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1 Einleitung

1.1 TEM-TERS

1.1.1 Transmissionselektronenmikroskopie und Erregerdiagnostik

Die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) ist eine mikroskopische Technik,
bei welcher ein elektrischer Strahl ein Objekt durchdringt oder von diesem abgelenkt
wird und damit eine Abbildung des Objekts durch die Elektronenstrahlen
ermOglicht. Im Elektronenmikroskop (EM) besteht ein Vakuum, damit die
Elektronen nicht von Luftmolekiilen abgelenkt werden. Die zu analysierenden
Objekte miissen sehr diinn sein, damit die Elektronen sie durchdringen kénnen und
ein Abbild erzeugt werden kann. Dieses Bild kann anschliefend durch einen Sensor
(z.B. CCD-Kamera) detektiert werden. Das erste TEM wurde von Max Knoll und
Ernst Ruska im Jahr 1931 gebaut, 1933 mit einer hoheren Auflosung, als das
Lichtmikroskop weiterentwickelt und war 1939 erstmals kommerziell zu erwerben.
Die Verwendungsmoglichkeit und der Nutzen dieser Technik, als eine diagnostische
Methode, wurden erstmals in den 1950er Jahren demonstriert, bei der schnellen
Differenzierung zwischen den Pocken und den eher harmlosen Windpocken [1, 2].
Das Protokoll, welches von Brenner und Horne [2] damals eingefiihrt wurde, wird
generell noch fiir die Probenpraparation verwendet und dauert nur wenige Minuten.
Die Partikel in einer Suspension adhédrieren an die Oberflache eines mit Kohle
bedampften, diinnen elektronentransparenten Plastikfilms und werden mit
Schwermetallen wie z.B. Uranylacetat (UA) oder Phosphorwolframsaure (PTA)
kontrastiert [3, 4]. Die Schwermetalle lagern sich um bzw. an die Partikel (z.B. Viren)
und bilden so einen elektronendichten Bereich. Daraus ergeben sich Informationen
tiber die Grofie und die Morphologie des Partikels [5]. Dieses Verfahren nennt man
Negativ-Kontrastierung. Durch geschultes Personal konnen sehr schnell potentiell
infektiose oder sogar neue Erreger identifiziert werden [6]. Eine andere Moglichkeit

Objekte abzubilden bietet das Verfahren der Positiv-Kontrastierung. Hierfiir wird die
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Probe mit Osmiumtetroxid kontrastiert, in ein Epoxidharz (Epon) eingebettet,
geschnitten (Ultradiinnschnitt, 60-70nm) und die Schnitte anschlieffend mittels
Schwermetallen wie z.B. Uranylacetat oder Bleicitrat erneut kontrastiert. Dabei
werden die Proteine, Nukleinsduren und biologische Strukturen kontrastiert, welche
sich im EM von dem hellen, nicht kontrastierten Hintergrund abheben. Als Trager
tiir den Plastikfilm oder fiir die Ultradiinnschnitte dient ein kleines Metallplattchen

(Tragernetzchen oder auch Grid genannt) mit variabel grofien Maschen (Meshes).

Die Fahigkeit Partikel bis hin zu den kleinsten Viren schnell zu visualisieren wird
durch das Negativ-Kontrastverfahren im TEM ermoglicht. Dabei lagern sich die
Schwermetalle nur um die Partikel und bilden so einen elektronendichten Ring, so
dass die Partikel (z.B. Viren) hell abgebildet werden. Das Negativ-Kontrastverfahren
ist unverzichtbar fiir eine zuverlassige diagnostische Anwendung. Dies beinhaltet
auch die Untersuchung von weifien Pulvern oder anderen komplexen Proben von
potentiellen  bioterroristischen = Angriffen [7]. Allerdings gibt es einige
Beschrankungen des TEMs. Viele hoch pathogene Erreger teilen sich dieselbe Grofie,
Morphologie und charakteristische Kontrast-Merkmale wie die eher harmlosen
Erreger. Zusatzlich ist die Identifikation von Erregern (z.B. Viren) iiber die Ebene der

Familie hinaus nicht moglich.

Zusammenfassend gibt die Methode der TEM schnelle und niitzliche Informationen
tiber die Partikel in einer Probe, aber eine klare Differenzierung bis zur
taxonomischen Ebene der Art oder Gattung ist oft nicht mdglich. In solch einem Fall
miissen spezifischere, aber meist zeitaufwendigere diagnostische Methoden zur Hilfe
genommen werden. Diese Methoden bauen auf den gewonnenen Erkenntnissen aus
der EM auf und konnen die Partikel in der Probe z.B. durch Antikorper (Enzyme-
linked  immuno  sorbent assay (ELISA, [8]) oder Primer (Polymerase-
Kettenreaktion (PCR), [9]) ndher bestimmen. Ein wesentliches Problem dieser
Methoden ist jedoch Pathogene zu detektieren, welche in dem Antikorper-

spezifischen Antigen-Epitop oder in der Primer-spezifischen Genomsequenz mutiert
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sind [7]. Mit der Entwicklung des Lasers [10] bekam die Raman-Spektroskopie eine

neue Bedeutung, als eine schnelle und sensitive diagnostische Technik.

1.1.2 Spitzenverstirkte Raman-Spektroskopie (TERS)

1.1.2.1 Raman-Spektroskopie

Die Entwicklung des Lasers lieferte eine leistungsfahige monochromatische
Licht-Quelle, welches den Einsatz der Raman-Spektroskopie als eine schnelle und
sensitive diagnostische Technik ermoglichte [10]. Die Raman-Spektroskopie ist eine
spektroskopische Technik, welche Vibrationen, Rotationen und andere
Niedrigfrequenz-Arten in einem System untersucht [11]. Weiterhin befasst sich die
Technik mit der Untersuchung der inelastischen Streuung von Licht an Molekiilen
oder Festkorpern (Raman-Streuung). Mit der Raman-Spektroskopie ist es moglich,
einzelne biologische Strukturen im Nanobereich zu analysieren. Eine weitaus

sensitivere Methode ist jedoch nétig, um einzelne Partikel spezifisch zu analysieren.

1.1.2.2 Oberflichenverstirkte Raman-Streuung (SERS)

Ein Weg die sensitive Detektion der Raman-Spektroskopie zu erhchen, wird erzielt,
indem ein verstarkendes elektrisches Feld um die Laser-bestrahlte Edelmetall-
Oberflache in der Nahe der biologischen Struktur gelegt wird [12-14]. Diese Technik
ist bekannt als SERS, welche die Streuungseffizienz um bis zu 10" erhoht [15, 16] und

somit eine Detektion von einem einzelnen Molekiil ermdglicht [17-19].

1.1.2.3 Rasterkraftmikroskopie (AFM)

Das AFM dient der mechanischen Abtastung von Oberflachen sowie der Messung

atomarer Krafte im Nanobereich. Es wurde in den frithen 1980er Jahren von Gerd
3



Binnig, Calvin Quate und Christoph Gerber entwickelt [20] und war 1989 erstmals
kommerziell erwerblich. Bei der Messung wird eine nanometergrofse Spitze (tip),
welche auf einem Messstab (cantilever) befestigt ist, in einem festgelegten Muster
tiber die Probe gefiihrt (scannen). Durch die unterschiedliche Struktur der Oberflache
einer Probe wird der Messstab unterschiedlich stark ausgelenkt. Diese Auslenkungen
konnen mit optischen Sensoren gemessen werden und geben Aussagen iiber die
atomaren Anziehungskrafte auf der Oberflache einer Probe. Die Messung kann in
drei Modi erfolgen: dem Kontakt-Modus, dem Nicht-Kontakt-Modus (NK-Modus)
und dem intermittierenden Modus. Fiir biologische Proben eignet sich am besten der
NK-Modus, da bei diesem Modus die Spitze das Probenmaterial nicht beriihrt und

damit die Probe nicht zerstort wird.

AFM: Siliziumnitrid Messstab
mit Silber-beschichteter Spitze

Ein auf Silzium-basiertes Grid
mit Objekt des Interesses

N

Raman-Laser

TERS-Signal ——

Abb. 1) Schematischer Aufbau einer TERS mit Messung auf einem Silizium-basierten Grid
Mit einem Messstab an deren Ende eine kleine Spitze befestigt ist, wird lber die Oberflache
des zu untersuchenden Objektes gescannt und damit das Raman-Signal an diesem Punkt
verstarkt.




Die hohe Sensitivitat des SERS wird durch die TERS (s. Abb. 1) nochmals gesteigert.
Hierbei stellt eine silberbeschichtete Metall-Spitze, auf dem Messstab eines AFM, ein
Raman-Spektrum mit einer hohen raumlichen Auflosung von der Nahe des
Nanopartikels dar [21]. Mit dieser Technik gelang es Neugebauer et al., Cialla et al.,
Bailo et al.,, Deckert et al., Bohme et al. und Hermann et al. TERS-Spektren von
einzelnen Viruspartikeln und biologischen Makromolekiilen aufzunehmen [22-26].
Basierend auf den hoch spezifischen TERS-Banden, soll eine prézisere Identifikation
eines einzelnen Virus bis hin zur Gattung ermoglicht werden [22]. Fiir solch ein
Vorgehen miisste vorab eine Sammlung von TERS-Spektra fiir alle Pathogene
generiert werden, um diese dann mit dem zu untersuchenden Erreger abgleichen zu

konnen.

1.1.3 Bioterroristische Angriffe

Vor mehr als 1000 Jahren fanden die ersten biologischen Angriffe statt, als Leichen in
die Wasserquellen des Feindes geworfen oder Decken, durch Pestkranke verseucht,

dem Feind gegeben wurden [27].

Spatestens seit den Ereignissen im September 2001, als Terroristen, Flugzeuge in das
World Trade Center steuerten oder im Oktober desselben Jahres Anthraxsporen iiber
den Postweg verschickt wurden, bekam das Wort Terror eine neue Bedeutung [28,
29]. Daher erlangte die Sicherheit der Bevolkerung vor biologischen Angriffen eine
immer grofiere Bedeutung. Ebenso zeigen die jiingsten Ereignisse in Amerika wie
wichtig eine schnelle Detektion und spezifische Identifikation von Pathogenen ist [5,
30], ob es nun mit Anthraxsporen (2001), Milzbrand-Erregern (2001) verseuchte oder
mit Rizin (2003, 2004, 2013) vergiftete Briefe sind, welche iiber den Postweg

verschickt werden.



