+ 0,34 uM und in HelLa Zellen bei 4,68 + 1,45 uM (siehe
Abb. 33 D), somit hat Stavudin eine héhere Sensitivitdt gegentiber HERV-
K(HML-2) als HIV-1.

Zidovudin und Stavudin als Thymidinanaloga haben auf Grundlage der héhe-
ren Sensitivitat gegentber HIV-1 eine gute Grundvoraussetzung als Thera-
peutikum gegen HERV-K(HML-2) aus der Gruppe der nukleosidischen rever-

sen Transkriptase Inhibitoren eingesetzt zu werden.
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Abbildung 33: Das zweite Thymidinanaloga Stavudin reduziert die HIV-1
und HERV-K(HML-2) Infektion.

[A] Zytotoxizitdtsanalyse: gemessene Luciferase Konzentration bei unter-
schiedlichen Stavudin Konzentrationen. 0,15 uM ist der publizierte IC50-Wert
far HIV-1 (Riddler et al. 1995). NT steht flr nicht transfiziert.
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[B & C] Inhibierungskurven fur HIV-1 [B] und HERV-K(HML-2) [C] bei stei-
genden Stavudin Konzentratioen

[D] ermittelter IC50-Wert fur Stavudin fur HIV-1 und HERV-K(HML-2) in
786_0 und HelLa-Zellen aus zwei unterschiedlichen Experimenten.

4.3.1.1.3 NRTI Lamivudin (3TC) reduziert geringfiigig die HERV-K(HML -
2) Infektion

Lamivudin ist eine Cytidinanalogon, der im Konzentrationsbereich von
0,00008 bis 781,25 pM eingesetzt werden kann (siehe Abb. 34 A). Der publi-
zierte IC50-Wert fur Lamivudin liegt bei 0,01 uM fir HIV-1 (Balzarini et al.
1996). Fur HIV-1 wurde eine vollstandige Inhibierung der Infektion bei stei-
genden Lamivudin Konzentrationen in 786_0 und HeLa Zellen bestimmt (sie-
he Abb. 34 B), wohingegen fur HERV-K(HML-2) nur eine Reduktion der In-
fektion bei steigenden Lamivudin Konzentrationen in 786_0 und HelLa Zellen
nachgewiesen wurde (siehe Abb. 34 C). Die ermittelten IC50-Werte belegen
das Lamivudin eine niedrigere Sensitivitat fur HERV-K(HML-2) gegenuber
HIV-1 besitzt (siehe Abb. 34 D). Dartber hinaus wurde eine deutlich héhere
Lamivudin Konzentration im Gegensatz zum publizierten 1IC50-Wert von
0,01 uM bendtigt, um in den 786_0 und HelLa Zellen eine 50 % Inhibierung
der HIV-1 Infektion zu erhalten.
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Abbildung 34: Das Cytosinanaloga Lamivudin inhibert nur bei hohen
Konzentrationen die HERV-K(HML-2) Infektion.

[A] Zytotoxizitatsanalyse: gemessene Luciferase Konzentration bei unter-
schiedlichen Lamivudin Konzentrationen. 0,01 pM ist der publizierte 1C50-
Wert fur HIV-1 (Riddler et al. 1995). NT steht fur nicht transfiziert.

[B & C] Inhibierungskurven fur HIV-1 [B] und HERV-K(HML-2) [C] bei stei-
genden Lamivudin Konzentratioen

[D] ermittelter IC50-Wert fur HIV-1 und HERV-K(HML-2) in 786_0 und Hela-

Zellen aus zwei unterschiedlichen Experimenten.

4.3.1.1.4 NRTI Zalcitabin (ddC) inhibiert die HERV-K(HML-2) Infektion

Zalcitabin ist ein ebenfalls ein Cytosinanalogon und fur HIV-1 wurde ein
IC50-Wert von 0,04 pM pupliziert (Balzarini et al. 1996). Fur die weiterfuh-
renden Experimenten konnte ein Konzentrationsbereich von 0,00032 bis
625 uM verwendet werden (siehe Abb. 35 A). Im Gegensatz zum Cyto-
sinanalogon Lamivudin konnte jetzt eine vollstandige Inhibierung der HIV-1
wie auch HERV-K(HML-2) Infektion nachgewiesen werden (siehe Abb. 35 B
& C). Bei den 786 _0 Zellen wurde ein IC50-Wert fur HIV-1 von
15,03 £ 0,94 uM und fur HERV-K(HML-2) von 18,05 £ 1,86 uM bestimmit,
woraus sich eine geringflgige niedrige Zalcitabin Sensitivitat fur HERV-
K(HML-2) gegeniuber HIV-1 ergab (siehe Abb. 35 D). Anderseits wurde in
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Hela Zellen eine geringfligig hohere Zalcitabin Sensitivitat fur HERV-K(HML-
2) (IC50 3,85+ 1,19 uM) gegentber HIV-1 (IC50 4,06 + 1,38 uM) nachge-
wiesen (siehe Abb. 35 D), sodass daraus geschlussfolgert werden kann,
dass eine gleiche Zalcitabin Sensitivitat fur HERV-K(HML-2) und HIV-1 vor-

handen ist.
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Abbildung 35: Das Cytosinanalogon Zalcitabin inhibiert die HIV-1 und
HERV-K(HML-2) Infektion mit &hnlichen IC50-Werte.

[A] Zytotoxizitdtsanalyse: gemessene Luciferase Konzentration bei unter-
schiedlichen Zalcitabin Konzentrationen. 0,04 uM ist der publizierte 1C50-
Wert fur HIV-1 (Balzarini et al. 1996). NT steht fur nicht transfiziert.

[B & C] Inhibierungskurven fur HIV-1 [B] und HERV-K(HML-2) [C] bei stei-
genden Zalcitabin Konzentratioen.

[D] ermittelter IC50-Wert fur HIV-1 und HERV-K(HML-2) in 786_0 und Hela-

Zellen aus zwei unterschiedlichen Experimenten.

4.3.1.1.5 NRTI Emtricitabin (FTC) beeinflusst die HERV-K(HML-2) Infek-
on

~—+

Der letzte verwendete Cytosinanalogon ist Emtricitabin. Fir die serielle Ver-
dinnungsreihe wurde der IC50-Wert von 0,36 puM fur HIV-1 herangezogen

(Maeda et al. 2014) und fur alle weiterfihrenden Experimente konnte eine
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Konzentraionsspanne von 0,00288 bis 5,625 uM verwendet werden (siehe
Abb. 36 A). Mit steigender Emtricitabin Konzentration reduzierte sich die HIV-
1 Infektion in 786_0 und HelLa Zellen und die HERV-K(HML-2) Infektion in
786 _0 Zellen (siehe Abb. 36 B & C), sodass Emtricitabin einen Einfluss auf
die HERV-K(HML-2) wie auch HIV-1 Infektion besal3. Durch die ermittelten
IC50-Werte konnte geschlussfolgert werden, dass Emtricitabin eine geringe-
re Sensitivitat fur HERV-K(HML-2) gegenuber HIV-1 besitzt (siehe Abb. 36
D).

Zusammenfassend zeigte die Gruppe der Cytosinanalogon eine Reduktion
der HERV-K(HML-2) Infektionen, aber nur Zalcitabin zeigte eine gleiche
Sensitivitat im Vergleich zu HIV-1 und sollte nach dem jetzigen Stand der
Untersuchungen als moégliches Therapeutikum aus der Gruppe der Cyto-

sinanalogon verwendet werden.
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Abbildung 36: Das Cytosinanalogon Emtricitabin inhibiert die HERV-
K(HML-2) Infektion mit geringerer Sensitivitat gegentber HIV-1.

[A] Zytotoxizitdtsanalyse: gemessene Luciferase Konzentration bei unter-
schiedlichen Emtricitabin Konzentrationen. 0,36 uM ist der publizierte IC50-
Wert fr HIV-1 (Maeda et al. 2014). NT steht fur nicht transfiziert.

[B & C] Inhibierungskurven fur HIV-1 [B] und HERV-K(HML-2) [C] bei stei-

genden Emtricitabin Konzentratioen.
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[D] ermittelter IC50-Wert fur HIV-1 und HERV-K(HML-2) in 786_0 und HelLa-

Zellen aus zwei unterschiedlichen Experimenten.

4.3.1.2 Nukleotidische reverse Transkriptase Inhibitoren (NtRTI)

Die Inhibierung der NtRTIs erfolgte in gleicher Weise wie die NRTIs. Der ein-
zige Unterschied besteht darin, dass Nukleosidmonophosphatanaloga von

den Zellen aufgenommen wurde.

4.3.1.2.1 NtRTI Tenofovirdisoproxilfumarat (TDF) zeigt eine vollstandige
Inhibierung der HERV-K(HML-2) Infektion

Tenofovirdisoproxilfumarat (TDF) ist ein Adenosin-Nukleotidanalogon und fur
die Inhibierungsexperimente wurde ein Konzentrationsbereich von 0,002 bis
78,125 uM verwendet (siehe Abb. 37 A). Die Verdunnungsstufen richteten
sich nach dem publizierten IC50-Wert fur HIV-1 von 0,025 uM (Maeda et al.
2014). Fur HIV-1 und HERV-K(HML-2) konnte eine vollstandige Inhibierung
der Infektion bei steigenden Tenofovir Konzentrationen in 786_0 und HelLa
Zellen bestimmt werden (siehe Abb. 37 B & C). Auf Grundlage der berechne-
ten IC50-Werte konnte geschlussfolgert werden, dass Tenofovir eine hdhere
Sensitivitat fur HERV-K(HML-2) gegenuber HIV-1 besitzt (siehe Abb. 37 D)
und eignet sich somit bestens als Therpeutikum, um in moéglichen klinischen
Studien im Zusammenhang mit einer HERV-K(HML-2) Uberexpression an-
gewendet zu werden.

Zusammenfassend sind die nukelosidischen und nukleotidischen reversen
Transkriptase Inhibitoren eine gute Grundlage fiir eine moégliche Kombinati-
onstherapie gegenuber HERV-K(HML-2).
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Abbildung 37: Das Adenosinnukleotidanalogon Tenofovir-

disoproxilfumarat (TDF) inhibiert schon bei geringsten Konzentrationen
die HERV-K(HML-2) Infektion.

[A] TDF Zytotoxizitatsanalyse: Anderung der Luciferase Konzentration bei
steigenden TDF Konzentrationen. 0,025 pM ist der publizierte IC50-Wert fur
HIV-1 (Maeda et al. 2014). NT steht fur nicht transfiziert.

[B & C] Reduktion der GFP+ 786 _0 und HelLa Zellen bei steigenden TDF
Konzentrationen, die mit pseudotypisierten HIV-1 GFP Viren [B] oder HERV-
Kcon Viren [C] infiziert wurden.

[D] Darstellung der ermittelten 1C50-Werte fur TDF aus zwei unabhangigen
Experimenten fir HIV-1 und HERV-K(HML-2) in 786_0 und HelLa Zellen.

4.3.1.3 Nicht nukleosidische reverse Transkriptase Inhibitoren (NNRTI)

Die nicht nukleosidischen reversen Transkriptase Inhibitoren (NNRTI) sind
eine Gruppe von kleinen hydrophoben Molekilen (<600 Da) und binden di-
rekt und nicht-kompetitiv an die reverse Transkriptase. Die Bindestelle liegt
nahe am aktiven Zentrum des Enzyms, wodurch eine Konformationsande-
rung induziert wird. Das hat zur Folge, dass die Bindung der Nukleotide er-
schwert und die Polymerisation verlangsamt wird, sodass eine Hemmung der
Virusreplikation erfolgt. Im Gegensatz zu den NRTI missen die NNRTI nicht

von der Zelle aktiviert werden (Sluis-Cremer et al. 2004).
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4.3.1.3.1 NNRTI Etravirin beeinflusst die HERV-K(HML-2) Infektion nicht

Alle weiterfihrenden Experimente fur Etravirin erfolgten im Konzentrations-
bereich von 0,0112 bis 874 nM, da Etravirin in dieser Konzentrationsspanne
keine zytotoxische Wirkung zeigte (siehe Abb. 38 A). Der publizierte 1C50-
Wert fur HIV-1 liegt bei 1,4 nM (Andries et al. 2004). Eine Inhibierung der
Infektion bei steigenden Etravirin Konzentrationen erfolgte nur fur die HIV-1
in 786_0 mit einem IC50-Wert von 9,29 £ 0,9 nM und in HeLa mit einem
IC50-Wert von 7,99 £ 2,27 nM (siehe Abb. 38 B & D). Fur die HERV-K(HML-
2) Viren konnte keine Reduktion der GFP positiven Zellen bei steigenden
Etravirin Konzentrationen gemessen werden (siehe Abb. 38 C), somit hat
Etravirin keinen Einfluss auf die HERV-K(HML-2) Infektion.
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Abbildung 38: Das NNRTI Etravirin zeigt keine Beeinflussung der HERV-
K(HML-2) Infektion.

[A] Anderungen der Luciferase Konzentration bei steigenden Etravirin Kon-
zentrationen in den Zelllysaten. 1,4 nM ist der IC50-Wert fur HIV-1 (Andries
et al. 2004). NT steht fir nicht transfiziert.

[B & C] Inhibierungsanalysen bei steigenden Etravirin Konzentrationen mit
VSV-G pseudotypisierten HIV-1 GFP Viren [B] oder HERV-Kcon Viren [C] in
786_0 und HeLa Zellen.
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[D] Darstellung der ermittelten IC50-Werte fur Etravirin aus zwei unabhangi-
gen Experimenten fur HIV-1 und HERV-K(HML-2) in 786_0 und HeLa Zellen.

4.3.1.3.2 NNRTI Nevirapin (NVP) ist kein Inhibitor die HERV-K(HML-2)

Infektion

Der zweite Vertreter aus der Gruppe der NNRTIs ist der Wirkstoff Nevirapin,
der im Konzentrationsbereich von 0,32 bis 125.000 nM verwendet werden
konnte (siehe Abb. 39 A). Die serielle Verdinnungsreihe richete sich nach
dem puplizierten IC50-Wert fur HIV-1, der bei 40 nM liegt (Grob et al. 1992).
Fur Nevirapin sind die Ergebnisse ahnlich wie bei Etravirin, sodass nur die
HIV-1 Infektion bei steigenden Nevirapin Konzentrationen inhibiert, jedoch
die HERV-K(HML-2) Infektion durch Nevirapin nicht beeintrachtigt wurde
(siehe Abb. 40 B, C & D). Daraufhin kann geschlussfolgert werden, dass die
Gruppe der NNRTIs anhand der Wirkstoffe Nevirapin und Etravirin nicht an
die HERV-K(HML-2) reverse Transkriptase binden kdnnen und somit die en-
zymatische Aktivitat der HERV-K(HML-2) reversen Transkriptase nicht beein-

trachtigt wurde.
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Abbildung 39: Auch das zweite NNRTI Nevirapin inhibiert die HERV-
K(HML-2) Infektion nicht.

[A] Anderungen der Luciferase Konzentration bei steigenden Nevirapin Kon-
zentrationen in den Zelllysaten. 40 nM ist der IC50-Wert fur HIV-1 (Grob et
al. 1992). NT steht fur nicht transfiziert.

[B & C] Inhibierungsanalysen bei steigenden Nevirapin Konzentrationen mit
VSV-G pseudotypisierten HIV-1 GFP Viren [B] oder HERV-Kcon Viren [C] in
786_0 und HelLa Zellen.

[D] Darstellung der ermittelten IC50-Werte fur Nevirapin aus zwei unabhan-
gigen Experimenten fur HIV-1 und HERV-K(HML-2) in 786_0 und HeLa Zel-

len.

4.3.2 Integraseinhibitoren

Die verwendeten Integraseinhibitoren gehéren zu den Strangtransferinhibito-
ren und verhindern die irreversible Bindung der Hydroxylenden der viralen
DNA an die Phosphodiesterbricken der Wirts-DNA (Lataillade & Kozal
2006).
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4.3.2.1 Integraseinhibitor Elvitegravir reduziert die HERV-K(HML-2) In-

fektion

Fur Elvitegravir liegt der publizierte IC50-Wert fur HIV-1 bei 0,4 nM (Ro-
quebert et al. 2008) und fur die Inhibierungsexperimenten konnte ein Kon-
zentrationsbereich von 0,032 bis 6.250 nM verwendet werden (siehe Abb. 40
A). Bei steigenden Elvitegravir Konzentrationen wurde eine vollstandige Inhi-
bierung der HIV-1 Infektion in 786_0 und in HeLa Zellen nachgewiesen (sie-
he Abb. 40 B & D), wohingegen fir HERV-K(HML-2) eine deutlich hohere
Elvitegravir Konzentrationen eingesetzt werden musste, um eine Reduktion
der HERV-K(HML-2) Infektion zu erzielen (siehe Abb. 40 C & D). Daraufhin
kann geschlossen werden, dass Elvitegravir eine niedrige Sensitivitat fur
HERV-K(HML-2) gegenuber HIV-1 besitzt.

A 100000 B _ HIV-1
=) 2 120
g‘ 10000 2 - 7860
= c£ 100 % Hela
e 2 e
5 1000 TE B0
@ R
+
g 100 [ E 60
= O9F 40
= 10 2im
§ L‘% 20
>
1 < E 0 T T T T T T Ll 1
Vo o . NP N - 0.001 0.01 01 1 10 100 1000 10000
B“rbq,t-’\ e LD H ‘1‘33,\'1'53%'.15:\’.1?’ rf?‘b &
o N Elvitegravir Konzentration [nM]
Elvitegravir Konzentration [nM]
C HERV-K(HML-2) D

2 120

g -~ 786 0
g f 100 = Hela Inhibitor  IC50 HIV-1  HIV-1 HERV-K(HML-2)
i £ 80 (Roquebert 1C50 £ SEM IC50 + SEM
NS et al. 2008)
£z 60
é o " 786_0: 786_0:
== 4,42 £0,12 nM 650 + 157 nM
=g 20 Elvitegravir 0,4 nM

g Hela: Hela:

= 0-1 T T T T T T | 17,68 £ 3,07 nM 2.247,2 £1.265,8 nM

= 0001001 04 1 10 100 1000 10000

Elvitegravir Konzentration [nM]

Abbildung 40: Der Integraseinhibitor Elvitegravir inhibiert die HIV-1 und
HERV-K(HML-2) Infektion mit einer niedrigeren Sensitivitat fir HERV-
K(HML-2) gegentber HIV-1.

[A] Elvitegravir Zytotoxizitatsanalyse: Anderung der Luciferase Konzentration
bei steigenden Elvitegravir Konzentrationen. 0,4 nM ist der IC50-Wert fir
HIV-1 (Roquebert et al. 2008). NT steht fur nicht transfiziert.
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[B & C] Inhibierungsanalyse: prozentuale Verhéltnis der GFP+ Zellen bei
steigenden Elvitegravir Konzentrationen in 786_0 und HelLa Zellen nach er-
folgter HIV-1 [B] und HERV-Kcon [C] Infektion

[D] ermittelten 1IC50-Werte fur Elvitegravir aus zwei unabhangigen Experi-
menten fur HIV-1 und HERV-K(HML-2) in 786_0 und HeLa Zellen.

4.3.2.2 Integraseinhibitor Raltegravir inhibiert die HERV-K(HML-2) Infek-

on

~—+

Raltegravir ist der zweiten Vertreter der Integraseinhibitoren und der publi-
zierte 1C50-Wert fur HIV-1 liegt bei 3 nM (Roquebert et al. 2008). Die Luci-
ferase Konzentration &nderte sich im Konzentrationsbereich von 0,024 bis
46.875 nM nicht, sodass alle weiterfihrenden Experimente innerhalb dieser
Konzentrationsspanne erfolgen konnten (siehe Abb. 42 A). Im Gegensatz zu
Elvitegravir wurden bei steigenden Raltegravir Konzentrationen die HIV-1 wie
auch die HERV-K(HML-2) Infektion mit ahnlichen IC50-Werte in HeLa sowie
in 786_0 Zellen inhibert (siehe Abb. 42 B, C & D), sodass Raltegravir eine
gleiche Sensitivitat fur HIV-1 wie auch HERV-K(HML-2) besitzt.
Zusammenfassend inhibert die Gruppe der Integraseinhibitoren die HERV-
K(HML-2) Infektion jedoch mit einer unterschiedlichen Sensitivitaten gegen-
Uber HIV-1, sodass bei einer mdglichen Kombintionstherapie gegentber
HERV-K(HML-2) der Wirkstoff Raltegravir anstatt Elvitegravir genutzt werden
sollte.
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Abbildung 41: Der Integraseinhibitor Raltegravir inhibiert die HIV-1 und
HERV-K(HML-2) Infektion mit gleicher Sensitivitat.

[A] Raltegravir Zytotoxizitatsanalyse: Anderung der Luciferase Konzentration
bei steigenden Raltegravir Konzentrationen. 3 nM ist der IC50-Wert fur HIV-1
(Roquebert et al. 2008). NT steht fur nicht transfiziert.

[B & C] Inhibierungsanalyse: prozentuale Verhéltnis der GFP+ Zellen bei
steigender Raltegravir Konzentrationen in 786_0 und HelLa Zellen nach er-
folgter HIV-1 [B] und HERV-Kcon [C] Infektion

[D] ermittelten IC50-Werte fur Raltegravir aus zwei unabh&ngigen Experi-
menten fur HIV-1 und HERV-K(HML-2) in 786_0 und HeLa Zellen.

4.3.3 Proteaseinhibitoren

Die HIV-1 Protease ist eine Aspartatprotease, die spezifische Aminosau-
resequenzen (Phenylalanin-Prolin oder Tyrosin-Prolin) erkennt und die hyd-
rolytische Spaltung des Gag und des Gag-Pol Polyproteins in die jeweiligen
Strukturproteine katalysiert, um die Reifung von infektiosen viralen Partikeln
zu gewabhrleisten. Die HIV-1 Proteaseinhibitoren sind Analogon, die diese
spezifische Aminosauresequenz nachahmt und kann somit an die aktive Bin-
destelle der HIV-1 Protease binden, wodurch die Partikelreifung inhibiert wird
(Flexner 1998).
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4.3.3.1 Proteaseinhibitor Amprenavir inhibiert die HERV-K(HML-2) Infek-

tion nicht

Fur die Herstellung der Amprenavir Verdiinnungsreihe wurde die publizierte
IC50-Spanne von 12-80 nM fur HIV-1 herangezogen (Lv et al. 2015). Im
Konzentrationsbereich zwischen 0,4 bis 31.250 nM anderte sich die Lucifera-
se Konzentration nicht, sodass alle weiterfihrenden Experimente innherhalb
dieser Spanne erfolgen konnten (siehe Abb. 42 A).

Die Durchfuhrung der Inhibierungsexperimente musste fur die Proteaseinhi-
bitoren angepasst werden, weil diese Wirkstoffe die Reifung der Viren und
damit die Entstehung von infektiésen Viren verhindern. Daraufhin waren die
Proteaseinhibitoren wahrend der Herstellung von viralen HIV-1 und HERV-
K(HML-2) Partikeln anwesend. Nach Aufkonzentrierung dieser Viren wurden
293T Zellen infiziert und die Anzahl der GFP positiven Zellen Gber FACS be-
stimmt.

Bei steigenden Amprenavir Konzentrationen nahm die Anzahl der GFP posi-
tiven Zellen bei HIV-1 ab, somit wurde die Herstellung von infektiosen HIV-1
Partikeln durch die Anwesenheit von Amprenavir inhibiert. In den 293T Zellen
konnte ein IC50-Wert fir HIV-1 von 121,25 + 4,05 nM bestimmt werden und
befindet sich in der Nahe des publizierten IC50-Wertes von 12-80 nM (siehe
Abb. 42 B & D). Amprenavir inhibiert die Reifung von infektiosen HERV-
K(HML-2) Partikeln nicht, woraufhin keine Reduktion der GFP positiven 293T
Zellen im FACS gemessen wurde (siehe Abb. 42 C).
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Abbildung 42: Proteaseinhibitor Amprenavir inhibiert die HERV-K(HML-
2) Infektion nicht

[A] Amprenavir Zytotoxizitatsanalyse: Darstellung der Luciferase Konzentra-
tion bei unterschiedlichen Amprenavir Konzentrationen in den Zelllysaten.
12-80 nM ist der IC50-Wert fur HIV-1 (Lv et al. 2015). NT steht fur nicht
transfiziert.

[B & C] Bei der Herstellung von VSV-G pseudotypisierten HIV-1 GFP Viren
[B] und HERV-Kcon Viren [C] waren unterschiedliche Amprenavir Konzentra-
tionen vorhanden. Nach erfolgter Auftkonzentrierung dieser HIV-1 und HERV-
Kcon Viren wurden 293T Zellen infiziert und die Anzahl der GFP positiven
Zellen Ubers FACS bestimmt, woraus sich die Inhibierungskurve ergab.