1.1.4 Pathogene Erreger und Stoffe als Biowaffen

Pathogene Erreger sind Organismen, die in einem anderen Organismus Krankheiten
hervorrufen und je nach Pathogenitat des Erregers zum Tod des Organismus fiithren
konnen. Diese pathogenen Erreger konnen Viren, Viroide, Pilze, Bakterien, Algen,
Parasiten und Prionen sein. Unter den Viren besitzen die Ebola-Viren und die
Marburg-Viren die hochste Pathogenitat fiir den Menschen. Aber auch die Pocken
diirfen als pathogene Erreger, trotz Ausrottung (1980, WHO), nicht auflen vor

gelassen werden, denn sie eignen sich besonders fiir bioterroristische Angriffe.

Es gibt weiterhin pathogene Stoffe, welche Krankheiten oder Tod eines Organismus
bewirken konnen. Hierzu zadhlen z.B. die Toxine. Eines dieser pathogenen Toxine ist
das Botulinumtoxin, auch Botulinum-Neurotoxin (BoNT) genannt [31-33]. Dieses von
dem Bakterium Clostridium produzierte Toxin hemmt, schon in sehr geringen Dosen,
die Signaliibertragung der Nervenzellen sowie Synapsen und zadhlt damit zu einem

der starksten Toxine tiberhaupt [33].

Um die Sicherheit der Bevolkerung zu erhdhen, ist es von besonderem Interesse, eine
schnellere Detektion und Identifikation von pathogenen Erregern zu ermoglichen [5,
30]. Zu diesem Zweck wurde ein Projekt namens BiGRUDI (Biologische
Gefahrenlagen: Risikobewertung, ultraschnelle Detektion und Identifizierung von
bioterroristisch relevanten Agenzien) etabliert. In diesem Projekt sollten die
verschiedenen pathogenen Erreger und Stoffe untersucht, analysiert und Methoden
der Fritherkennung entwickelt werden, um eine Bedrohung durch Pathogene zu

reduzieren oder sogar zu eliminieren.



1.2 HERV-K(HML-2)

1.2.1 Retroviren

Zum ersten Mal wurden Retroviren 1908 von Ellermann und Bang beschrieben. Sie
zeigten, dass Mauseleukdmie durch Ultrafiltrate {ibertragen werden konnte [34].
Anschliefend entdeckte Rous 1911, dass Ultrafiltrate, aus Gefliigelsarkomen,
gesunde Hiithner an eben diesen Tumoren erkranken lieflen [35]. Das von Rous
entdeckte und fiir die Tumore verantwortliche Retrovirus war das Rous-
Sarkomvirus. Im Jahr 1936 konnte Bittner eine weitere Tumorerkrankung mit einem
Retrovirus assoziieren. Dabei handelte es sich um das Maus-Mammatumor-Virus
(MMTYV), welches in der Maus Tumore in den Milchdriisen verursacht [36]. Das erste
humane Retrovirus, welches im Menschen Krebs verursachte, wurde 1980 von Gallo
beschrieben und als das humane T-Zell-Leukdmie-Virus (HTLV) bekannt [37-39].
Kurze Zeit spater konnten Gallo und Montagnier auch fiir die humane
Immundefizienz, AIDS, Retroviren als Erreger dieser Erkrankung beschreiben, HIV-1

und HIV-2 [40].

Die Retroviren (Reverse Transkriptase Onkoviren, Retroviridae) besitzen als Genom
zwei einzelstrangige (ss) RNAs in Plusstrangorientierung. Die Viren sind von einer
Membran umhiillt und bedienen sich eines Enzyms namens Reverse Transkriptase
(RT), um ihre ssRNA in doppelstrangige (ds) DNA umzuschreiben. Dieses Enzym ist
auch Teil der Namensgebung dieser Viren und wurde erstmals von Temin, Mituzami
und Baltimore 1970 beschrieben [41, 42]. Der zweite Part der Namensgebung stammt
von ihrem onkogenen Potential, welches aus der Integration, durch die
umgeschriebene ssRNA in dsDNA, in das Genom der Wirtszelle resultiert. Die
Retroviren lassen sich in zwei Unterfamilien einteilen, die Orthoretroviridae und die
Spumaviridae [43]. Zu den Orthoretroviridae gehdren sechs verschiedene Genera, die a-

, B-, ©-, &- und die y-Retroviren, sowie die Lentiviren. Die Spumaviridae besitzen nur



ein Genus, das der Spumaviren, zu denen die Foamyviren gezdhlt werden

(s. Abb. 2).
E|::-siIon-mtrt:mrirussesd|r Delta-retroviruses
(simple) (complex)
SnRV BLV
. e *
HERV-W HTLV-II Lentiviruses
Gamma-

HTLV- FIV

. *
re.trowruses PERV
(simple) gaLY

MLV

HIV-2
SiVmac
HIV-1

MV
FelLV

Alpha-
ALV retroviruses™
RSV (simple)
FFV
BFV SFVcpz
HERV-K SRV
SFVagm MMTV

Spumaviruses

. *
(complex) Beta-retroviruses

(complex)

Abb. 2) Taxonomischer Stammbaum der Retroviren
Die sechs Genera der Orthoretroviridae, sowie die Spumaviridae sind mit ihren Arten
abgebildet. Der rote Stern markiert die Genera in welchen auch endogene Retroviren
vorkommen, Abbildung verandert nach [44]

Retroviren konnen verschiedene Krankheiten wie Tumore, Immundefizienz oder
neurologische Defekte hervorrufen. Die Retroviren werden des Weiteren in
infektiose exogene oder endogene Retroviren unterteilt und infizieren vorwiegend

Wirbeltiere.

1.2.1.1 Morphologie, Struktur und Genom der Retroviren

Alle Retroviren haben einen dhnlichen Aufbau und einen Durchmesser von ca.
100-120 nm. In Abbildung 3 ist anhand von HERV-K, der Aufbau von Retroviren
dargestellt. Die mit einer zelluldiren Lipiddoppelmembran umbhiillten Viren tragen
auf ihrer Membran Hiillproteine, auch Envelope-Proteine genannt. Wobei ein Teil in

der Membran verankert (transmembrane (TM) Untereinheit) ist und der andere Teil



sich als externe Glycoproteine (SU) aufserhalb der Membran befindet. Dabei kann der
aus der Membran herausragende Teil des TM Proteins kovalent oder nichtkovalent
mit dem SU Protein verbunden sein. Die Hiillproteine sind im EM als sogenannte
Spikes sichtbar [45] und liegen als Trimere vor [46]. An der Innenseite der Membran
befinden sich die Matrixproteine (MA). Sie sind iiber Myristinsaurereste mit der
Membran verbunden und bilden eine netzahnliche Proteinschicht. Im Inneren des
Virus befindet sich das Viruscapsid, welches aus Capsid-Proteinen (CA) besteht.
Dabei kann das Capsid eine spharisch-ikosaedrische Form, wie bei den a-, -, y- oder
d-Retroviren und Spumaviren, oder eine eher konische Form, wie bei Lentiviren
einnehmen [45]. Im Capsid befindet sich das virale Genom, welches sich aus zwei
ssRNAs, mit Nucleocapsid-Proteinen (NC) komplexiert, zusammensetzt. Des

Weiteren befinden sich im Inneren des Capsids die Enzyme RT, Integrase (IN) und

Protease (PR).

Env: Oberflachenprotein (SU) und

transmembranes Glykoprotein (TM)
Lipidmembran
Matrix ]

Capsid

Nukleocapsid
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Reverse
Transkriptase (RT)

Integrase (IN) und
Protease (PR)

Abb. 3) Elektronenmikroskopische und schematische Abbildung eines reifen B-Retroviruses
Das Virus besteht aus einer Lipidmembran in der sich die viralen Hullproteine, bestehend aus
der Oberflachen- (SU) und der transmembranen Untereinheit (TM), befinden. Matrixproteine
umgeben das Capsid. Das (+)ssRNA-Genom liegt zusammen mit Nukleocapsid-Proteinen, RT,
IN und PR im inneren des Capsids.

Das Genom der Retroviren setzt aus den Genen gag, pol, env sowie zwei LTRs (long

terminal repeats) zusammen. Die beiden identischen LTRs befinden sich jeweils am



Anfang und am Ende des viralen Genoms und bestehen aus den Regionen U3, R und
U5. Die LTRs sind fiir regulatorische Prozesse der Genexpression wichtig und
enthalten cis-aktive Sequenzen sowie Promotor- und Enhancer-Elemente. Vor allem
an der U3-Region binden zelluldre, transaktive Proteine und leiten die Transkription
von integrierten Proviren ein. Im Genom von infektiosen Viruspartikeln spielt der
U3- und U5-Bereich ebenfalls eine wichtige Rolle, da sich auf ihnen wichtige
Kontrollsequenzen fiir die RT als auch fiir die Integration des viralen Genoms in die
zellulare DNA befinden. Die R-Region in der LTR dient zum Transkriptionsstart und
enthdlt das Polyadenylationssignal. Auf die LTR folgt eine Primer-Bindungsstelle
(PB), an welcher die spezifische, zelluldare tRNA binden kann und die RT-
Polymeraseraktion startet. An die PB schliefdt sich eine W-Region an, welche fiir die
Verpackung der RNA in die Viruspartikel verantwortlich ist. Anschlieffend folgen
die drei Strukturgene des Virus gag-pol-env. Das gag (group specific antigen)-Gen
kodiert fiir die drei Hauptstrukturproteine MA, CA und NC. Das Pol (Polymerase)-
Gen kodiert fir die RT, PR, IN und die RNaseH, welche den RNA-Anteil des
Hetroduplexes (RNA:DNA), nach erfolgreicher RT, hydrolysiert [47]. Bei den - und
O-Retroviren befindet sich fiir die PR ein eigener Leserahmen (pro), welcher
zwischen dem gag- und pol-Gen liegt. Die PR prozessiert die Gag-Vorlaufer-Proteine
in die jeweiligen MA-, CA- oder NC-Proteine. Das env-Gen kodiert fiir die TM- und
SU-Einheit der viralen Glycoproteine. Wahrend sich am 5’-Bereich eine Cap-Gruppe
befindet, ist das 3’-Ende polyadenyliert und besitzt ein oder mehrere
Polypurinstellen (PP) vor der LTR, die fiir die RT essentiell ist. Zusatzlich zu den
aufgezahlten Genen enthalten komplexe Retroviren, wie z.B, HI-Viren oder aber
auch HTLV oder HERV-K noch weitere regulatorische Gene, die sogenannten
akzessorischen Gene. Diese akzessorischen Gene konnen die Replikation verstarken
oder die antivirale Wirtsabwehr inhibieren, wie z.B. die Gene tat, rev, vif, nef, vpu und

vpr von HIV-1 [48-51].
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1.2.1.2 Replikationszyklus