[D] ermittelten 1IC50-Werte fir Amprenavir aus zwei unabhangigen Experi-
menten fur HIV-1 und HERV-K(HML-2) in 293T Zellen.

4.3.3.2 Der Proteaseinhibitor Darunavir ist kein Inhibitor der HERV-
K(HML-2) Infektion

Fiar Darunavir wurde ein IC50-Wert von 1-2 nM fir HIV-1 publiziert (Lv et al.
2015). Daruanvir zeigte im Konzentrationsbereich von 0,016 bis 31.250 nM
keine Zytotoxizitat (siehe Abb. 43 A) und inhibiert die Reifung zu infektibsen
HIV-1 Viren (siehe Abb. 43 B). Der ermittelte IC50-Wert fur HIV-1 von 2,79 +
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0,62 nM in 293T Zellen entspricht dem publizierten IC50-Wert von 1-2 nM
(siehe Abb. 43 D). Dagegen hat Darunavir keinen Einfluss auf die Reifung
der HERV-K(HML-2) Viren und &nderte die Anzahl der GFP positiven Zellen
nicht (siehe Abb. 43 C).
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Abbildung 43: Auch der zweite Proteaseinhibitor Darunavir beeinflusst
die HERV-K(HML-2) Infektion nicht.

[A] Darunavir Zytotoxizitatsanalyse: Darstellung der Luciferase Konzentration
bei unterschiedlichen Darunavir Konzentrationen in den Zelllysaten. 2 nM ist
der IC50-Wert fur HIV-1 (Lv et al. 2015). NT steht fuir nicht transfiziert.

[B & C] Bei der Herstellung von VSV-G pseudotypisierten HIV-1 GFP Viren
[B] und HERV-Kcon Viren [C] waren unterschiedliche Darunavir Konzentrati-
onen vorhanden. Nach erfolgter Aufkonzentrierung dieser HIV-1 und HERV-
Kcon Viren wurden 293T Zellen infiziert und die Anzahl der GFP positiven
Zellen Gbers FACS bestimmt, woraus sich die Inhibierungskurve ergibt.

[D] ermittelten 1C50-Werte fur Darunavir aus zwei unabhangigen Experimen-
ten fr HIV-1 und HERV-K(HML-2) in 293T Zellen.
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4.3.3.3 Proteaseinhibitor Indinavir beeinflusst die HERV-K(HML-2) Infek-

tion nicht

Fur die Herstellung der Indinavir Verdinnungsreihe wurde der publizierte
IC50-Wert von 5,5 nM fur HIV-1 herangezogen (Lv et al. 2015). Fur alle wei-
terfihrenden Experimente wurde eine Indinavir Konzentrationsspanne von
0,044 bis 85.938,5 nM verwendet (siehe Abb. 44 A). Wie zuvor bei Amprena-
vir und Darunavir beeinflusste Indinavir ebenfalls die Reifung der HIV-1 Par-
tikel jedoch nicht die Reifung der HERV-K(HML-2) Partikel, sodass ein IC50-
Wert fur HIV-1 von 49,75 * 13,47 nM bestimmt werden konnte (siehe Abb. B,
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Abbildung 44: Der dritte Proteaseinhibitor Indinavir zeigt ebenfalls kei-
ne Beeinflussung die HERV-K(HML-2) Infektion

[A] Indinavir Zytotoxizitatsanalyse: Luciferase Konzentration bei unterschied-
lichen Indinavir Konzentrationen in den Zelllysaten. 5,5 nM ist der IC50-Wert
far HIV-1 (Lv et al. 2015). NT steht fur nicht transfiziert.

[B & C] Bei der Herstellung von VSV-G pseudotypisierten HIV-1 GFP Viren
[B] und HERV-Kcon Viren [C] waren unterschiedliche Indinavir Konzentratio-
nen vorhanden. Nach erfolgter Aufkonzentrierung dieser HIV-1 und HERV-
Kcon Viren wurden 293T Zellen infiziert und die Anzahl der GFP positiven

Zellen Gbers FACS bestimmt, woraus sich die Inhibierungskurve ergibt.

100



Ergebnisse

[D] ermittelten IC50-Werte fur Indinavir aus zwei unabhéangigen Experimen-
ten fur HIV-1 und HERV-K(HML-2) in 293T Zellen.

4.3.3.4 Proteaseinhibitor Lopinavir reduziert die HERV-K(HML-2) Infekti-

on nicht

Dieses Ergebnis bestétigte sich auch fir den letzten getesten Wirkstoff Lopi-
navir aus der Reihe der Proteaseinhibitoren, sodass Lopinavir nur die Rei-
fung der HIV-1 viralen Partikel mit einem IC50-Wert von 8,72 + 2,88 nM be-
eintratigte (siehe Abb. B, C & D). Dieser ermittelte IC50-Wert entspricht dem
publizierten Wert von 17 nM (Lv et al. 2015).

Zusammenfassend inhibiert kein einziger Wirkstoff aus der Gruppe der Pro-
teaseinhibitoren die HERV-K(HML-2) Infektion, sodass die Proteaseinhibito-
ren nicht an die aktive Bindestelle der HERV-K(HML-2) Protease binden

kénnen.
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Abbildung 45: Wie zu erwaten war, inhibiert der vierte Proteaseinhibitor
Lopinavir ebenfalls die HERV-K(HML-2) Infektion nicht.

[A] Lopinavir Zytotoxizitdtsanalyse: Luciferase Konzentration bei unterschied-
lichen Lopinavir Konzentrationen in den Zelllysaten. 17 nM ist der IC50-Wert
fur HIV-1 (Lv et al. 2015). NT steht fir nicht transfiziert.
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[B & C] Bei der Herstellung von VSV-G pseudotypisierten HIV-1 GFP Viren
[B] und HERV-Kcon Viren [C] waren unterschiedliche Lopinavir Konzentratio-
nen vorhanden. Nach erfolgter Aufkonzentrierung dieser HIV-1 und HERV-
Kcon Viren wurden 293T Zellen infiziert und die Anzahl der GFP positiven
Zellen Gbers FACS bestimmt, woraus sich die Inhibierungskurve ergibt.

[D] ermittelten IC50-Werte fur Lopinavir aus zwei unabhangigen Experimen-
ten fur HIV-1 und HERV-K(HML2) in 293T Zellen.
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5. Diskussion

In dieser Promotionsarbeit wurden verschiedene Restriktionsmechanismen
untersucht um zu verstehen, wie bei einer méglichen HERV-K(HML-2) Reak-
tivierung die Virus Expression eingedammt werden kénnte. Einerseits wurde
Uberpruft, ob die Restriktionsfaktoren wie das APOBEC 3G (A3G) Protein
und die PYHIN Proteinfamilie einen Einfluss auf die HERV-K(HML-2) Parti-
kelproduktion besitzen. Anderseits wurde nachgewiesen, dass HERV-
K(HML-2) intrazellular eine Stressreaktion mit einhergehender Assemblie-
rung einer Stressgranula induzieren kann.

Die Expression von HERV-K(HML-2) kann auch durch eine Behandlung von
antiretroviralen Wirkstoffen herunter reguliert werden. Daraufhin wurden ver-
schiedene bekannte und gegen HIV-1 wirksame Wirkstoffe gegenuber
HERV-K(HML-2) getestet und auf die Sensitivitat im Vergleich zu HIV-1 un-
tersucht, um ein mdgliches Spektrum an potentiellen Wirkstoffen fir eine
HERV-K(HML-2) Behandlung zu erhalten.

5.1 Keine Reduktion der HERV-K(HML-2) Partikelpro-
duktion durch das A3G Protein

Retroviren werden neben epigenetischen Kontrollmechanismen auch Uber
Restriktionsfaktoren in ihrer Expression reguliert. HIV-1 wird unteranderem
durch das TRIM5a, SAMHD1 und Proteine der APOBEC3 Familie in lhrer
Expression reguliert (Engelmann & Cherepanov 2012). TRIM5a verhindert
die retrovirale Replikation von HIV zwischen dem Eindringen des Virus in die
Wirtszelle und der reversen Transkription (Nisole et al. 2005). Die APOBEC3
Proteinfamilie und SAMHD1 beeinflusst den viralen Replikationszyklus von
HIV1, wobei durch APOBEC3 Mutationen im DNA-Strang induziert und durch
SAMHD1 die Menge an intrazellularen Desoxyribonukleosidtriphosphaten
verringert wird (Hanke et al. 2016; Zheng et al. 2012).

Eine Restriktion durch das A3G Protein kann das HIV-1 Virus durch das ak-
zessorische Protein Vif (,viral infectivity factor®) verhindern. Das Vif Protein

besitzt verschiedene antivirale Funktionen. Einerseits kann das HIV-1 Vif
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Protein an die A3G mRNA binden und somit die Translation des A3G Pro-
teins verhindern (Henriet et al. 2009). Andererseits interagiert das Vif Protein
mit dem A3G Protein und der U3 Ubiqutin Ligase, sodass das A3G Protein
polyubiquitinyliert und Gber den proteasomalen Weg abgebaut werden kann
(Henriet et al. 2009). Das Vif Protein kann auch die A3G Cytidin Deaminase
Aktivitat inhibieren und somit die G zu A Hypermutationen reduzieren (Wang
et al. 2014). AulRerdem verhindert das Vif Protein, dass das A3G Protein in
die neu entstehenden viralen HIV-1 Partikeln eingebaut werden kann, weil
das Vif Protein mit der viralen HIV-1 RNA ein Ribonukleoproteinkomplex bil-
det und somit das A3G Protein nicht an die virale RNA binden kann (Henriet
et al. 2009).

Carmi et al. 2011 und Anwar et al. 2013 beschaftigten sich mit der Sequenz
von integrierten Retroelementen und beobachteten, dass eine gewisse Hau-
figkeit von G zu A Hypermutationen im Genom von HERV-K Elementen vor-
handen sind, die sich nur durch die Interaktion der retroviralen Sequenz mit
der APOBEC3 Proteinfamilie erklaren lasst. Die Arbeitsgruppe um Herrn
Bannert am Robert Koch-Institut zeigte in ungestressten und gestressten
Zellen eine Interaktion des A3G Proteins mit Staufen-1 und dem viralen Pro-
tein Rec (Hanke 2010). Das zellulare Staufen-1 Protein interagiert mit dem
Rec Protein und dirigiert den spezifischen viralen RNA Export aus dem Zell-
kern ins Zytoplasma (Hanke et al. 2013). Nach erfolgtem Export der viralen
RNA bleibt Staufen-1, Rec und die virale RNA als Staufen-1 Ribonukleoprot-
einkomplexe assoziiert, wodurch der Transport der viralen RNA zu den Ribo-
somen bzw. zur Zellmembran geférdert wird (Hanke et al. 2013). Daraufhin
wird die Translation von viralen Proteinen und die virale Partikelbildung ge-
steigert (Hanke et al. 2013). In einer zellularen Stresssituation wurde eine
Fusionierung dieser Staufen-1 Ribonukleoproteinkomplexe zu einer Stress-
granula bzw. zur HMM A3G Granula durch die Anwesenheit des Rec bzw.
Staufen-1 Protein mit TIA als Stressgranulamarker bzw. A3G nachgewiesen,
wodurch die Translation von viralen Proteinen inhibiert wird (Hanke 2010).
Die Zusammensetzung der HMM A3G Granula besteht aus verschiedenen
assoziierten Proteinen und werden bspw. in RNA Co-Faktoren, in Staufen-

enthaltenen RNA-Transport Granula, in Ro Ribonukleoproteine, in Pré-
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spleifosom enthaltene Proteine und in Transkriptionsregulatorproteine einge-
teilen (Chiu et al. 2006). In dieser Publikation wurde gezeigt, dass die Alu
Retrotransposition durch die zytoplasmatische HMM A3G Granula Assemb-
lierung inhibiert wurde, wodurch die Integritat des humanen Genoms vor ei-
ner Reintegration bewahrt wird (Chiu et al. 2006; Bogerd et al. 2006b). Diese
Publikation war die Grundlage fir die Klonierung des NTAP-A3G Konstrukts.
Die Klonierung des NTAP-A3G Vektors erfolgte in der Masterarbeit der Auto-
rin im Jahr 2016. In dieser Masterarbeit wurde die HMM A3G Granula, die
durch die Stressreaktion durch Natriumarsenit entstand, aufgereinigt und die
akkumulierte virale HERV-K(HML-2) RNA bzw. Proteine als Bestandteil der
HMM A3G Granula nachgewiesen (Block 2016).

Fur die nachfolgenden A3G Restriktionsexperimente wurden oriHERV-K113,
Rec, Staufen-1, pGL3 Promotor und unterschiedliche NTAP-A3G Plasmid-
konzentrationen in die 293T Zellen transfiziert. 72 h nach erfolgter Transfek-
tion wurden die Virustberstande aufkonzentriert und die reverse Transkripta-
se Aktivitat im Cavidi Assay bzw. die p27 Konzentration im Western-Blot be-
stimmt. Bei zunehmender NTAP-A3G Konzentration nahm zunachst die
HERV-K(HML-2) reverse Transkriptase Aktivitdt um das 35,5-fache ab und
auch eine Reduktion der p27 Konzentration im Western-Blot konnte gemes-
sen werden (siehe Abb. 16). Bei den verwendeten Leervektoren (pcDNAG6
und pNTAP) wurden unterschiedliche reversen Transkriptase Aktivitaten be-
stimmt, wobei die reverse Transkriptase Aktivitat beim pNTAP Leervektor um
das 1,4-fache im Vergleich zum pcDNA6 Vektor abnahm. In Folge dessen
wurde die A3G Sequenz mit einem HA-Tag in den pcDNA6 Vektor hineinklo-
niert und die HERV-K(HML-2) Restriktionsexperimente wiederholt. Durch die
ektopische A3G-HA Expression wurden keine Anderungen in der p27 Kon-
zentration im Vergleich zum pcDNA6 Leervektor nachgewiesen, sodass
A3G-HA keinen Einfluss auf die HERV-K(HML-2) Partikelproduktion besal3.
Im Vergleich der beiden A3G Konstrukte (pcDNA-A3G-HA und pNTAP-A3G)
wurden einerseits der HA-Tag C-terminal und der NTAP-Tag N-terminal an
das A3G Protein angefligt und andererseits befindet sich beim NTAP-A3G
Protein ein Linker zwischen dem Tag und dem A3G Protein, sodass die aus-
bleibende Reduktion der HERV-K(HML-2) Partikelproduktion auf eine mogli-
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che inkorrekte Faltung des A3G-HA Proteins zuriickzufihren sein kénnte.
Daraufhin wurden weitere Klonierungen durchgefihrt, in dem nur das A3G
Protein in den pcDNAG6 Vektor hineinkloniert oder der HA-Tag entweder N-
oder C-terminal bzw. verschiedene Linker (NTAP- oder Glycin-Serin-Linker)
an das A3G Protein angefligt wurden. Eine Reduktion der HERV-K(HML-2)
Partikelproduktion konnte nur beim NTAP-A3G Protein nachgewiesen wer-
den. Zusatzlich zeigte der NTAP Leervektor eine geringfuigige Reduktion der
HERV-K(HML-2) Partikelproduktion gegenuber dem pcDNAG6 Leervektor. Der
NTAP Leervektor produzierte ein kleines Peptid mit einer Calmodulin- und
Streptavidin-bindenen Doméane. Fur HIV-1 ist bekannt, dass das Calcium-
abhangige Calmodulin an das HIV-1 Matrixprotein bindet und somit die Kon-
formation des Matrixproteins verandert (Chow et al. 2010). Daraufhin ware
eine mogliche Interaktion des HERV-K(HML-2) Matrixproteins mit dem Cal-
modulin-Tag eine Erkarung fur die Reduktion der HERV-K(HML-2) Partikel-
prdouktion.

Nachfolgend konnte Uberprift werden, ob das A3G Protein in die entstehen-
den viralen HERV-K(HML-2) Partikeln eingebaut und die HERV-K(HML-2)
Replikation in den infizierten Zellen inhibiert werden kdnnte. Das A3G Protein
kann an die virale HERV-K(HML-2) RNA bzw. an die Gag Proteine binden
und kann somit in die neuentstehenden HERV-K(HML-2) Viren eingebaut
werden (Henriet et al. 2009; Bogerd et al. 2006a). Im Vergleich wurden bei
AVif HIV-1 Viren das A3G Protein in die neuentstehenden viralen HIV-1 Par-
tikel eingebaut (Mariani et al. 2003; Stopak et al. 2003), wodurch die HIV-1
Replikation in den infizierten Zellen gehemmt wurde (Xu et al. 2007). Aul3er-
dem zeigte die Arbeitsgruppe um Herrn Liu, dass die Infektiositat der AVif
HIV-1 Viren durch die Anwesenheit des A3G Proteins abnahm (Wang et al.
2014). Daraufhin kénnte auch die Infektiositat der HERV-K(HML-2) produ-
zierten Viren durch die Anwesenheit des A3G Proteins abnehmen, auch
wenn die Anzahl der produzierten HERV-K(HML-2) Viruspartikel nicht abge-
nommen hat. Daraufhin sollten GFP positive infektiose HERV-K(HML-2) Vi-
ren mit und ohne ektopische A3G Expression hergestellt, aufkonzentriert und
Zellen mit den HERV-K(HML-2) Viren infiziert werden, sodass die Anzahl der
GFP positiven Zellen mit und ohne A3G Expression verglichen werden kann.
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Ein ahnlicher Versuchsablauf wurde von der Heidmann Arbeitsgruppe durch-
gefuhrt, wobei die Infektidsitat der HERV-K(HML-2) Partikeln durch die An-
wesenheit von APOBEC 3A, 3B, 3DE, 3F und 3G abnahm (Esnault et al.
2008), sodass geschlussfolgert werden kann, dass der HERV-K(HML-2)
Replikationzyklus in den infizierten Zellen inhibiert wird.

Ruprecht et al. 2008 und Bieda et al. 2001 zeigten, dass naive Teratokarzi-
nomazellen, wozu die Tera-1 und GH Zelllinien gehdéren, virale HERV-
K(HML-2) Partikel produzieren kdnnen, sodass in den naiven Zellen bzw. in
den aufkonzentrierten viralen Uberstanden HERV-K(HML-2) RNA nachge-
wiesen werden konnte. AufRRerdem produzierten diese Zellen endogenes
A3G. Eine Uberlegung wahrend der Erstellung dieser Arbeit war, ob ein
knock-out des endogenen A3G Proteins iUber CRISPR Cas 9 die HERV-
K(HML-2) Partikelproduktion beeinflussen wirde. Jedoch wurde die HERV-
K(HML-2) Partikelreduktion durch die verschiedenen A3G Konstrukte nicht

bestatigt, sodass die anfangliche Uberlegung nicht weiterverfolgt wurde.

5.2 Restriktion von HERV-K(HML-2) durch nukleare
PYHIN Proteine

Die PYHIN Proteinfamilie besitzt einen Einfluss auf die Genexpression von
verschiedensten Viren. Herrn Gariano und Kolleg*innen zeigten, dass ein
Knock-Down von IFI16 eine erh6hte Replikation der humanen Cytomegalovi-
ren (HCMV) zur Folge hatte bzw. eine erhdhte Expression des IFI16 Proteins
die virale Partikelproduktion reduzierte (Gariano et al. 2012). Die PYHIN Pro-
teine IFI16 und IFIX wirkten als Restriktionsfaktoren gegentber den Herpes
Simplex Viren (HSV-1) (Gariano et al. 2012; Crow & Cristea 2017). Herr Con-
rady und Kolleg*innen beobachteten, dass das IFI16 Protein die Produktion
von IFN-a in Epithelzellen aktivieren kann, wodurch die Aktivitat von Herpes
Simplex Viren inhibiert wurde (Conrady et al. 2012). Irene Lo Cigno und Kol-
leg*innen zeigten den inhibitorischen Einfluss von IFI16 auf die virale Tran-
skription und Replikation von humanen Papillomaviren (HPV) (Lo Cigno et al.
2015). Die Arbeitsgruppe vermutete, dass verschiedene Transkriptionsfakto-

ren beispielsweise die Spl Bindestelle fur die Hemmung von HPV durch
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IF116 verantwortlich sein kénnte. IFI16 als Vertreter der PYHIN Proteine wirk-
te als Restriktionsfaktor gegeniber Retroviren beispielsweise HIV-1. Herr
Jakobsen und Kolleg*innen zeigten, dass IFI16 die virale DNA, die wahrend
dem HIV-1 Replikationszyklus entsteht, erkennt und das angeborene Im-
munsystem aktiviert, wodurch die HIV-1 Replikation gehemmt wird (Jakob-
sen et al. 2013). Daraufhin liegt der Fokus dieser Arbeit auf die Restriktion
von HERV-K(HML-2) durch die PYHIN Proteine. In den Masterarbeiten, die
am Robert Koch-Institut unter der Leitung von Herrn Bannert angefertigt wur-
de, wurde die Restriktion von HERV-K(HML-2) durch IFI16 bestatigt (Zu-
mblick 2019; Savas 2020; Friedrich 2021).

Ein Ziel meiner Arbeit lag in der Untersuchung, ob die anderen Vertreter der
PYHIN Proteinfamilie (AIM2, MNDA und IFIX) einen restriktorischen Einfluss
auf HERV-K(HML-2) besitzen. Eine Cotransfektion bei unterschiedlichen
AIM2, MNDA und IFIX Konzentrationen erfolgte mit oriST HERV-K113 und
Staufen-1. Die Anzahl der viralen Partikeln wurde mittels reverse Transkrip-
tase Aktivitat Gber den PERT-Assay quantifiziert. Staufen-1 ist ein Interakti-
onspartner des Rec und Gag Proteins und dient der Erhéhung der Partikel-
produktion (Hanke et al. 2013b). Des Weiteren wurden die PYHIN Expressi-
onsplasmide von dem Institut fur Virologie der Universitat Ulm zur Verfugung
gestellt, womit HIV-1 Restriktionsanalysen durchgefuhrt wurden (Hotter et al.
2019; Bosso et al. 2020).

Durch die ektopische MNDA und IFIX Proteinexpression erfolgte eine voll-
standige Restriktion der Partikelexpression von HERV-K(HML-2), wohinge-
gen fur AIM2 nur eine geringfugige Reduktion der Partikelproduktion gemes-
sen wurde. AulRerdem zeigt Frau Zumblick erstmals in ihrer Masterarbeit eine
vollstandige Restriktion der HERV-K(HML-2) Partikelexpression bei einer
IFI16 Uberexpression (Zumblick 2019). Im Linker Bereich der IFI16, IFIX und
MNDA Proteine befinden sich die Kernlokalisierungssequenz(en), sodass
diese Proteine in den Zellkern transportiert werden kénnen (Bosso et al.
2020). Die nuklearen PYHIN Proteine bewirken eine vollstandige Restriktion
der HERV-K(HML-2) Partikelproduktion. Das AIM2 Protein verblieb durch die
fehlende Kernlokaliserungssequenz im Zytoplasma (Bosso et al. 2020) und
bewirkte nur eine geringfiigige Restriktion der HERV-K(HML-2) Partikelpro-
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duktion. Frau Zumblick zeigte in ihrer Masterarbeit, dass diese Restriktion
der HERV-K(HML-2) Partikelproduktion aufgehoben wurde, wenn die Kernlo-
kalisierungssequenz des IFI16 Proteins mutiert war, wodurch das IFI16 Pro-
tein nicht mehr in den Zellkern hinein transportiert werden konnte (Zumblick
2019). Daraufhin kann geschlussfolgert werden, dass fur eine effektive
HERV-K(HML-2) Restriktion die Anwesenheit der PYHIN Proteine im Zell-
kern essentiell ist. Herr Bosso und Kolleg*innen zeigten fur HIV-1 die glei-
chen Resultate, d. h. eine HIV-1 Restriktion erfolgte Gber nukleare PYHIN
Proteine (IFI16, IFIX und MNDA) (Bosso et al. 2020). Die Anwesenheit der
HIN-Domane hingegen ist fir die HERK-K(HML-2) wie auch fir die HIV-1
Restriktion nicht essentiell (Bosso et al. 2020), sodass eine Restriktion der
HERV-K(HML-2) Partikelproduktion schon bei IFI16 (Zumblick 2019), MNDA
und IFIX Proteinen erfolgte, die nur die Pyrin-Linker-Doménen besitzen. Fir
das humane Cytomegalovirus wurde ebenfalls bestétigt, dass Deletionen in
der HIN-Doméne des IFI16 Proteins die HCMV Restriktion nicht aufhebte
(Gariano et al. 2012). Anderseits erhdhte sich die HCMV Replikation, wenn
Deletionen in der Pyrin-Domane des IFI16 Proteins vorhanden sind (Gariano
et al. 2012). In der Pyrin Doméne befindet sich die Protein-Protein-
Interaktionsstelle, sodass die HERV-K(HML-2) Restriktion durch eine maogli-
che Interaktion von Transkriptionsfaktoren mit dem nuklearen PYHIN Protein
erfolgen kénnte. In der Publikation von Dominik Hotter und Kolleg*innen im
Jahr 2019 wurden die Interaktion von dem Transkriptionsfaktor Sp1 mit dem
IFI116 Protein als Ursache fur die HIV-1 Restriktion benannt. Das IFI16 Pro-
tein ist in der Lage den Transkriptionsfaktor Spl zu binden und somit die
HIV-1 Transkription zu inhibieren (Hotter et al. 2019). In der Masterarbeit von
Frau Zumblick wurde untersucht, ob die HERV-K(HML-2) Restriktion durch
die nukledaren PYHIN Proteine ebenfalls Uber das Spl Protein erfolgen kdnn-
te (Zumblick 2019). Die Lower Arbeitsgruppe zeigte als Bindestelle des Tran-
skriptionsfaktors Spl vier GC-Boxen, die sich in der 5LTR Region von
HERV-K(HML-2) befinden (Fuchs et al. 2011). Frau Zumblick mutierte in ih-
rer Masterarbeit diese GC-Boxen in der 5LTR und klonierte diese 5LTR
Sequenz in einem Luciferasevektor hinein (Zumblick 2019). Die Luciferase