Der Replikationszyklus von Retroviren wird durch das virale Oberflachenprotein
Env eingeleitet (s. Abb. 4). Dieses bindet spezifisch an den jeweiligen zelluldren
Rezeptor auf der Oberfliche der Wirtszelle. Durch die TM-Einheit des Glycoproteins
wird die Fusion von Virusmembran und zellulirer Wirtsmembran eingeleitet [52].
Die Auflosung des Capsids sorgt fiir die Freisetzung der RT, IN und PR ins
Zytoplasma [53]. Nun kann die RT, mit Hilfe einer zelluldiren tRNA, welche als

Primer dient, das virale RNA-Genom in dsDNA umschreiben.
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Abb. 4) Schematische Darstellung des Replikationszyklus von Retroviren

Die Replikation des Retrovirus beginnt mit der Bindung an den Rezeptor der Wirtszelle durch
das virale Oberflachenprotein Env. AnschlieBend findet eine Fusion zwischen Virushiille und
Wirtsmembran statt. Das Capsid wird aufgel6st, durch die RT in cDNA umgeschrieben, in den
Zellkern transportiert und ins Genom der Wirtszelle mit Hilfe der IN integriert. Nach
Transkription des Provirus und dem SpleiBen, wird die virale mRNA ins Zytoplasma
transportiert, in Gag-, Pro-, Pol-, Env- und gegebenenfalls in weitere akzessorische Vorldufer-
Proteine translatiert oder als neues virales RNA-Genom in die Partikel verpackt. Der
Zusammenbau der Gag-Proteine erfolgt an der Zellmembran mit anschlieRendem Einbau des
viralen Genoms und der Ausschniirung der Partikel. Die unreifen Partikel reifen zu infektiosen
Partikeln durch die proteolytische Prozessierung des Gag-Vorlaufer-Proteins und kénnen
wieder neue Zellen infizieren (Abb. verdndert nach [54]).
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Bei der reversen Transkription der ssRNA in dsDNA kommt es oft zu Fehlern durch
die RT, da diese keinen Mechanismus zur Kontrolle der Lesegenauigkeit besitzt [55].
Dies fiihrt zu einer sehr grofien Fehlerrate, was jedoch auch die hohe Variabilitat der
Retroviren gewdhrleistet [56, 57]. Die virale DNA wird in den Zellkern transportiert
und durch die Endonuclease- und Ligase-Aktivitat der IN ins Wirtsgenom integriert
[58]. Der Einbau der viralen DNA in das Wirtsgenom kann sich als problematisch fiir
den Wirt erweisen, wenn durch diese Integration zellulire Gene deaktiviert oder
aktiviert werden. Das Provirus bleibt nun je nach Zustand der Zelle latent oder wird
transkribiert [59]. Bei der Transkription der viralen Gene spielen, je nach Virustyp,
verschiedene zelluldre Faktoren eine Rolle, welche eine Transkription durch die
zellulare RNA-Polymerase II erlauben. Die virale mRNA, die bei der Transkription
entsteht, wird ein- oder mehrfach gespleifit und in das Zytoplasma transportiert.
Anschliefsend findet an den Ribosomen die Translation der mRNA statt oder die
mRNA wird als neue virale RNA in das Viruspartikel eingebaut. Die Gag-Vorladufer-
Proteine werden zur Zellmembran transportiert oder aggregieren direkt an der
Zellmembran. Die Env-Vorlaufer-Proteine werden an der Membran des
zytoplasmatischen Retikulums synthetisiert und {iber den Golgi-Apparat zur
Oberflache der Wirtszelle transportiert. Das W-Signal in der ungespleifsten mRNA
sorgt fiir die Verpackung der viralen RNA in ein Viruspartikel und interagiert mit
dem Zink-Finger-Motiv eines Nucleocapsid-Proteinanteils in den Gag- und Gag/Pol-
Vorldaufer-Proteinen. Anschlieffend interagieren die Gag-Proteine mit den in der
Membran befindlichen viralen Gylcoproteinen (Env) und starten die Knospung des
unreifen Viruspartikels. Nach erfolgreicher Ausschniirung (budding) wird die Protase
autokatalytisch aktiviert und prozessiert die Vorldaufer-Proteine. Es bildet sich die

virustypische Capsid-Form und das reife Virus kann erneut Wirtszellen infizieren.
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1.2.2 Endogene Retroviren (ERV)

Endogene Retroviren durchlaufen keinen vollstindigen Replikationszyklus. Sie
verbleiben als Provirus im Wirtsgenom und konnen sich vertikal tiber die Keimbahn
verbreiten. So konnen sie als Provirus an die Folgegeneration weitergegeben werden
und entgehen so dem Immunsystem. Eine Vervollstandigung des Replikationszyklus
der endogenen Viren und somit eine Aktivierung ihrer infektiosen exogenen Form ist
aber jederzeit moglich. Durch Replikation des Wirtsgenoms schleichen sich jedoch
im Laufe der Replikationszyklen Mutationen ein. Diese konnen dazu fiithren, dass die
Proviren die Fahigkeit zur Vervollstaindigung ihres Replikationszyklus verlieren und
nicht mehr infektiose exogene Formen gebildet werden [60, 61]. Durch solche
Mutationsereignisse kann es sogar zum Verlust der gesamten proviralen Sequenz
kommen, so dass nur eine einzige LTR {iibrig bleibt [62, 63]. Den Gebrauch des
vertikalen Infektionswegs von Retroviren beschrieben erstmals Van Nie et al. [64] am
MMTV. Sie zeigten, dass MMTV die Zellen nicht nur auf horizontaler Ebene als
exogene Viren infizierte, sondern auch in endogener Form als Teil des Genoms einer
Keimbahnzelle weitergegeben wurde. Eine Infektion einer Oocyte, Spermatozyte
oder einer Vorlduferzelle mit einem Retrovirus resultierte darin, dass auch jede
daraus entstehende Folgezelle, dieses Provirus in seinem Genom trégt. Das Provirus
befindet sich dabei an derselben Stelle im Genom der Folgezellen und unterliegt den

Mendelschen Vererbungsregeln.

Im Laufe der Millionen von Jahren haben sich retrovirale Elemente iiber das gesamte
Genom angesammelt, durch Reinfektion, Retrotransposition und Komplementation
in trans [65]. Solange keine schadigenden Mutationen im Genom des Provirus durch
Replikationszyklen des Wirtsgenoms entstehen, kann aus dem Provirus ein
funktionstiichtiges, infektioses, exogenes Virus wieder assembliert werden. Dies
ermoglicht, dass die Viren auch nach langerer Ruhephase reaktiviert werden und
erneut Zellen infizieren konnen. Werden durch Mutationen jedoch essentielle Gene

beschadigt, konnen die daraus resultierenden Proteine nicht mehr korrekt gebildet
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werden. Dies kann dazu fithren, dass das Virus nicht reaktiviert wird und in der
bereits infizierten Zelle latent verbleiben muss. Jedoch gibt es zwei Alternativen der
Vermehrung von endogenen Retroviren. Die eine Alternative ist die
Retrotransposition, welche ausschliefilich intrazelluldr ablauft [65, 66]). Die zweite
Alternative ist die Komplementation in trans. Hierbei bekommt das endogene und
inaktive Provirus Hilfe von einem sogenannten Helfer-Virus [67]. Bei Co-Infektion
mit einem Helfer-Virus erlangt das inaktive Provirus seine Funktionalitdt wieder
und wird infektids. Das so entstandene Virus ist jedoch nicht in der Lage weiter zu
replizieren. Endogene Retroviren sind weit verbreitet und finden sich in den
Genomen vieler Wirbeltiere und Insekten wieder [68]. Lange wurde angenommen,
dass nur die einfachen Retroviren zu endogenen Viren werden konnen [69], bis 2007
das erste Lentivirus entdeckt wurde, welches ebenfalls dazu in der Lage war, als
endogenes Provirus, ins Wirtsgenom zu integrieren: Das rabbit endogenous lentivirus

type K (RELIK) [44, 70].