Konzentration anderte sich zwischen der mutierten und der nicht mutierten
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5'LTR Sequenz nicht (Zumblick 2019), sodass eventuell auch andere Berei-
che nicht nur allein die 5’LTR der proviralen Sequenz fir die Restriktion
durch die nuklearen PYHIN Proteine essentiell sein konnten. Auf3erdem an-
derte sich durch eine Uberexpression des Sp1l Proteins die HERV-K(HML-2)
Partikelproduktion nur geringfiigig und eine Uberexpression von IFI16 und
Spl erhdhte die HERV-K(HML-2) Transkription nicht signifikant (Zumblick
2019). Schlussfolgernd kénnten auch andere Transkriptionsfaktoren einen
Einfluss in der Restriktion von HERV-K(HML-2) durch die nukledren PYHIN
Proteine besitzen, weil fir das Spl Protein keine eindeutigen Ergebnisse, die
den Einfluss auf die Restriktion von HERV-K(HML-2) durch die nukleare
PYHIN Proteine belegen, vorhanden sind. In der 5’LTR Sequenz von HERV-
K(HML-2) befinden sich eine Vielzahl von verschiedensten GC-reichen Be-
reichen, die eine mdgliche Bindestelle von Transkriptionsfaktoren sein kénn-
ten.

In einem Versuch erfolgte ein Vergleich der HERV-K(HML-2) Partikelredukti-
on durch AIM2, MNDA und IFIX, wobei zwei verschiedene Molekularklonen
einerseits oriST HERV-K113 und anderseits CMVoriST HERV-K113 einge-
setzt wurden. Durch den Austausch der U3 Region mit dem CMV Promotor
in der 5’LTR entstand das CMVoriST HERV-K113 Konstrukt, das von der
Arbeitsgruppe um Herrn Bannert zur Verfiigung gestellt wurde. Die vier GC-
Boxen, die fur die Bindung des Transkriptionsfaktors Spl entscheidend sind,
befinden sich in der RU5 Region und sind somit in dem CMVoriST HERV-
K113 Konstrukt vorhanden. Die Partikelreduktion wurde durch die Verwen-
dung des CMVoriST HERV-K113 Konstruktes durch AIM2 komplett aufgeho-
ben. MNDA und IFIX reduzierte weiterhin die Partikelproduktion durch die
Verwendung des CMVoriST HERV-K113 Konstrukts um das 10,5-fache fur
MNDA oder um das 2,6-fache fir IFIX, wobei keine vollstandige Restriktion
im Gegensatz zum oriST HERV-K113 Konstrukt mehr nachweisbar war. Eine
Reduktion der Luciferase Konzentration wurde im Zelllysat durch die Ver-
wendung der CMV-Promotor getriebene Luciferase (pGL4.51) im Zelllysat
gemessen, wobei fur MNDA eine 7-fache und fur IFIX eine 2,4-fache Reduk-
tion vorhanden war. Daraufhin wurden vergleichbare Reduktionen im Zellly-

sat wie im Virusuberstand gemessen, sodass ein geringfugiger Einfluss von
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MNDA und IFIX auf den CMV-Promotor des humanen Cytomegalovirus dar-
gestellt wurde. Antonia Zumblick zeigte in ihrer Masterarbeit fur das IFI16
Protein keine Reduktion der Partikelproduktion bei der Verwendung des
CMVoriST HERV-K113 Konstruktes, somit scheint eine vollstandig intakte
5'LTR Sequenz fir die Restriktion durch nukledre PYHIN Proteine entschei-
dend zu sein (Zumblick 2019). AuRerdem scheint eine mdgliche Interaktion
der nuklearen PYHIN Proteine mit dem Spl Transkriptionsfaktor bei der
Restriktion im Bezug zum CMVoriST HERV-K113 Konstruktes nicht aus-
schlaggeben zu sein, weil der CMV Promotor ein sehr starker Promotor im
Gegensatz zur 5'LTR ist. Die LTR von HERV-K(HML-2) agieren als unab-
hangige Promotoren, sprich diese LTRs besitzen kein Initiator Motiv und
werden nicht durch Kernpromotor-Elemente reguliert (Fuchs et al. 2011).
Mindestens 50 % der HERV-K(HML-2) LTRs besitzen eine Promotoraktivitat
und das Transkriptionsniveau der einzelnen LTRs kann sehr stark variieren
(Buzdin et al. 2006). Eine hohe Promotoraktivitat befindet sich in der 5° provi-
ralen LTR (Buzdin et al. 2006).

Fur das zytoplasmatische AIM2 Protein wurde nur geringfugige Inhibierungen
fur HERV-K(HML-2) gezeigt, sodass die Assemblierung von AIM2 Inflamma-
somen inhibiert sein kdnnte. Die Arbeitsgruppe um Frank Kirchhoff zeigte fur
HIV-1 keine Assemblierung und Aktivierung von AIM2 Inflammasomen
(Bosso et al. 2020). Eine AIM2 Inflammasom Aktivierung erfolgte nach Bin-
dung von doppelstrangiger viraler DNA an AIM2 mit anschlieRender AIM2
Oligomerisierung, wodurch die Caspase-1 rekrutiert und aktiviert werden
kann (Lugin & Martinon 2018; Sharma et al. 2019). Die Caspase-1 spaltet
und aktiviert Interleukine (IL-1p & IL-18) und Gasdermin D (GSDMD) (Lugrin
& Martinon 2018; Sharma et al. 2019). Gasdermin D lagert sich zu groR3en
Poren in die Zellmembran ein, wodurch die Pyroptose induziert wird und
Freisetzung von Interleukine (IL-18 und IL-18) erfolgen kann (Lugin & Mar-
tinon 2018; Sharma et al. 2019). In verschiedenen Publikationen wurde ge-
zeigt, dass virale Proteine die Aktivierung und Assemblierung von Inflamma-
somen inhibieren kénnen. Bei dem humanen Cytomegalovirus interagiert das
virale Protein pUL83 mit dem AIM2 Protein, wodurch die AIM2 Inflammasom
Aktivierung inhibiert wurde (Huang et al. 2017b). Aul3erdem kann die AIM2
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Oligomerisierung bei Herpes Simplex Viren durch das Tegument Protein
VP22 inhibiert werden (Maruzuru et al. 2018). Hongtao Chen und Kol-
leg*innen zeigten in peripheren mononuklearen Blutzellen eine Inhibierung
der AIM2 Inflammasom Aktivierung Uber die Inhibierung der Transkription
und Sekretion von IL-1p (Chen et al. 2018).

Im Rahmen dieser Dissertation wurde der inhibitorische Effekt der nuklearen
PYHIN Proteine auf die HERV-K(HML-2) Restriktion nachgewiesen, wobei
der exakte Mechanismus noch nicht geklart werden konnte. Weitere Unter-
suchungen sollten zeigen, ob die nuklearen PYHIN Proteine direkt an die
zellularen Transkriptionsfaktoren binden und somit die HERV-K(HML-2)
Transkription inhibieren. Anderseits sollte Uberpruft werden, welche HERV-
K(HML-2) proviralen Bereiche fur die Restriktion durch nukledre PYHIN Pro-
teine essentiell sind. Die ersten Untersuchungen zeigten, dass die 5LTR
Region einen entscheidenden Einfluss besitzen kénnte. Im humanen Genom
erfolgt eine Expression von HERV-K(HML-2) virale RNA, Proteine oder virale
Partikeln erst nach einer Reaktivierung von HERV-K(HML-2), wobei der inhi-
bitorische Einfluss auf bereits integrierten Viren untersucht werden kdnnte.
Ein weiterer interessanter Aspekt kdnnte sein, welches virale HERV-K(HML-
2) Protein fur die Inhibierung der AIM2 Inflammasom Aktivierung benotigt

wird.

5.3 HERV-K(HML-2) induziert eine Stressqgranula-

Assemblierung

Durch verschiedene Erkrankungen kénnen humane endogene Retroviren
reaktiviert werden, sodass der Fokus auf einen madglichen zellularen Mecha-
nismus zur Eindammung von humanen endogenen Retroviren liegt. Ein wei-
teres Ziel dieser Arbeit lag in der Untersuchung, ob humane endogene Ret-
roviren vom Immunsystem erkannt werden und eine Stressgranula ausbil-
den. Dafur wurden HelLa Zellen mit dem CMVoriST HERV-K113 Molekular-
klon transfiziert. Uber eine intrazellulare Farbung wurden das HERV spezifi-
sche Gag Protein (p27) und die intrazellularen Proteine G3BP oder P-EIF2a
angefarbt. Durch den Nachweis des p27 Proteins konnten die erfolgreich

transfizierten HeLa Zellen bestimmt werden. Durch die Anwesenheit des
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CMV Promotors wurde die Expression der viralen RNA und Proteine ver-
starkt, sodass der Nachweis von HERV-K(HML-2) Gag Proteine tber die int-
razellulare Farbung erst ermoglicht wurde. Das intrazellulare zytoplasmati-
sche Protein G3BP ist ein Bestandteil der Stressgranula und tber die Lokali-
sation des G3BP Proteins kann geschlussfolgert werden, ob eine Zelle ge-
stresst oder ungestresst ist. Wenn das G3BP Protein diffuse im Zytoplasma
vorhanden war, dann ist die Zelle ungestresst. Jedoch wenn sich das G3BP
Protein zu punktférmigen Strukturen zusammen lagerte, dann wurde eine
Stressgranula ausgebildet und die Zelle war gestresst.

Frau Tourriere und Kolleg*innen analysierten die Interaktion von G3BP mit
der Stressgranula Assemblierung und zeigte, dass zwei Bereiche (Domane A
& D) des Proteins fur die Anwesenheit von G3BP in der Stressgranula ent-
scheidend sind. Die Doméne A vermittelt die Protein-Protein-Interaktion ins-
besondere die G3BP Multimerisation. Die Doméne D ist eine RNA-bindende
Domaéane. G3BP enthalt noch zwei weitere Doménen B und C. Die Bindung
von G3BP an die SH3 Doméne von Ras-GAP erfolgt Uber die Domane C und
die Doméne B besitzt eine wichtige Phosphorylierungsstelle am Serin 149.
Durch eine Natriumarsenitbehandlung wird diese Stelle dephosphoryliert,
wodurch die G3BP Multimerisation gefordert wird. Eine Besonderheit von
G3BP ist, dass durch eine Uberexpression von G3BP eine Stressgranula
Assemblierung ausgelost wird (Tourriere et al. 2003).

Uber die Lokalisation des zytoplasmatischen G3BP Proteins in HERV-
K(HML-2) transfizierten HeLa Zellen konnte geschlussfolgert werden, dass
eine Stressgranula Assemblierung induziert und nach erfolgter oxidativer
Stressreaktion nicht verhindert werden konnte. In den ungestressten HelLa
Zellen wurden in 29,0 £ 0,7 % der HERV-K(HML-2) positiven Zellen eine
Stressgranula induziert. Durch den oxidativen Stressimpuls durch Natriumar-
senit stieg der Anteil der Stressgranula positiven Zellen auf 81,3 = 2,4 % an,
sodass in den HERV-K(HML-2) transfizierten Zellen die Stressgranula As-
semblierung nicht verhindert werden konnte.

Zur Validierung der Ergebnisse wurde HIV-1 als Kontrolle hinzugezogen, weil
aus der Publikation von Fernando Valiente-Echeverria und Kolleg*innen be-

kannt ist, dass HIV-1 keine Stressgranula Assemblierung induziert und diese
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auch nach einer erfolgten oxidativen Stressreaktion verhindern kann (Valien-
te-Echeverria et al. 2014). Dies konnte in dieser Arbeit bestatigt werden. In
ungestressten Zellen lag G3BP diffuse im Zytoplasma verteilt vor und die
Zellen zeigten somit keine Stressgranula. Durch einen oxidativen Stressim-
puls durch Natriumarsenit wurde in den transfizierten Zellen einen geringfi-
gigen Anstieg der Stressgranula positiven Zellen auf 30,8 + 3,7 % bestimmt,
wobei diese Stressgranula in Zellen gebildet worden ist, in denen nur recht
schwach das p24 Gag Protein vom HIV-1 nachgewiesen werden konnte.
Herr Valiente-Echeverria und Kolleg*innen zeigten, dass der eukaryotische
Elongationsfaktor 2 (eEF2) fur die Inhibierung der Stressgranula Assemblie-
rung durch HIV-1 entscheidend ist. Durch die Interaktion von Cyclophilin A
mit der N-terminalen Kapsid Doméne des HIV-1 Strukturproteins pr55¢2d er-
folgte eine Umstrukturierung der oberflachlichen Proteinstruktur, sodass jetzt
eEF2 an die N-terminale Kapsid Doméane des HIV-1 Strukturproteins pr55¢29
binden kann. Cyclophilin A stabilisiert somit die Gag-eEF2 Assoziation.
Durch eine Uberexpression des G3BP Protein kann eine Stressgranula As-
semblierung auch in HIV-1 infizierten Zellen erfolgen, wobei die Interaktion
von Gag-eEF2 inhibiert wird. Uber die Zeit werden diese Stressgranula durch
die Anwesenheit des Gag Proteins jedoch aufgeltst (Valiente-Echeverria et
al. 2014).

Auch das intrazellulare Staufen-1 Protein besitzt einen Einfluss auf die virale
Partikelexpression von HIV-1. Die virale HIV-1 RNA kann mit dem zellularen
Staufen-1 und den viralen Gag Protein interagieren und sogenannte Staufen-
1-HIV-1-Ribonukleoproteinpartikelkomplexe (SHRNPs) ausbilden. Diese
SHRNPs befinden sich im Gleichgewicht mit den translationsaktiven Ribo-
somen. Durch eine Reduktion des Staufen-1 Gehaltes andert sich die Grol3e
der SHRNPs, sodass im Zytoplasma gréRere SHRNPs zu erkennen sind,
wodurch sich die intrazellulare Gag Protein Konzentration und die Viruspro-
duktion reduzierte. Staufen-1 nimmt somit eine wichtige Rolle im HIV-1 Rep-
likationszyklus in Bezug zur Gag Multimerisation, Enkapsidierung der VRNA
und Virusassemblierung ein (Abrahamyan et al. 2010).

Herr Soto-Rifo und Kolleg*innen zeigten, dass HIV-2 die Stressgranula As-
semblierung induzieren kann, in dem die HIV-2 gRNA mit TIAR einen soge-
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nannten TIAR-HIV2-Ribonukleoproteinkomplex bildeten. Diese Komplexe
lagen entweder diffuse im Zytoplasma oder in der Stressgranula vor (Soto-
Rifo et al. 2014). Wahrend der Erstellung dieser Arbeit wurde versucht, ob
das Gag Protein von HIV-2 lGber den AG3.0 Antikorper angefarbt und somit
die intrazellulare Lokalisation des G3BP Proteins nachgewiesen werden
konnte. Die intrazellulare Anfarbung des p24 Proteins von HIV-2 war nicht
erfolgreich, sodass in Bezug zur Assemblierung einer Stressgranula durch
HIV-2 keine Aussage getroffen werden konnte.

Nach erfolgter HIV-2 Transfektion besal3en ca. 38 % der Zellen eine Stress-
granula in ungestressten Zellen, wobei sich dieser prozentuale Anteil nach
erfolgter Stressreaktion mit Natriumarsenit auf 74 % erhohte (Soto-Rifo et al.
2014). Daraufhin wurden im Vergleich zu HERV-K(HML-2) &hnliche Ergeb-
nisse (in ungestressten Zellen ca. 29,0 £ 0,7 % Stressgranula positive Zellen
und in gestressten Zellen ca. 81,3 £ 2,4 % Stressgranula positive Zellen)
nachgewiesen.

Eine Phosphorylierung von elF2a kann wahrend der mitotischen Zellteilung
in ungestressten HelLa Zellen nachgewiesen werden, sodass ein schwaches
Phosphorylierungssignal von elF2a im Western-Blot detektiert werden konn-
te. Yoosik Kim und Kolleg*innen bestatigte, dass wahrend der mitotischen
Zellteilung elF2a Uber die Proteinkinase R (PKR) unabhangig von einer vira-
len Infektion phosphoryliert wurde (Kim et al. 2014). Durch die Auflésung der
Zellkernmembran wahrend der mitotischen Zellteilung werden nukleédre en-
dogene dsRNAs ins Zytoplasma freigesetzt (Kim et al. 2014). Diese endoge-
ne dsRNA sind invertierte Alu Sequenzen (Kim et al. 2014). Die Alu Elemen-
te sind integrierte Retroelemente, die keine LTR-Sequenz besitzen und zu
den SINE-Elementen (kurze, verteilte Nukleotidelemente, ,short interspersed
elements®) gehdren (Bannert et al. 2004). Die aktivierte PKR phosphoryliert
elF2a, wodurch die Proteintranslation inhibiert wird, und die Kinase JNK (c-
Jun N-terminale Kinase), wodurch verschiedene Faktoren, die fir die mitoti-
sche Zellteilung entscheidend sind, reguliert werden kdnnen (Kim et al.
2014).

Natriumarsenit als Stressreagenz induzierte eine oxidative Stressreaktion,

wodurch die HRI (,heme regulated elF2a kinase*) aktiviert und die Phospho-
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rylierung von elF2a induziert wurde. Daraufhin wurde ein Anstieg der Phos-
phorylierung von elF2a im Zytoplasma uber die intrazellulare Farbung wie
auch im Western-Blot nachgewiesen. Die Einstellung der Laserintensitat er-
folgte anhand der ungestressten und gestressten HelLa Zellen, sodass eine
Zunahme des Phosphorylierungssignals von elF2a nach erfolgter HIV-1 und
HERV-K(HML-2) Transfektion im Vergleich zu ungestressten HelLa Zellen
nachgewiesen wurde, wobei die Zunahme des Phosphorylierungssignals
nicht mit den gestressten HelLa Zellen vergleichbar war. Dies konnte eben-
falls im Western-Blot bestatigt werden. In HERV-K(HML-2) transfizierten He-
La Zellen lag P-elF2a in punktférmigen Strukturen vor, sodass P-EIF2a ein
Bestandteil der Stressgranula sein konnte. Fur HIV-1 ist bekannt, dass HIV-1
die Phosphorylierung von elF2a nicht verhindern, aber die Stressgranula As-
semblierung inhibieren kann (Abrahamyan et al. 2010), sodass eine gleich-
mafige Verteilung des P-elF2a Proteins im Zytoplasma vorhanden war.

Zusammenfassend induzierte HERV-K(HML-2) eine Stressgranula Assemb-
lierung und kann die Stressgranula Assemblierung ausgelost durch eine

Stressreaktion mittels Natriumarsenit nicht verhindern.
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5.4 NRTI, NtRTI und Integraseinhibitoren inhibieren
die HERV-K(HML-2) Infektion

In der Literatur sind zwei Publikationen vorhanden, die sich mit der Thematik
beschaftigten, welche HIV-1 Inhibitoren einen inhibitorischen Einfluss auf
HERV-K(HML-2) besitzen (Contreras-Galindo et al. 2017; Tyagi et al. 2017).
In der Publikation von Contreras-Galindo und Kolleg*innen wurde der Ein-
fluss der HIV-1 Inhibitoren auf die reverse Transkriptase von humanen endo-
genen Retroviren K analysiert (Contreras-Galindo et al. 2017). Daflr nutzte
Herr Contreras-Galindo und Kolleg*innen eine Teratokarzinomzelllinie, well
aus der Literatur bekannt ist, dass in dieser Zelllinie eine Reaktivierung von
humanen endogenen Retroviren erfolgt ist und eine reverse Transkriptase
Aktivitat in den viralen Partikeln im Uberstand nachgewiesen werden konnte
(Contreras-Galindo et al. 2017). Durch die Zugabe der Inhibitoren konnte ein
inhibitorischer Effekt durch die Reduktion der reversen Transkriptase im
Uberstand gemessen werden. Dies erfolgte bei den nukleosidischen und
nukleotidischen reverse Transkriptase Inhibitoren. Bei der Gruppe der nicht
nukleosidischen reverse Trankriptase Inhibitoren wurde dieser Effekt nur bei
Etravirin bestimmt. Die Proteaseinhibitoren hatten keinen Einfluss auf die
HERV-K(HML-2) reverse Transkriptase (Contreras-Galindo et al. 2017).

Bei Frau Tyagi und Kolleg*innen hingegen zeigten alle HIV-1 Inhibitoren,
welche von dieser Arbeitsgruppe getestet wurden, einen inhibitorischen Ef-
fekt auf HERV-K(HML-2) (Tyagi et al. 2017). Hierfir wurde eine HERV-
K(HML-2) Konsensussequenz verwendet, die mit Hilfe von VSV-G pseudoty-
pisierte infektiose virale Partikel exprimieren. Einerseits hat Frau Tyagi und
Kolleg*innen dieses Konstrukt in HeLa transfiziert und 24 Stunden nach er-
folgter Transfektion bei Anwesenheit der verschiedenen Inhibitoren die re-
verse Transkriptase Aktivitat im Uberstand gemessen. Eine Reduktion der
reversen Transkriptase Aktivitdt konnte nach Behandlung mit den reverse
Transkriptase Inhibitoren (NRTI, NtRTI und NNRTI) und mit den Proteasein-
hibitoren bestimmt werden. Anderseits hat diese Arbeitsgruppe infektiose
virale Partikel hergestellt und die HeLa Zellen bei unterschiedlichen Inhibitor

Konzentrationen infiziert und die Reduktion der Gag mRNA im Zelllysat 6
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Tage nach erfolgter Infektion bestimmt, wodurch die Inhibierung der HERV-
K(HML-2) Infektion durch Raltegravir als Vertreter der Integraseinhibitoren
bestimmt wurde. Auch die hergestellten HERV-K(HML-2) Viren nach Protea-
seinhibitor Behandlung zeigten in dieser Publikation eine Inhibierung nach
erfolgter Infektion (Tyagi et al. 2017).

Aufgrund dieser unterschiedlichen Aussagen in den beiden Publikationen
wurde diese Analyse, ob die antiretroviralen Wirkstoffe die HERV-K(HML-2)
Infektion inhibiert, nochmals durchgefihrt. Dafir wurden VSV-G pseudotypi-
sierte HERV-Kcon bzw. HIV-1 Viren hergestellt. HERV-Kcon ist eine rekonsti-
tuierte Sequenz, die aus zehn verschiedenen Proviren generiert wurde, so-
dass mithilfe dieser Sequenz infektiose virale Partikeln hergestellt und eine
stabile Integration ins humane Genom induziert werden kann (Lee et al.
2007). In die HERV-Kcon Sequenz wurde eine GFP Kassette in den Env-
Genbereich hineinkloniert (Lee et al. 2007), sodass GFP positive Zellen nach
erfolgter Infektion Uber FACS bestimmt werden konnten. Bei steigenden
Wirkstoffkonzentrationen wurde eine Reduktion der HERV-K(HML-2) Infekti-
on bei den nukleosidischen und nukleotidischen reverse Transkriptaseinhibi-
toren und bei den Integraseinhibitoren bestimmt. Diese Reduktion der HERV-
K(HML-2) Infektion konnte bei der Gruppe der nicht-nukleosidischen reverse
Transkriptase Inhibitoren bei steigenden Konzentrationen nicht nachgewie-
sen werden. Die Proteaseinhibitoren waren wahrend der Herstellung der Vi-
ren anwesend, weil die Proteaseinhibitoren die Reifung der viralen Partikeln
verhinderten, wodurch die Viren nicht mehr infektids sind. Die getesteten
Proteaseinhibitoren zeigten keine Inhibierung der HERV-K(HML-2) Infektion.