1.2.2.1 Humane endogene Retroviren (HERV)

Die ersten humanen endogenen Retroviren (HERV) wurden erstmals in den 1970er
Jahren im menschlichen Gewebe von Kalter et al. [71] sowie Bierwolf et al. [72]
beschrieben. Durch das humane Genomprojekt wurden im Menschen bisher 31
verschiedene HERVs gefunden [73], die etwa 8% des menschlichen Genoms
ausmachen [74]. Alle diese Retroviren lassen sich auf jeweils ein einzelnes
Intergrationsereignis zuriickfiithren [75]. Wahrend in vielen Saugetieren sowohl
endogene als auch infektidose exogene Retroviren nachgewiesen werden konnten,
wurde bei den HERVs bislang noch kein intaktes, infektioses Retrovirus gefunden
[65, 76]. Die Integration der meisten HERV-Familien erfolgte noch vor der Trennung
der Altwelt- von den Neuwelt-Affen, also vor iiber 35 Millionen Jahren [67]. Zu einer
der altesten Familien der humanen endogenen Retroviren gehort das HERV-L, zu

einer der jlingsten Familien das HERV-K [77-79]. Ein Vergleich zwischen den beiden
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retroviralen LTRs von HERVs dient neben Stammbaumanalysen der Bestimmung
des Intergrationszeitpunkts in das Genom. Da zum Zeitpunkt einer Integration die
beiden LTRs fiir gewohnlich identisch sind [80], geben Veranderungen in dieser
hochkonservierten Region eine gute Moglichkeit zur Berechnung des Alters. Mit
einer Wahrscheinlichkeit von 2,3x10” bis 5x10” findet pro Jahr eine Basenmutation in
einer LTR statt [81]. Dies bedeutet, dass eine Veranderung beider LTRs ca. 200.000 bis
450.000 Jahre dauert [79]. Eine Bestimmung des Zeitpunkts der Integration ist
schwierig, da die Mutationsraten nicht immer konstant sind und das Auftreten von

Genkonversionen die exakte Altersbestimmung ebenfalls erschwert [82].

1.2.2.2 Pathogenese und Nutzen von HERV

Retroviren sind mit verschiedenen Krankheiten assoziiert, wie der Mauseleukamie
[34] oder Tumore wie sie durch das Rous-Sarkomvirus [35] oder das MMTV [36]
ausgelost werden. Aber nicht nur in Tieren konnen Retroviren Krankheiten ausldsen,
auch in Menschen wurden Retroviren entdeckt, welche fiir T-Zell-Leukdamie (HTLYV,
[37, 39] oder Immundefizienz (HIV-1 und HIV-2, [40]) verantwortlich sind. Durch die
Integration des proviralen Genoms ins Wirtsgenom, kann es zur Tumorgenese der
Zellen kommen, wenn die Integration in der Ndhe von essentiellen Genen der Zelle
liegt, die z.B. der Tumorsuppression dienen [83, 84]. Ebenso konnen onkogene
Proteine, welche vom Retrovirus gebildet werden, mit der Wirtsmaschinerie
interagieren,  Stoffwechselwege  beeinflussen = und zu  unkontrollierter
Zellproliferation fiithren. Ein Beispiel fiir solch ein onkogenes Potential haben das
env-Gen des Jaagsiekte Schaf-Retrovirus (JSRV) oder das tax-Gen von HTLV-1 und
HTLV-2 ([85-88]. Bisher konnten pathogene, endogene Retroviren nur bei Tieren
entdeckt werden, dennoch ist es nicht ausgeschlossen, dass es auch Pathogene unter
den human endogenen Retroviren gibt. Insbesondere da HERV-Expression in
Tumoren von Menschen, sowie in einer Brustkrebs- und Teratokarzinomazelllinie

[89-92] gefunden wurden, ist es moglich, dass auch HERVs potentielle Pathogene
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sind [93]. Des Weiteren wurden in verschiedenen Proben von Krebspatienten
HERV-K-RNA, Reverse Transkriptase-Aktivitdt und Retrovirus-dhnliche Partikel
nachgewiesen [94, 95]. Arbeiten wie die von Denner et al. [96] und Boese et al. [97]
weisen jedoch auf das onkogene Potential von HERV-Proteinen, wie die
akzessorischen Proteine Rec und Np9, hin. Dabei interagieren diese Proteine mit dem
Transkriptionsfaktor PLZF (promyelocytic leukemia zinc finger), welcher fiir die
Spermatogenese benotigt wird und als Tumorhemmer dient. Ebenso konnten Hanke
et al. [98] zeigen, dass durch die Interaktion von Rec und hSGT (human small
glutamine-rich tetratricopeptide repeat protein) die Stimulierung des Androgenrezeptors
beeinflusst wird, so dass die Zellproliferation eingeleitet wird und damit das
Tumorwachstum gefordert werden kann. Die HERV-Expressionen werden ebenfalls
mit Autoimmunerkrankungen und neurologischen Erkrankungen in Verbindung
gebracht [99-101]. Bisher konnte noch nicht verifiziert werden, ob HERV-
Expressionen die Ursache oder die Folge von Krebs-, Autoimmun- oder

neurologischen Erkrankungen sind [102].

Auch wenn viele human endogene Retroviren im Verdacht stehen, Krebs und andere
Krankheiten auszulosen bzw. daran beteiligt zu sein, haben die Integrationen von
HERVs auch ihre Vorteile fiir die Menschen gebracht. Unter anderem besitzt die
virale LTR nicht nur virale Promotoren und Polyadenylations-Signale, sondern
reguliert die Genexpression fiir virale Gene, aber auch fiir eine Vielzahl an zelluldren
Genen. Zu diesen LTRs gehort z.B. die HERV-E LTR, welche zu einer starken
Expression eines zelluliren Amylasegens in der Speicheldriise fiihrt [103], was eine
bessere Aufschliefung der Nahrung ermdglicht [104]. Ebenso haben die Viren
HERV-W und HERV-FRD einen positiven Einfluss auf die Plazentabildung in der
Schwangerschaft [105, 106]. Hierbei setzen sie sich zwischen den Promotor des
Plazenta-spezifischen Insulingens (ISNL4), um dort die Expression wahrend der
Differenzierung zum Syncytiotrophoblasten zu erhchen [107]. Des Weiteren

kodieren die viralen env-Gene dieser HERVs fiir Syncytin-1 und Syncytin-2, wobei
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beide Proteine sehr starke fusogene Membranproteine sind und eine Verschmelzung

des plazentalen Trophoblasten vermitteln [108].

1.2.2.3 HERV-K113 als reprasentatives Element der HERV-K(HML-2)-

Familie

Die Familie der HERV-K(HML-2) wurde erstmals von Kurth et al. [109] und
Lower et al. [110] in Teratokarzinomzellen beschrieben. Aufgrund der Ahnlichkeit
mit dem MMTV wurde es in die Gruppe der [3-Retroviren eingeordnet [109, 111-113]
und lasst sich in die humanen MMTV-dhnlichen Viren (HML 1-9), HERV-K(C4) und
HERV-K(14C) einteilen [67]. Die ersten Integrationen in die Keimbahnzellen der
Altweltaffen erfolgten vor mehr als 35 Millionen (Mio.) Jahren, einige Vertreter der
Familie integrierten erst vor ca. 6 Mio. Jahren, als sich die Linie der Menschen und
Schimpansen voneinander trennten [114]. Die jliingsten Integrationsereignisse fanden
vor ca. 2 Mio. Jahren statt. Damit zdhlen einige Vertreter dieser Familie, wie z.B. das
HERV-K113, zu den jiingsten und besterhaltenen humanen endogenen Retroviren
[115-117]. Viele Sequenzen der HERV-K(HML-2)-Familie sind sehr gut erhalten [66]
und es konnten bis jetzt 70 humanspezifische Insertionen detektiert werden, wobei

15 bis 20 von ihnen hochkonservierte provirale Genome sind [78, 118].

Das jiingste und damit das am besten erhaltene retrovirale Element wurde 2001 von
Turner et al. [79] in einer humanen BAC-Bibliothek entdeckt. Dabei handelte es sich
um das HERV-K113, welches tiiber vollstindig offene Leserahmen fiir alle viralen
Proteine verfiigt und in der Sequenz seiner LTRs nur drei Unterschiede besitzt [79].
Weiterhin kommt das auf Chromosom 19p13.11 liegende Provirus nur in einem Teil
der menschlichen Bevolkerung vor, was auf einen allelen Polymorphismus hinweist
[79, 119, 120]. Dabei gibt es abhédngig der Ethnizitat eine verschiedene Pravalenz fiir
das Provirus. Wahrend die Pravalenz des Provirus in der afrikanischen Bevolkerung

mit ca. 30% sehr hoch ist [120], liegt sie in Polen nur noch bei 8% [99] und in
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Grofsbritannien sogar nur noch bei 4% der Bevolkerung [120]. Dies unterstiitzt die
Hypothese, nach welcher die Integration von HERV-K113 in der afrikanischen
Bevolkerung seinen Ursprung hatte. Auch wenn HERV-K113 zu den besterhaltenen,
humanen Proviren zahlt, fithrten im Laufe der Millionen von Jahren nach
Integration, einige Mutationen dazu, dass HERV-K113 replikationsunfahig ist [119,
121]. Bislang ist es zwar gelungen, diese Mutationen mit Hilfe von Sequenzanalysen
und Sequenz-Vergleichen mit anderen HERV-Elementen zu revertieren, welches in
infektiose Partikel resultierte. Jedoch konnten bisher keine replizierenden

Viruspartikel nachgewiesen werden [122-124].
Genomischer Aufbau des Provirus von HERV-K113

Das humane Provirus HERV-K113 besitzt, fiir alle seine viralen Proteine, offene
Leserahmen und diese kodieren fiir die Proteine Gag, Pro, Pol, Env und Rec [61, 104].
Das Genom setzt sich aus 9472bp zusammen und die gruppenspezifischen Antigene
werden von Matrix-, Capsid- und dem Nukleocapsid-Proteinen gebildet. Die LTRs
flankieren das provirale Genom und setzen sich aus der U3-, R- und U5-Region
zusammen. Die RT-Polymerasereaktion wird durch eine spezifische zelluldre tRNA
an der Primerbindungsstelle gestartet. Im Falle von HERV-K113 ist das eine Lysin
(K)-tragende tRNA, welche HERV-K den Namen gibt [67]. Zwischen den LTRs
befinden sich die Gene gag, pro, pol und env, sowie das akzessorische Gen rec.
Wahrend das gag-Gen fiir die Matrix-, Capsid- und Nukleocapsid-Strukturproteine
kodiert, enthalt das pol-Gen Informationen zur Synthese der RT, IN und RNaseH.
Das pro-Gen kodiert fiir die Protease, welche fiir die Prozessierung der Gag- und Pol-
Vorlauferproteine zustandig ist. Das virale Oberflaichenprotein wird von dem env-
Gen kodiert und entsteht bei unvollstandig gespleifiten Transkripten des env-Gens.
Bei vollstandig gespleifiter env mRNA entsteht das akzessorische Protein Rec
(requlator of expression encoded by corf), welches fiir den Transport der viralen RNA

aus dem Zellkern in das Zytoplasma verantwortlich ist [60, 125]. Ein drittes

18



Spleifsprodukt, welches als hel mRNA bezeichnet wird, konnte bisher noch keiner

Funktion zugeordnet werden [119, 126].