Aus den drei verschiedenen Experimenten kann geschlussfolgert werden,
dass die nukleosidischen und nukleotidischen reverse Transkriptase Inhibito-
ren einen Einfluss auf die reverse Transkriptase besitzen. Die NRTI und
NtRTI sind nach erfolgter Phosphorylierung durch zellulare Kinasen Nukleo-
tidanalogon, die um die Bindestelle des aktiven Zentrums der reversen Tran-
skriptase konkurrieren. Diese Nukleotidanalogon sind strukturell den physio-
logischen Nukleotiden sehr ahnlich, sodass diese an das aktive Zentrum der
HIV-1 und HERV-K(HML-2) reverse Transkriptase binden und in den wach-
senden DNA-Strang eingebaut werden kénnen, wodurch ein Kettenabbruch
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induziert wird. Das Besondere in dieser Arbeit ist der Vergleich zwischen den
Inhibierungen der HERV-K(HML-2) und HIV-1 Infektion, sodass fur die Thy-
midinanaloge reverse Transkriptase Inhibitoren (Stavudin und Zidovudin)
eine hohere Sensitivitat fur HERV-K(HML-2) im Gegensatz zu HIV-1 be-
stimmt wurde. Fur die Gruppe der Cytidinanaloge reverse Transkriptase Inhi-
bitoren wurde fiir Zalcitabin eine gleiche Sensitivitat fur HERV-K(HML-2) und
HIV-1 nachgewiesen. Jedoch fur Lamivudin bzw. Emtricitabin eine niedrige
Sensitivitat fur HERV-K(HML-2) im Gegensatz zu HIV-1 bestimmt. Zur Grup-
pe der nukleotidischen reverse Transkriptase Inhibitoren gehoért Tenofovir,
welcher ein Analogon von Adenosin ist. Tenofovir zeigte eine 25-fach héhere
Sensitivitat fur HERV-K(HML-2) gegeniiber HIV-1.

In Bezug zur HIV-1 Therapie wurde Zalcitabin auf Grund der schwachen Wir-
kung und Problemen in der Pharmakokinetik vom Markt genommen. Stavu-
din wird ebenfalls auf Grund der héheren Langzeittoxizitat im Vergleich zu
anderen NRTIs nicht mehr verschrieben. Zidovudin hingegen hat in Bezug zu
anderen NRTIs eine schlechtere Vertraglichkeit und muss zweimal pro Tag
eingenommen werden, aber in Bezug zu bestimmten Resistenzbildungen
wird Zidovudin noch verabreicht. In der jetzigen Kombinationstherapie ist
Lamivudin, Emtricitabin oder Tenofovir von der Gruppe der nukleosidischen
bzw. nukleotidischen reversen Transkriptase Inhibitoren ein Bestandteil
(Hoffmann & Rockstroh 2020).

In dieser Arbeit wurden bei steigenden Konzentrationen von nicht nukleosidi-
schen reversen Transkriptase Inhibitoren (Etravirin und Nevirapin) keine Re-
duktion der HERV-K(HML-2) Infektion nachgewiesen. Frau Tyagi und Kol-
leg*innen konnten einen inhibitorischen Effekt auf die HERV-K(HML-2) Rep-
likation fur Etravirin wie auch fur Nevirapin nachweisen (Tyagi et al 2017). In
der Publikation von Herrn Contreras-Galindo und Kolleg*innen zeigten von
den verwendeten NNRTIs nur Etravirin einen inhibitorischen Effekt auf die
HERV-K(HML-2) reverse Transkriptase, wobei Etravirin die Reduktion der
reverse Transkriptase Aktivitdt Uber einen anderen Mechanismus als nur die
Inhibierung der reversen Transkriptase in den Teraokarziomzellen verursach-
te (Contreras-Galindo et al. 2017). In dieser Publikation wurde ein Versuch
durchgefihrt, in dem 293T Zellen mit HERV-Kcon Viren in der Anwesenheit

119



Diskussion

der verschiedenen Inhibitoren infiziert wurden (Contreras-Galindo et al.
2017). Nach erfolgter Etravirin Behandlung wurde nur eine geringflgige Re-
duktion der HERV-K(HML-2) Infektion nachgewiesen, sodass Etravirin den
Proliferationszyklus nach Reaktivierung von humanen endogenen Retroviren
unter bestimmten Bedingungen beeinflussen kdnnte, aber per se die HERV-
K(HML-2) Infektion nur geringflgig inhibieren kann. Frau Tyagi und Kol-
leg*innen verglich die Sequenzen der HIV-1 und HERV-K(HML-2) reversen
Transkriptase und fand nur eine ca. 21,5%ige Aminosaure-
Sequenzhomologie zwischen den beiden reversen Transkriptasen (Tyagi et
al. 2017). Die NNRTIs, die spezifisch auf die Sequenz der HIV-1 reversen
Transkriptase zugeschnitten wurde, binden spezifisch an die reverse Tran-
skriptase in der N&he des aktiven Zentrums, sodass eine Konformationsan-
derung der reversen Transkriptase erfolgte. Die Spezifitdt der NNRTIs flr die
HIV-1 reverse Transkriptase konnte die mégliche Ursache daflr sein, dass in
dieser Arbeit keiner der verwendeten NNRTIS eine Inhibierung der HERV-
K(HML-2) Infektion besal3.

Auch von anderen Retroviren wie bspw. vom humanen T-Zell Leukamie Vi-
rus (HTLV) wurden die Sequenzhomologien mit der HIV-1 reversen Trankrip-
tase verglichen, wobei in diesem Zusammenhang eine identische Sequenz
von ca. 25 % und eine Ahnlichkeit ca. 45 % festgestellt wurde. Jedoch sind
keine Ubereinstimmungen in der NNRTI Bindestelle vorhanden, sodass die
NNRTIs, die spezifisch fur die HIV-1 Therapie entwickelt worden sind, keine
oder nur geringflgige Aktivitaten gegentber der HTLV-1 reversen Transkrip-
tase nachgewiesen werden konnte (Soltani et al. 2019).

Frau Tyagi und Kolleg*innen zeigte eine Inhibierung der HERV-K(HML-2)
Integration durch Raltegravir, das zur Gruppe der Integraseinhibitoren gehort
(Tyagi et al. 2017). Dies konnte in dieser Arbeit fur die Gruppe der Integras-
einhibitoren bestatigt werden, wobei Raltegravir eine gleiche und Elvitegravir
eine etwas geringere Sensitivitat in der Inhibierung der HERV-K(HML-2) In-
fektion gegeniber HIV-1 besal’. Die Integraseinhibitoren binden an das akti-
ve Zentrum der Integrase, wodurch die Bindung des bivalenten Kations (tbli-
cherweise Magnesium) inhibiert wird (Cocohoba & Dong 2008). Daraufhin
wird die Anheftung des Préintegrationskomplexes an die Wirts-DNA unter-
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bunden, was als Strangtransferinhibierung bezeichnet wird (Cocohoba &
Dong. 2008). Das aktive Zentrum der retroviralen Integrase besteht aus einer
konservierten Aminosaurestruktur bestehend aus zwei Aspartat- und einer
Glutamatgruppe (Kulkosky et al. 1992). Beide Substanzen Elvitegravir bzw.
Raltegravir sind gut vertraglich und werden in der HIV-1 Kombinationsthera-
pie verwendet (Hoffmann & Rockstroh 2020).

In der Publikation von Herrn Contreras-Galindo und Kolleg*innen wurden
gezeigt, dass die Proteaseinhibitoren Amprenavir und Indinavir keinen Ein-
fluss auf die HERV-K(HML-2) reverse Transkriptase besal3 und die Bildung
von infektiocsen HERV-K(HML-2) viralen Partikeln nicht beeinflusst wurde
(Contreras-Galindo et al. 2017). Diese Aussage von Herrn Contreras-Galindo
und Kolleg*innen wurden in dieser Arbeit bestatigt, sodass davon ausgegan-
gen werden kann, dass die HIV-1 Proteaseinhibitoren (Amprenavir, Daruna-
vir, Indinavir und Lopinavir) keinen Einfluss auf die Reifung der viralen
HERV-K(HML-2) Partikeln besitzen sollten. Dies widerspricht den Ergebnis-
sen von Frau Tyagi und Kolleg*innen, wobei hier gezeigt wurde, dass alle
Proteaseinhibitoren die Partikelreifung beeinflussten (Tyagi et al. 2017). Die
HIV-1 und HERV-K(HML-2) Proteasen sind beide Aspartatproteasen, wobei
nur Ahnlichkeiten zwischen beiden aktiven Zentren vorhanden sind: Die HIV-
1 Protease besitzt im aktiven Zentrum eine Aminosaurestruktur bestehend
aus Aspartat, Threonin und Glycin, wohingegen das aktive Zentrum der
HERV-K(HML-2) Protease eine Aminosaurestruktur aus Aspartat, Threonin
und Aspartat aufweist (Mager 2001; Tyagi et al. 2017). Darlber hinaus ha-
ben Richa Tyagi und Kolleg*innen die HIV-1 und HERV-K(HML-2) Pro-
teasesequenzen miteinander verglichen und herausgefunden, dass nur eine
ca. 20 % Sequenzhomologie zwischen der HIV-1 und HERV-K(HML-2) Pro-
tease vorhanden ist (Tyagi et al. 2017). Diese Unterschiede sind eine mdgli-
che Erklarung dafir, dass die HIV-1 Proteaseinhibitoren spezifisch an das
aktive Zentrum der HIV-1 Protease bindet und nur die Partikelreifung vom
HIV-1 Virus inhibiert. Ebenfalls zeigte das humane T-Zell Leuk&mie Virus
(HTLV) keine Beeinflussung ihres Replikationszykluses durch die HIV-1 spe-
zifischen Proteaseinhibitoren (Pettit et al. 1998).
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Tabelle 29: Zusammenfassung der Ergebnisse fir die HIV-1 Inhibitoren

Einfluss der verschiedenen Inhibitoren (N(t)RTI, NNRTI, Integraseinhibitoren
und Proteaseinhitoren) auf die HERV-K(HML-2) Infektion, v zeigte eine inhi-
bitorische Wirkung, (v') zeigte eine inhibitorische Wirkung, wobei diese eine

geringere Sensitivitat im Vergleich zu HIV-1 besal3, X zeigte keine inhibitori-

sche Wirkung, - wurde in der Publikation nicht getestet.

Inhibitoren Contreras- Tyagi et al. 2017 Adriana Block
Galindo et al.
2017
Zidovudin v v v/
Stavudin v v v/
Lamivudin v v (v)
Emtracitabin v - (V)
Zalcitabin v/ - v/
Tenofovir v v
Etravirin v/ v/ X
Nevirapin X v
Elvitegravir = = (v)
Raltegravir - v v/
Amprenavir X v X
Darunavir - v X
Indinavir X v X
Lopinavir - v X

Bei ca. 20 % der Patient*innen mit amyotropher Lateralsklerose (ALS) wur-
den HERV-K(HML-2) Viren (>1.000 Kopien/ml) im Blut nachgewiesen. In ei-
ner klinischen Phase 1 Studie werden einige dieser Patient*innen, die HERV-
K Viren im Blut und HIV und HTLV negativ sind, tber 24 Wochen mit einer
Kombinationstherapie aus Tenofovir, Dolutegravir, Ritonavir und Darunavir
behandelt. Anschlielend wird die prozentuale Reduktion der HERV-K Viren

im Blut mittels gPCR bestimmt und vor allem wird darauf geachtet, ob diese
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Kombinationstherapie einen positiven Einfluss auf die ALS Symptome, die
Lebensqualitat bzw. die Lungenfunktion besitzt (ClinicalTrials.gov [5]).