1.2.3 Antivirale Wirtsabwehr und akzessorische Proteine

Die Auswirkungen, die eine Virus-Infektion auf die Zellen hat, sind enorm und
werden als cytopathischer Effekt bezeichnet. Die Zelllyse, eine Veranderung der
Membranoberfliche sowie Apoptose konnen das Resultat einer solchen Infektion
sein [127]. Die Aktivitat der Zelle kann durch spezifische virale Proteine unterdriickt
werden, wobei diese Proteine nicht alle, Bestandteil des Virus-Partikels sein miissen
[128]. Um eine Virus-Infektion zu verhindern, steht dem Wirt in erster Linie das
angeborene Immunsystem zu Verfiigung. Da dieses jedoch nicht spezifisch ist, kann
es den Korper nicht fiir lange vor einem Angriff schiitzen. Die RNA-Interferenz ist
ein sehr wichtiger angeborener Schutz gegen Viren [129] und wird bei dsRNA aktiv.
Hierbei wird die dsRNA an eine Endonuklease, einen sogenannten Dicer, gebunden
und die RNA in kleine dsRNA-Stiicke geschnitten. Damit wird ein biochemischer

Prozess namens RISC-Komplex eingeleitet und die virale RNA zerstort (s. Abb. 5).

Einige Viren haben verschiedene Methoden entwickelt, um diesen Mechanismus zu
umgehen. Bei Rotaviren kommt es, nach Infektion der Zelle, nicht zu einer
vollstandigen Auflosung des Capsids. Neu gebildete dsRNA-Produkte werden ins
Innere des Capsids abgegeben, so dass die dsRNA, im Kern des Virions, vor der

Wirtsabwehr geschiitzt ist [131, 132].
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Abb. 5) Schematische Abbildung der RNA-basierten und Protein-basierten Immunitat

Die Abbildung zeigt den Prozess der RNA-basierten Immunitat in Pflanzen und wirbellosen
Tieren (a) sowie der Protein-basierten Immunitat in Wirbeltieren (b)

(a) die virale dsRNA wird durch Dicer erkannt und in kleine RNAs geschnitten, durch RISC-
vermittelten RNAi wird das Genom des Virus zerstort. (b) Bei der Protein-basierten
Immunitat wird die virale RNA durch PRRs (pattern-recognition receptors) erkannt, welche
das Signal zur Aktivierung der Interferon (IFN) Expression geben. Dies aktiviert weitere
Expressionen von Interferon-dhnlichen Genen (ISGs), welche die virale Replikation inhibieren.
Abb. nach [130]

Das adaptive Immunsystem ist sehr spezifisch und ist ein weiteres effektives
antivirales Abwehrsystem. Hierbei werden spezifische Antikorper (AK) produziert,
welche das Virus erkennen und binden. Damit wird die humorale Immunantwort
eingeleitet. AK sind auch sehr effizient bei der Bekdmpfung von Viren, sogar wenn
es den Viren bereits gelungen ist, in die Zelle einzudringen. So gibt es ein Protein
namens TRIM21 in den Zellen, welches die AK auf den Viren erkennt und den
Proteasomen-Prozess einleitet, der das Virus zerstort [133]. Zu den weiteren
Restriktionsfaktoren der Zelle (s. Abb. 6) zahlen unter anderem auch das APOBEC3G
und APOBEC3F aus der APOBEC3 (apolipoprotein B mRNA-editing, enzyme-catalytic,
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polypeptide-like 3)-Familie [134, 135]. APOBEC3G und -3F deaminieren die viralen

Nukleinsduren dC zu dU, welches zu einer G- zu A-Hypermutation fiihrt.
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Abb. 6) Schematische Abbildung der Wirkung von akzessorischen Proteinen auf das virale Genom,
sowie die Wirkung der viralen akzessorischen Proteine auf die Restriktionsenzyme
Die Abbildung zeigt den Prozess der antiviralen Wirtsabwehr am Infektionsbeispiel von HIV.
Nach dem Eindringen von HIV in die Zelle, kann der Auflosungsprozess des Capsids durch
TRIM5a inhibiert werden. Durch APOBEC3G wird die virale genomische RNA so beschadigt,
dass die RNA funktionslos wird. Ein Gegenspieler ist das akzessorische Protein Vif, welches
APOBEC3G bindet und es Uber den Proteasomen-Weg abbauen ldsst. SAMHD1 baut
Nukleosidtriphosphate (NTPs) in Nukleoside und Triphosphate ab, so dass die reverse
Transkription verhindert wird. Das Protein Vpx bindet an SAMHD1 und fihrt das Protein dem
Abbau zu. TREX1 (3“-Repearatur-Endonuklease 1) degradiert offene 3’-Enden von DNAs
schnell und baut so auch offene virale DNA ab. Tetherin bildet den Schluss der antiviralen
Wirtsabwehr und verhindert eine Ausschnirung der fertigen Viruspartikel. Der virale
Antagonist ist das Protein Vpu. Abb. nach [130]
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Diese schadigt das virale Genom wund verursacht eine fehlerhafte
Informationsweitergabe [123, 136-138]. Ein weiteres Restriktionselement ist TRIM5a,
welches im Folgenden noch genauer beschrieben wird (s. 1.2.3.1) sowie das antivirale
transmembrane Glycoprotein Tetherin oder BST-2 (bone marrow stromal cell antigen 2).
Tetherin besitzt, neben einer N-terminalen Membrandomane, einen weiteren am C-
Terminus liegenden GPI (Glycosylphosphatidylinositol)-Anker [139]. Mit diesem
Anker kann Tetherin Virionen an der Membran festhalten und verhindert so die
Freisetzung der Partikel [48, 140]. Ein ziemlich neu entdeckter Restriktionsfaktor ist
das Protein SAMHD1 (SAM-and HD-domain-containing protein 1), welches von den
SAMHD1-Genen kodiert wird und eine Phosphohydrolase ist [141]. SAMHD1 spaltet
Nukleosidtriphosphate (NTPs) in Nukleoside und Triphosphate und verringert auf
diese Weise den Vorrat an verfiigbaren Nukleotiden fiir die Synthese der viralen
cDNA [142]. Dies verhindert die virale Replikation [142]. SAMHDI1 kann u.a. die
Replikation von HIV in dendritischen Zellen [143, 144], Makrophagen [145] und

Monozyten [146] inhibieren.

Es gibt noch weitere Mechanismen und Proteine die zu einem erfolgreichen
Abwehrsystem beitragen, wie z.B. die Antigen-Prasentation der Makrophagen [147],
die zellulaire Immunantwort, welche durch cytotoxische T-Zellen (killer T-Zellen)
vermittelt wird oder die Ausschiittung von Interferonen [148]. Es gibt jedoch auch
Viren wie z.B. das HI-Virus, welches es perfektioniert hat, dem Immunsystem immer
einen Schritt voraus zu sein. Das HI-Virus blockiert die Antigen-Prasentation, ist
resistent gegen Cytokine, entgeht den natiirlichen Killer-Zellen, verhindert die
Apoptose der infizierten Zellen [149] und leitet die Apoptose von unifizierten
Nachbarzellen ein [150]. Das erfolgreiche Abwehren und Verstecken vor dem
Immunsystem gelingt den HI-Viren vor allem durch die Vielzahl an akzessorischen

Proteinen: Tat, Rev, Nef, Vif, Vpr/Vpx, and Vpu (s. Abb. 6).

Die zwei Tat-Proteine (p14 und p16) sind transkriptionale Transaktivatoren fiir den

LTR-Promotor und binden an den TAR (trans-activation response)-RNA Elementen.
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Diese TAR-Elemente konnen auch in microRNAs prozessiert werden und damit die
Regulation der Apoptose Gene ERCCI und IER3 regulieren [151, 152]. Das Vif-
Protein inhibiert die Wirkung von APOBEC3G [153], das Vpr-Protein halt die
Zellteilung auf [154-156], das Nef-Protein reguliert u.a. CD4 herunter [157-159], das
Vpx-Protein interagiert mit SAMHD1 [143, 144, 160] und das Vpu-Protein interagiert

mit Tetherin und fiihrt es dem Abbau in den Endosomen zu [48, 140].

1.2.3.1 TRIM5«

Das TRIMba (tripartite motif protein 5 alpha) gehort zu einer Protein-Familie von
TRIM-Motiven, welche durch Interferon induziert werden und wichtige
Komponenten im Kampf gegen Pathogene sind. TRIM-Proteine sind beteiligt an der
Erkennung von Pathogenen und bei der Regulation von Transkriptionswegen in der
Wirtsabwehr [161]. Das dreigeteilte Motiv besteht aus drei Domédnen. Diese
Domaénen setzen sich aus einer Ring-Finger (R)-Domane, ein bis zwei B-Box-Zinc-
Finger (B)-Domédnen und einer doppelt-gewundenen-Region (coiled-coil; CC)
zusammen [162, 163]. Die Proteine der TRIM-Familie werden in zwei Gruppen
unterteilt. Diese unterscheiden sich in ihrer Domanen-Struktur und in ihrer
genomischen Organisation [164]. Die Proteine der ersten Gruppe zeichnen sich durch
ihre Vielzahl an wunterschiedlichen C-Termina aus und kommen sowohl in
Wirbeltieren als auch in wirbellosen Tieren vor. Die Proteine der zweiten Gruppe
kommen ausschliefdlich in den Wirbeltieren vor und besitzen im C-Terminus eine
SPRY-Domane [165]. Zu dieser Gruppe gehort auch das Protein TRIM5a (s. Abb. 7),
welches im Menschen von den TRIM5-Genen kodiert wird [162].

23



<+——— R-B-CC-D6mine ———»
MB-BOI Coiled-Coil - B30.2/SPRY

Abb. 7) Schematische Abbildung der strukturellen Domanen von TRIM5a
Das TRIM5a-Protein enthalt die Ring-Finger (RF)-Domaéane, das B-Box-Motiv, eine Coiled-Coil-
Domane sowie die virale Capsid-erkennende SPRY-Domaéne (B30.2).

Die mRNA von TRIM5 kann in verschiedene Isoformen von TRIMS gespleifst werden
[166]. Dabei werden die R-B-CC-Domainen, welche von den Exons 2-4 kodiert
werden, immer gebildet (s. Abb. 8). Bei den anderen Isoformen wird die

SPRY-Domane durch andere kiirzere alternative Sequenzen ersetzt [166].
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Abb. 8) TRIMS5 Isoformen, welche durch humane Zelllinien exprimiert werden
TRIM5 Isoformen wurden mittels cDNA Sequenzen in der GenBank durch AceView kuratiert
[167]. Die Exons sind im SpleiBprofil als graue Balken dargestellt, die Introns als gestrichelte
Rechtecke zwischen den Exons. Die Exons kodieren fiir die Ring-Finger-, Linker 1 (L1)-, B-Box-,
Coiled Coil-, Linker 2 (L2)- und die SPRY-Domane. Abb. verandert nach [166].

Die a-Isoform dieses Proteins ist ein retroviraler Restriktionsfaktor, welcher Spezies-

spezifisch die frithe Infektion durch Retroviren inhibieren kann. TRIM5« besteht aus
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493 Aminosduren, befindet sich auf dem Chromosom 11 und gehort zusammen mit
den Proteinen der APOBEC3G-Familie sowie Tetherin zur angeboren Immunitat
gegen Retroviren [168-171]. Das Protein TRIM5a liegt im Zytoplasma der Zelle vor
und erkennt Motive im Capsid des Retrovirus. Dabei wird der Prozess des Capsid-
Zerfalls (uncoating) verhindert, die RNA kann nicht freigesetzt werden, es kommt
nicht zur reversen Transkription und nicht zum Einbau des Virusgenoms ins Genom
der Zelle [172-175]. Der genaue Mechanismus ist noch nicht bekannt, aber es wird
vermutet, dass das Capsid durch Proteasomen abgebaut wird [176]. Weiterhin gibt
es jedoch auch zellulire Wirtsfaktoren, welche eine Inhibition des Virus durch
TRIMb5a entgegen wirken, so wie z.B. Cyclophilin A (CypA), welches in humanen
Zellen produziert wird und entscheidend am Inhibitionsprozess bei HIV-1 mitwirkt
[177]. Hierbei konnen die HIV-1 Viren nur durch ein modifiziertes TRIM5CypA,
nicht jedoch durch humanes TRIM5q, erfolgreich inhibiert werden. Die Spezifitat
von TRIM5q, Retroviren zu erkennen, wird durch die 332 Aminosdure grofie SPRY-
Domane ermoglicht [178-180]. Das humane TRIM5a kann zwar HIV-1 nicht oder nur
sehr schwach inhibieren, jedoch kann es einige Stamme des murinen Leukamievirus
(MLV, [181, 182] und des equinen infektiosen Anamievirus (EIAV) inhibieren [183,
184]. Uber eine Inhibition von HERV-K113 durch TRIM5a ist noch wenig bis gar
nichts bekannt, jedoch konnten Lee und Bieniasz zeigen, dass ein synthetisch
rekonstituiertes HERV-Kewon durch APOBEC3F aber nicht durch APOBEC3G oder
humanes bzw. aus Rhesus-Affen stammendes TRIM5a inhibiert wird [123]. Ebenfalls
konnte bei y-Retroviren eine Inhibition durch APOBECS, jedoch keine Inhibition

durch TRIM5a gezeigt werden[207].

1.2.4 Herstellung eines originalen HERV-K113 Molekularklons

Um die evolutiondre Geschichte des in der BAC-Bibliothek [79] gefundenen HERV-
K113 zu studieren, wurde die originale Sequenz des Provirus rekonstituiert. Hierfiir

wurde die HERV-K113-Sequenz mit den zehn jlingsten human-spezifischen
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HERV-K-Elementen verglichen. Es wurde ein Algorithmus angewandt, mit welchem
postinsertionale Mutationen von Variationen unterschieden werden konnten. Um
gemeinsame Polymorphismen zu beachten, wurde eine postinsertionale Mutation als
solche deklariert und revertiert, wenn mehr als acht Sequenzen ein anderes
Nukleotid an derselben Position besafien (s. Abb. 9, rote Umrandung). Eine
natiirliche Variation zeigte sich hingegen, wenn mindestens zwei weitere Sequenzen
an derselben Stelle das gleiche Nukleotid wie HERV-K113 aufwiesen (s. Abb. 9,
grine Umrandung). Diese Variationen stellten keine postinsertionale Mutation dar
und wurden nicht revertiert. Mit Hilfe dieses Algorithmus konnte der urspriingliche

Molekularklon von HERV-K113 rekonstruiert werden (Dissertation, Nadine

Beimforde).

BAC_Kl 13 GTTAGTCTACAGGTGTACCCAACAGCTCCGACGAGACAGCGACCATCGAGAACGGGCCATGATGACGATGGTGGTTTTGT
K101 ....... [G]....... Ao, AfZ). ... (T ..o C].......
K102 ..., GY....... A o . ALAY. . e e B N
K104 ..., GY....... AL o . ALAY. . e e T e N
K107  ....... Gy....... Aol .. ALAY . e Ty....0iuen.. Y [
K108 ....... GY. .. e 7 A Cl.......
K109  ....... Gl T [ B P Cl.......
K115  ....... GYy........ T........... Al e Ty.... e, Cl.......
¥178333  ....... Gl e Al e T (o} PRI
APO0O776 ....... Gl oo e T.LAY....... Ao o T e Cl.......
AC025420 ....... Gl Al Tl Cl.......
Consensus ....... Gl. . Al Ty.... . ... Cl.......
ori K113 ....... Gl o Al e A [P Y PR

Abb. 9) Teil aus der Env-Sequenz als Beispiel fiir den verwendeten Algorithmus
Grin umrandet stellt eine Variation dar, rot umrandet eine postinsertionale Mutation

Basierend auf diesem Algorithmus konnten 25 nicht synonyme postinsertionale
Mutationen sowie drei Mutationen in der LTR gefunden werden, welche mittels
Mutagenese revertiert wurden. Daraus entstand ein Molekularklon namens
ori HERV-K113 (s. Abb. 10) mit allen nicht synonymen Mutationen, wie er

wahrscheinlich zum Integrationszeitpunkt im Genom vorlag.
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Abb. 10) schematische Darstellung des Genoms von wt HERV-K113 und vom generierten ori HERV-
K113 Konstrukt mit allen nicht synonymen Mutationen sowie den drei LTR-Mutationen
wt HERV-K113 und ori HERV-K113 mit 5‘LTR-gag-pro-pol-env-3’LTR. Die revertierten

postinsertionalen Mutationen sind mit Pfeilen markiert und im Anhang tabellarisch
aufgefihrt

1.2.,5 Studien zum Infektionspotential und Tropismus von

HERV-K113

1.2.5.1 Infektiositit von HERV-K113

Die Integrationsfahigkeit von HERV-K113, welches mit EnvVSV-G oder einer
verkiirzten HERV-K113 Env-Variante pseudotypisiert wurde, konnte durch Philipp
Kramer (Dissertation) validiert werden. Hierbei konnte in einem Versuch gezeigt
werden, dass das Oberflachenprotein Env von HERV-K113 nach Revertierung der
acht nicht synonymen Mutationen, im env-Gen, funktionstiichtig ist und die Zellen
mit HERV-K113 infiziert werden konnen. Dabei verwendete er ein HERV-K113
Reporterkonstrukt, welches ein EGFP-Gen anstelle des env-Gens trug. Er transfizierte
Zellen mit einem HERV-K113-Reportervirus und HERV-K113-Env-Plasmiden,
welche sich durch unterschiedlich lange C-Termina auszeichneten. Mit den
pseudotypisierten Viren wurden anschlieffend Zellen infiziert und mit Hilfe eines
Konfokalmikroskop (cLSM) die EGFP-leuchtenden Zellen detektiert. Er zeigte, dass
eine Deletion der zytoplasmatischen Domane des HERV-K113-Envs, von 41 AS,
einen flinfmal besseren Einbau des Virus ermoglichte, als die volllingen Variante.

Die Viren, welche mit dieser Env-Mutante (im folgenden EnvAC genannt)
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pseudotypisiert wurden, konnten die Zellen am besten infizieren. In einem weiteren
Versuch wurden sowohl HERV-K113 als auch SHIV-Partikel mit verschiedenen Envs
pseudotypisiert (s. Abb. 11). Hierbei konnte eine bis zu 2-log Stufen hohere
Infektiositat bei Zellen detektiert werden, welche mit EnvAC pseudotypisierten
SHIV-Partikeln infiziert wurden, als bei den Zellen, die mit EnvAC pseudotypisierten
HERV-K113-Partikeln infiziert wurden. Ein Grund dafiir konnte eine mogliche
Inhibition von HERV-K113 nach Eintritt in die Zelle und vor der Expression der
Proteine sein, welche HERV-K113 inhibiert, jedoch nicht SHIV.