Die Kombinationstherapie besteht aus einem NtRTI (Tenofovir), einem In-
tegraseinhibitor (Dolutegravir) und zwei Proteaseinhibitoren (Ritonavir und
Darunavir). Als Fazit dieser Arbeit kann geschlussfolgert werden, dass vor
allem Tenofovir einerseits die reverse Transkriptase Aktivitat in den neu ent-
stehenden viralen HERV-K Partikeln reduziert und andererseits auch sehr
effektiv die Reinfektion von HERV-K Viren inhibieren kann. Nach erfolgter
Reaktivierung von humanen endogenen Retroviren konnen die neu entstan-
den Viren andere Zellen infizieren. Dies wurde durch Herrn Contreras-
Galindo und Kolleg*innen beobachtet, wobei in vitro in dieser Publikation kei-
ne Reintegration erfolgt ist (Contreras-Galindo et al. 2015). Dies sollte in vivo
nicht ausgeschlossen werden und ein Integraseinhibitor ist auch Bestandteil
dieser Kombinationstherapie. Die Wirksamkeit von Dolutegravir als Integras-
einhibitor zur Inhibierung der HERV-K Reintegration wurde in den Publikatio-
nen von Tyagi et al. 2017 bzw. in dieser Arbeit nicht untersucht. Da die bei-
den untersuchten Integraseinhibitoren (Elvitegravir bzw. Raltegravir) die
HERV-K(HML-2) Reintegration inhibierten, kann geschlussfolgert werden,
dass auch Dolutegravir die Integration von humanen endogenen Retroviren
inhibieren koénnte. Darunavir als Proteaseinhibitor zeigte in dieser Arbeit kei-
ne Reduktion der HERV-K(HML-2) Infektion und Herr Towler und Kol-
leg*innen zeigten eine Resistenz der HERV-K Protease gegeniber Ritonavir
(Towler et al. 1998), sodass schlussfolgernd die Proteaseinhibitoren wabhr-
scheinlich keinen Effekt auf HERV-K(HML-2) Protease besitzen.

Eine HERV-K(HML-2) Reaktivierung erfolgt bei einer Vielzahl von ver-
schiedensten anderen Erkrankungen, sodass ein moglicher Effekt einer anti-
retroviralen Therapie in Betracht gezogen werden sollte, sodass mdgliche
weitere klinische Studien folgen kdnnten.

Schlussfolgernd inhibieren die nukleosidischen wie auch nukleotischen re-
versen Transkriptase Wirkstoffe die HERV-K(HML-2) Replikation, was durch
die Ergebnisse dieser Arbeit wie auch die publizierten Ergebnisse eindeutig
bestétigt wurden (siehe Tabelle 29). Fur die nichtnukleosidischen reverse

Transkriptase Inhibitoren widersprechen sich die Ergebnisse, wobei die
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NNRTIs spezifisch auf die hydrophobe Tasche der HIV-1 reversen Transkrip-
tase angepasst wurde und sollte somit nur spezifisch die HIV-1 reversen
Transkriptase inhibieren. Ebenfalls wurden die Proteaseinhibitoren spezifisch
auf die HIV-1 Protease angepasst, sodass kein inhibitorischer Effekt auf die
HERV-K(HML-2) Replikation in dieser Arbeit wie auch in der Publikation von
Contreas-Galindo et al. 2017 nachgewiesen werden konnte. Durch die kon-
servierte Aminosauresturktur der retroviralen Integrase hemmen auch die
gegen HIV-1 entwickelten Integraseinhibitoren die HERV-K(HML-2) Integra-
se, wodurch die HERV-K(HML-2) Replikation beeintrachtigt wird. Daraufhin
kénnen die nukleosidischen wie auch nukleotidischen reversen Transkriptase
Inhibitoren und die Integraseinhibitoren in einer moglichen Kombinationsthe-

rapie eingesetzt werden.
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6. Zusammenfassung

HERVs sind Sequenzen von exogenen Retroviren, die vertikal Uber die
Keimbahnzellen vererbt werden. In gesunden Zellen wird die Expression epi-
genetisch kontrolliert. Unter bestimmten pathophysiologischen Bedingungen
(Tumore und Autoimmunerkrankungen) kann jedoch eine Reaktivierung er-
folgen. In diesem Fall werden virale Partikel gebildet, sodass eine de novo
Infektion oder eine Retrotransposition maglich sind.

Im Zuge der Arbeit wurden deshalb diverse Restriktionsverfahren analysiert.
Zunachst wurde der inhibitorische Effekt der verschiedenen zellularen Rest-
riktionsfaktoren (APOBEC 3G und PYHIN-Proteine) auf die HERV-K(HML-2)-
Partikelproduktion untersucht. Die erhaltenen Ergebnisse belegen, dass die
nuklearen PYHIN Proteine MNDA und IFIX, ebenso wie IFI16, die HERV-
K(HML-2)-Partikelproduktion signifikant reduzieren.

DarlUber hinaus wurde im Rahmen der Arbeit nachgewiesen, dass durch die
Expression von HERV-K(HML-2) eine Stressreaktion mit einhergehender
Ausbildung einer Stressgranula erfolgt. Durch die Ausbildung der Stressgra-
nula wird die zellulare Proteinexpression herunter reguliert und somit auch
die virale Proteinsynthese beeinflusst. Die gewonnenen Daten belegen, dass
im Gegensatz zu HIV-1, HERV-K(HML-2) dies nicht unterbinden kann.

In einem weiteren Teil der Arbeit wurde untersucht, welche antiretroviralen
HIV-1-Medikamente die HERV-K(HML-2)-Infektion und die Bildung von reifen
viralen Partikeln inhibieren kénnen. Daflir wurden VSV-G-pseudotypisierte
infektiose HIV-1- und HERV-K(HML-2)-Viren mit einem GFP-Reporter herge-
stellt und humane Zelllinien in der Anwesenheit von verschiedenen Inhibitor-
konzentrationen (NRTI, NtRTI, NNRTI & Integraseinhibitoren) infiziert. Die
Proteaseinhibitoren wurden wéahrend der Herstellung der Viren hinzugege-
ben. Es konnten nukleosidische und nukleotidische reverse Transkriptasein-
hibitoren sowie Integraseinhibitoren mit hoher Aktivitat gegentuber HERV-
K(HML-2) identifiziert werden. Alle getesteten NNRTIs und Proteaseinhibito-
ren zeigten keine Aktivitdt gegen HERV-K(HML-2).
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7. Abstract

HERVs are sequences of originally exogenous retroviruses that are vertically
transmitted upon integration in a germ line cell. In healthy tissues the expres-
sion of HERVs is epigenetically controlled. However, under some pathopysi-
olocial condition (cancer and autoimmune diseases) a reactivation of human
endogenous retrovirus can occurre. In this context a production of viral parti-
cles can happen, so that de novo infection or retrotransposition events are
possible.

Due to this fact several restriction-modes were analysed. First of all, the in-
hibitory effect of different cellular antiviral factors including APOBEC 3G and
PYHIN proteins (AIM2, MNDA, IFIX) on the HERV-K(HML-2) particle produc-
tion were tested. The results obtained demonstrate that the nuclear PYHIN
proteins MNDA and IFIX as well as IFI16 reduced significantly the HERV-
K(HML-2) particle production.

Furthermore, it is proven in this thesis, that the intracellular expression of
HERV-K(HML-2) induced a stress reaction with a progession to stress gran-
ule formation. The stress granules reduced the intracellular protein expres-
sion and this has also an effect on the viral protein synthesis. In contrast to
HIV-1, HERV-K(HML-2) not only induces stress granules, but it is also not
able to prevent stress granule formation induced by other means.

In a next part of this thesis, it has been analyzed which of the antiretroviral
HIV-1-drugs can inhibit the HERV-K(HML-2)-infection and formation of ma-
ture particles. Therefore VSV-G pseudotyped infectious HERV-K(HML-2)-
and HIV-1-viral particle with a GFP-reporter were produced and human cell
lines were infected in the presence of varying inhibitor concentrations
(NRTIs, NtRTI, NNRTIs or integrase inhibitors). The protease inhibitors were
already added at the viral particle production step. NRTIs, NtRTIs and inte-
grase inhibitors with a high activity against HERV-K(HML-2) were identified.
All tested NNRTIs and protease inhibitors are non-functional against HERV-
K(HML-2).
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8. Abklrzungsverzeichnis

3TC
APOBEC 3G (A3G)

Abb.
AIM2
ALS
ATP
AZT
bspw.
bzw.
cDNA
d. h.
d4T
ddC
DMEM
DNA
DNase
ds
elF2B
elF2a
Env
ER
FAM
FKS
FTC
G3BP

Gag
GAP

Lamivudin

apolipoprotein B mRNA editing enzyme
catalytic polypeptide 3 G
Abbildung

absent in melanoma 2

amyotrophe Lateralsklerose
Adenosintriphosphat

Zidovudin

bespielsweise

beziehungsweise

komplementare DNA

das heifl3t

Stavudin

Zalcitabin

Dulbecco’s modified eagle medium
Desoxyribonukleinséure
Desoxyribonuklease
doppelstrangig

eukaryotischer Initiatorfaktor 2 B
eukarotischer Initiatorfaktor 2 a
Hullprotein (,envelope protein®)
endoplamsatisches Retikulum
Fluorescein

fetales Kalberserum

Emitricitabin
Ras-GTPase-activating protein SH3-
domain-binding protein
gruppenspezifische Antigen

GTPase-aktivierendes Protein
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GAPDH

GCN2
GTP
HA
HCM
HERV
HEX
HIV
HML
HMM
HRI
HSV
HTLV
IFI16
IFIX (PYHIN 1)
IPS-1
IRF
Kb
Ktrl.
LGP2
LINE
LMM
LTR
MAM
MDAS

MMTV
MNDA
MRNA
NF-kB

Abklrzungsverzeichnis

Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase

general control nonderepressible 2
Guanosintriphosphat

Hamagglutinin

human Cytomegalovirus

humane endogene Retroviren
Hexachlorofluorescein

human Immundefizienz Virus

human MMTV-like

high molecular mass

heme regulated elF2a kinase

Herpes simplex Virus

human T-Zell-Leukéamie-Virus
interferon gamma inducible protein 16
pyrin and HIN domain family member 1
interferone-p promotor stimulator 1
interferon regulatory transcription factor
Kilobasen

Kontrollplasmid

laboratory of genetics and physiology 2
long interspersed elements

low molecular mass

long terminal repeat
Mitochondrien-assoziierte Membran
melanoma differentiation-associated protein
5

mouse mamary tumor virus

myeloid cell nuclear differentiation antigen
messenger RNA

nuclear factor "kappa-light-chain-enhancer’

of activated B-cells
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NNRTI

NRTI

NTAP

NTP

NtRTI

NVP

OAS

p24

p27

PABP
PBS

PERK/PEK

PERT

PFA
PYHIN
PKR

Pol

Pro
gPCR
gqRT-PCR

RcRE
Rec
RIG-I
RLR

Abklrzungsverzeichnis

nichtnukleosidische reverse Transkriptase
Inhibitoren

nukleosidische reverse Transkriptase Inhi-
bitoren

N-terminal tandem affinity purification with a
calmodulin-binding protein (CBP) and a
streptavidin-binding protein (SBP)
Nukleosidtriphosphate

nukleotidische reverse Transkriptase Inhibi-
toren

Nevirapin

Oligoadenylatsynthetase

HIV-1 Kapsidprotein mit einer Grof3e von
24 kDa

HERV-K(HML-2) Kapsidprotein mit einer
Grol3e von 27 kDa

Poly(A)-binding protein

phosphate-buffered saline

PKR-like ER kinase
gPCR-basedproduct-enhanced reverse
transcriptase

Paraformaldehyd

pyrin and HIN 200 domain family
Proteinkinase R

Polymerase

Protease

guantitative Polymerase-Kettenreaktion
guantitative reverse Transkriptase Poly-
merase-Kettenreaktion

Rec responsive element

regulation of expression encoded by cORF
retinoic acid inducible gene | receptors
retinoic acid inducible gene I-like receptors
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RNA

RNase

ROX
RPMI-Medium
SHRNPs
SINE

SS
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TDF

TRAF

VRNA/VDNA

Abklrzungsverzeichnis

Ribomukleinsaure

Ribonuklease

Rhodamin X

Roswell Park Memorial Institute Medium
Staufen-1-HIV-Ribonukleoproteinkomplexe
short interspersed elements

einzelstrangig

Tabelle

Tenofovirdisproxilfumarat

tumor necrosis factor (TNF) receptor-
associated factor

virale RNA oder virale DNA
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