HERV
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110 1 1x10%

f e 1,3x10°
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Abb. 11) InfektiGsitdt von pseudotypisierten HERVs und SHIVs
CMVoriLuzi HERV-K113 bzw. SHIVLuzi Reporterkonstrukte wurden mit verschiedenen
Env-Plasmiden pseudotypisiert. Feline  CrFK-Zellen wurden mit normalisierten
pseudotypisierten Viren infiziert und ca. 48h spater die Zellen lysiert und die Luziferase-
Aktivitat gemessen. Als Negativkontrolle (NK) diente ein funktionsloses HIV EnvAKS, als
Positivkontrolle (PK) wurde ein EnvVSV-Glycoprotein verwendet. Abb. veradndert nach
Dissertation, Philipp Kramer
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1.2.5.2 Tropismusstudien von HERV-K113

Auf der Suche nach dem Rezeptor fiir HERV-K113 wurden verschiedene humane
und tierische Zelllinien mit pseudotypisierten EnvAC-Viren infiziert und die
Permissivitat gegeniiber HERV-K113 bestimmt (Dissertation, Philipp Kramer). Mit
diesem Versuch konnte einerseits gezeigt werden, dass HERV-K113 einen
amphotropen Zelltropismus, anderseits eine breite Wirtsspezifitdt besitzt. Die Zellen,
welche sich als besonders permissiv gegeniiber dem Hiillprotein EnvAC von

HERV-K113 zeigten, wurden in den spateren Versuchen verwendet.
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1.2.5 Zielsetzung

Sowohl die jiingsten bioterroristischen Ereignisse in Amerika (Rizin Briefe,
April 2013), als auch altere Ereignisse aus dem Jahr 2001 (Briefe mit Anthraxsporen),
zeigen die Bedeutung einer raschen Diagnostik zur Detektion von Pathogenen und
Toxinen [5, 30]. Ein Standardverfahren in diesem Zusammenhang ist die EM-
Diagnostik. Aufgrund des offenen Blickes (open view) im Negativ-Kontrastverfahren
konnen alle Viren und Bakterien einer Probe visualisiert werden [7]. Ein Nachteil der
EM ist die zu geringe Spezifitat, um pathogene von apathogenen Mikroorganismen
derselben Familie zu unterscheiden. Diese Spezifitit bietet die Raman-Spektroskopie,
der jedoch die hohe Ortsauflosung der EM fehlt. Aus diesem Grund erscheint eine
Kombination der Methoden am Prdparat sinnvoll, um von einem im EM
visualisierten Erreger mit Hilfe der Spitzenverstarkten Raman-Spektroskopie (TERS)
nachfolgend ein charakteristisches Spektrum aufzunehmen. Im Zuge des Projekts
sollte ein TERS-kompatibles Negativ-Kontrastverfahren erarbeitet werden. Diese
Kombination  ermdglicht die Gewinnung von  morphologischen und
spektroskopischen Informationen {iiber ein Viruspartikel oder das eines anderen
Mikroorganismus. Daher war ein Ziel dieser Arbeit EM-Grids zu evaluieren und die
Methode der Negativ-Kontrastierung so zu optimieren, dass diese fiir eine
Korrelation von TEM und TERS verwendet werden kann. Des Weiteren sollten alle
in der EM gangigen Substanzen und Materialien auf Raman-Signale untersucht
werden und falls n6tig eine Alternative fiir diejenigen gefunden werden, die fiir eine
Kopplung von TEM und TERS nicht geeignet sind. Dieses korrelative Verfahren
sollte sich auch fiir die Untersuchung biologisch und medizinisch relevanter Erreger,
zu denen auch exogene und endogene Retroviren gehoren, eignen. Bisher konnten
TERS-Spektren von TMV [24], Pocken und AAV [22] gezeigt werden. Fiir
wissenschaftliche Fragestellungen sollten jedoch auch andere Viren wie z.B. HIV
oder HERV vermessen werden. So konnten eventuell die viralen HERV-K-Partikel,

welche in Geweben von Krebspatienten gefunden wurden [94, 95], mittels TERS-
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Spektrum spezifisch identifiziert werden und helfen, Therapiemoglichkeiten zu

entwickeln.

Das menschliche Genom besteht aus ca. 8% endogener retroviraler Elemente, die
zum Teil hochkonserviert vorliegen. Einige dieser endogenen Retroviren besitzen fiir
alle viralen Proteine offene Leserahmen. Seit der Integration der Retroviren ins
Genom kam es zu einigen postinsertionalen Mutationen, welche dazu fiihrten, dass
keine funktionstiichtigen Partikel von HERV-K113 gebildet werden konnen. Nach
Revertierung von 25 nicht synonymen, sowie drei weiteren postinsertionalen
Mutationen in der LTR von HERV-K113, konnte ein originaler Molekularklon von
HERV-K113, namens ori HERV-K113, erfolgreich hergestellt werden. Mit ori
HERV-K113 lieflen sich infektiose Partikel bilden, eine Replikation des Virus konnte
jedoch nicht nachgewiesen werden (Dissertation, Nadine Beimforde). Im zweiten
Teil der Arbeit sollte ein humanes endogenes Retrovirus der Familie K(HML-2) mit
allen 25 nicht synonymen und den 17 synonymen postinsertionalen Mutationen
rekonstituiert und so ein neuer originaler Molekularklon hergestellt werden, wie er
hochstwahrscheinlich zum Zeitpunkt der Integration vorlag. Dieses Retrovirus sollte
in der EM dargestellt und ein TERS-Spektrum, als ,, Proof of Principle” fiir TERS, eines
Retrovirus aufgenommen werden. Des Weiteren sollte das Replikationspotential des
Retrovirus sowie eine potentielle Inhibition durch zelluldre antivirale Faktoren
untersucht werden. Hierbei sollte insbesondere eruiert werden, ob eine Inhibition
nach Eintritt der Virionen in die Zelle und vor der Transkription des integrierten

Provirus (Post-Entry-Pra-Expressions-Inhibition) stattfindet.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerite

Tab. 1) Gerateauflistung mit ihrer jeweiligen Bezugsquelle

Gerate

Hersteller

CO,-Inkubator C 200 fiir eukaryotische Zellen
Coulter-Counter 22

Diamantmesser Ultra 45°

DNA Engine Thermocycler

Einbettautomat Leica EM TP

Feinwaage TE

Filmentwicklermaschine Agfa Curix 60
Freezing container, Nalgene® Mr. Frosty

Gelelektrophoresekammern:

1. Sub-Cell GT Agarose Gel Electrophoresis
System

2. Mini-Protean

3. Electrophoresis

Gene Pulser XCell + Shock Pod

Horizontalschittler GFL 3016

Hybridisierungsofen Minidizer HB-500
Inkubator Innova 4200
Kryo-Einfriergerat
Kiihl-Heiz-Thermomixer KTMR-133
Luminometer Centro LB 960

Magnetrihrer IKA RTC

Megafuge 1.0 R
Microplate Reader Sunrise

Mikrofuge 200 R

Labotect, Gottingen, Deutschland

Coulter Electronics Inc., Miami, USA
Diatome AG, Biel, Schweiz

BioRad, Hercules, USA

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Satorius Stedim Biotech

Deutschland

GmbH, Gottingen,

Agfa-Gevaert, Mortsel, Belgien
Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen, Deutschland

BioRad, Hercules, USA

BioRad, Hercules, USA

GFL Gesellschaft fur
Burgwedel, Deutschland

Labortechnik  GmbH,

UVP, Upland, USA

New Brunswick Scientific, Edison, USA
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
HLC, Bovenden, Deutschland

Berthold Technologies, Oak Ridge, USA

IKA Labortechnik GmbH, Staufen im Breisgau,
Deutschland

Heraeus Instruments, Osterod, Deutschland
Tecan, Mannedorf, Schweiz

Andreas Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen,
Deutschland
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Materialien

NanoDrop Spectrophotometer ND-1000 Nanodrop, Wilmingon, USA

Neubauer Zdhlkammer Paul Marienfeld, Lauda-Kénigshofen, Deutschland

Photometer UV-1202 Shimadzu, Duisburg, Deutschland

Power Pac HC BioRad, Hercules, USA

Sterilbank Thermo HeraSafe Kendro, Langenselbold, Deutschland

Trans-Blot SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell BioRad, Hercules, USA

Uberkopfschiittler Reax 2 Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach,
Deutschland

Ultramikrotom Ultracut UCT Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Ultrazentrifugen-Tubes:

1. Thinwall Ultra-Clear™ Tubes Beckman Coulter, Fullerton, USA

2. Thinwall Polyallomer konical Tubes Beckman Coulter, Fullerton, USA

Vortex Mixer neolab GmbH, Heidelberg, Deutschland
Zentrifugen: Heraeus Sepatech GmbH, Osterode, Deutschland
1. Hereaus Multifuge 1S-R Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland

2. Eppendorf Tischzentrifuge 5415 D
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2.1.2 Labormaterialien

Tab. 2) Materialienauflistung mit ihrer jeweiligen Bezugsquelle

Material

Hersteller

auf nicht poroses Silizium basierende Grids

auf Siliziumdioxid basierende Grids

auf Siliziumnitrid basierende Grids

Blottmembran Roti~ PVDF-Membran, 0,45um

Blottpapier, extra dick
Einwegspritzen, steril, 20ml
Elektroporationskiivetten, 2mm
Eppendorfgefal 1,5/2ml

Falkon Tubes, steril, 15ml
Falkon Tubes, steril, 50ml

Film 18 x 24cm, Kodak Medical X-ray
Filmkassette, Kodak X-Ray
Filterpapier, 8 90cm

Glasperlen

Gridbox fir 100 Grids

Gridbox fir 25 Grids
Kryordhrchen, 2ml

Kupfergrids, Cu 400 Mesh
Parafilm, GrofRe S und M
Pasteurpipetten, Einweg
Pasteurpipetten, Glas

PCR-Tubes 200ul, Softstrips

Petrischalen, steril, 10cm

Polystyrol Beads 204nm + 1,9nm

Prazisionswischtlicher KIMTECH Science

Serologische Pipetten, Einweg

Sterilfilter, Porengréfe 0,45um

TEMwindows SiMPore Inc., New York, USA
TEMwindows SiMPore Inc., New York, USA
TEMwindows SiMPore Inc., New York, USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Biorad, Hercules, USA

B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
Biorad, Hercules, USA

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

TPP AG, Trasadingen, Schweiz

TPP AG, Trasadingen, Schweiz

Carestream Health Deutschland GmbH, Stuttgart,
Deutschland

Carestream Health Deutschland GmbH, Stuttgart,
Deutschland

Macherey-Nagel GmbH & Co.KG, Diren,
Deutschland

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Agar Scientific, Stansted, England
SiMPore UItraSMTM, New York, USA

TPP AG, Trasadingen, Schweiz

Agar Scientific, Stansted, England
Pechiney Plastic Packing, Chicago, USA
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
neolab GmbH, Heidelberg, Deutschland

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf,
Deutschland
TPP AG, Trasadingen, Schweiz

Agar Scientific, Stansted, England
Kimberly-Clark Professional, Koblenz, Deutschland
TPP AG, Trasadingen, Schweiz

Satorius Stedim Biotech GmbH, Gottingen,
Deutschland




Zellkulturflaschen, steril, 150cm?
Zellkulturflaschen, steril, 75cm?
Zellkultur-Petrischale 60cm’
Zellkulturplatten, steril, 6/12/24 Loch

Zellschaber, 24cm

TPP AG, Trasadingen, Schweiz
TPP AG, Trasadingen, Schweiz
TPP AG, Trasadingen, Schweiz
TPP AG, Trasadingen, Schweiz

TPP AG, Trasadingen, Schweiz

2.1.3

Chemikalien, Enzyme und Gréfienstandards

Tab. 3) Chemikalien-, Enzym- und Gr6Benstandardauflistung mit ihrer jeweiligen Bezugsquelle

Chemikalien/Enzyme

Hersteller

Acrylamid Rotiphorese Gel 30 (37, 5:1)

Agarose

Ammoniumsulfat (APS, 10%)

BigDye 3.1

Bleicitrat

Calciumchlorid

Complete Protease-Inhibitor (Tablette)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

dNTP’s

Epon-Epoxidharz
MNA)

(Glycilether 100, DMP-30, DDSA,

Ethanol
Ethidiumbromid (EtBr)

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Fetales Kalberserum (FKS)
Generuler 1kb Ladder Plus
Glutaraledehyd (GA, 2,5%)
Glycerin

HEPES

Isopropanol

Laufpuffer, 10x

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Peglab Biotechnologie
Deutschland
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

GmbH, Erlangen,

ABI Terminator Chemie, Applied Biosystems, Foster
City, USA
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Fermentas International Inc., Burlington, Canada

Serva Electrophoresis GmbH,

Deutschland

Heidelberg,

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Serva Electrophoresis
Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland

GmbH, Heidelberg,

Fermentas International Inc., Burlington, Canada

TAAB Laboratories
England
Serva, Heidelberg, Deutschland

Equipment Ltd, Berkshire,
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

BioRad, Hercules, USA
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Materialien

Methanol Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Natriumazid, 3x Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Natriumhydroxid, Platzchen Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Osmiumtetroxid, 99,9% Koch-Light-Laboratories Ltd., Colnbrook, England

Paraformaldehyd (PFA) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Phosphowolframsaure (PTA) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Polybrene Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Red-Tag-DNA-Polymerase Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland

Rinderserumalbumin (BSA), Fraktion V, 96% Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen, Deutschland

T4-DNA-Ligase New England Biolabs Inc., Beverly, USA

Transferpuffer, 10x BioRad, Hercules, USA

Triton X-100 Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Tween 20 Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

B-Mercaptoethanol Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
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214 Antibiotika

Tab. 4) Antibiotikaauflistung mit ihrer jeweiligen Bezugsquelle

Antibiotika

Bezugsquelle

Ampicillin (Amp)

Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep 100x)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

2.1.5 Puffer, Losungen und Ndahrmedien

Tab. 5) Puffer-, Losungen- und Ndhrmedienauflistung mit ihrer jeweiligen Zusammensetzung

Puffer/Lésungen und Nihrmedien

Zusammensetzung

2x TY-Agar

2x TY-Medium

APS, 10%
Blockingpuffer

Blot Processing-Puffer

Blot Transfer-Puffer

DNA-Ladepuffer, 6x

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) low
Glucose (g/l) with L-Glutamin (584mg/I)

Einfriermedium flr eukaryotische Zellen

HEPES Buffer Saline (2xHBS),

Laemmli-Puffer (4x)

LB-Agar
LB-Medium

Milchpulverpuffer

Phosphate Buffer Saline  (PBS)

PBS/Tween20 (0,1%)

2xTY-Medium mit 20g/I Agar

1% Bacto-Trypton, 1% Bacto-Hefe-Extrakt, 0,5%
Natriumchlorid; pH 7,0
10% Ammoniumpersulfat in A.bidest., steril filtriert

5% Milchpulver in PBS/Tween20 (1%)
10% 10xTris/Glycerin/SDS Puffer + 90% A.bidest.

10% 10xTris/Glcerin Puffer + 20% Methanol + 70%
A.bidest.

10mM Tris-Acetat, 50mM EDTA, 10% Ficoll-400
(w/v), 0,4% Orange-G (w/v) in A.bidest.

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich

90% FKS, 10% DMSO

1M Natriumchlorid (NaCl), 0,5M HEPES, 0,15M
Na,HPO,; (pH 7,1)

200mM Tris Cl, pH 6,8, 8% (w/v) SDS, 0,2% (w/v)
Bromphenolblau, 40% (w/v) Glycerin, 400mM
Dithiothreitol (DTT)

LB-Medium mit 20 g/ Agar

1% Bacto-Hefe-Extrakt, 1% NaCl in A.bidest.; pH 7,0

5% (w/v) Magermilchpulver + 0,1% Tween20 in PBS

123mM NacCl, 2, 7mM Kaliumchlorid (KCL), 10mM
Di-Natriumhydrogenphosphat, 2mM Kalium-Di-
Hydrogenposphat; pH 7,0

0,1% Tween20 in PBS
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RPMI-1640 with L-Glutamin (300mg/I)

SOB-Medium

SOC-Medium
TAE, 1x

TE, 1x

TFB 1

TFB 2

Zelllysispuffer

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich

20g Bacto-Tryptone, 5g Bacto-Hefe-Extrakt, 0,186g
KCI, 0,584g NaCl in 970ml A.bidest.; pH 7,0
97% SOB-Medium, 1% Mg-Mix, 2% Glukose

40mM Tris-Acetat, 1ImM EDTA; pH 7,2

10mM Tris/HCI, 1mM EDTA; pH 8,0

100mM Rubidiumchlorid, 50mM
Magnesiumchlorid (MgCL,), 30mM Kaliumacetat,
10mM Kalziumchlorid, 15% Glycerin, pH 5,8, steril
filtriert

10mM MOPS, 10mM Rubidiumchlorid, 75mM
Kalziumchlorid, 15% Glycerin, pH 6,8 mit
Kaliumhydroxid eingestellt, steril filtriert

1% Triton X-100, 20mM Tris (pH 7,7), 150mM
Natriumchlorid

LB-Medium bzw. LB-Agar wurden mit Ampicillin (100pg/ml) versetzt. DMEM-

Medium (PAA) war mit L-Glutamin versetzt (laut Hersteller) und wurde, vor dem

Gebrauch, zusitzlich mit FKS (10%) und Penicillin und Streptomycin (100pg/ml)

komplementiert. RPMI-1640 wurde zusatzlich mit 10% FKS versetzt.

2.1.6 Kits

Tab. 6) Kitauflistung mit ihrer jeweiligen Bezugsquelle

Kits

Hersteller

Dual-Glo Luciferase Assay System

ECL Plus Western Blot Detection System
Endo-free Plasmid Maxi Kit

HS-Mg RT Activity Kit

Luciferase 1000 Assay System

QlAprep Spin Miniprep Kit

QlAquick Gel Extraction Kit

QlAquick PCR Purification Kit

QuickChange® Multi Site-Directed Mutagenesis Kit

Promega Corporation Madison, USA
GE Healthcare, Fairfield, USA
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Cavidi, Uppsala, Schweden

Promega Corporation Madison, USA
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Stratagene Europe, Amsterdam, Holland
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Super Signal West Dura Extendet Duration Substrate Thermo Scientific, Logan, USA

2.1.7 Bakterienstamme

Es wurde mit elektrokompetenten Escherischa coli (E.coli) One Shot® Top10 oder mit

chemischkompetenten E.coli One Shot® Stbl3 von der Firma Invitrogen gearbeitet.

2.1.8 Eukaryotische Zelllinien

Tab. 7) Zelllinienauflistung mit Angabe zur Herkunft und ihrer jeweiligen Bezugsquelle

Zelllinien  Organismus  Ursprungsgewebe Zellkulturmedium Bezugsquelle

HEK 293T Mensch Niere DMEM, 10% FKS, 0,5% Bannertetal.
Penicillin, Streptomycin

Huh7 Mensch Leber DMEM, 10% FKS, 0,5% Bannertetal.
Penicillin, Streptomycin

LNCaP Mensch Prostata RPMI, 10% FKS Bannert et al.

DU 145 Mensch Prostata DMEM, 10% FKS, 0,5% Bannertetal.
Penicillin, Streptomycin

CrFK Katze Niere DMEM, 10% FKS, 0,5% Norley et al.
Penicillin, Streptomycin

Cf2Th Hund Thymus DMEM, 10% FKS, 0,5% Bannertetal.

Penicillin, Streptomycin

2.1.9 Konstrukte/Vektoren

Tab. 8) Konstruktauflistung mit ihrem jeweiligen Vektor und Bezugsquelle

Konstrukte Vektor Bezugsquelle
CMVoricoGPP pcDNA 3.1 [185]

CMVoriEGFP pTH Philipp Kramer, n.p.
CMVoriluci pTH Philipp Kramer, n.p.
CMVRU5ori_st pcDNA 3.1 Veronika Lausch, n.p.
ori pcDNA 3.1 Nadine Beimforde, n.p.
ori_st pcDNA3.1/pBSK Veronika Lausch, n.p.
orico Envpgsg.go9 (ENVAC) pcDNA 3.1 [122]
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orico Rec_V5 pcDNA 3.1 Dissertation, Kirsten Hanke, 2010
pSVII-KS (HIV-1 EnvAKS) pcDNA 3.1 [186, 187]

VSV-G (EnvVSV-G) pcDNA 3.1 [186, 188]

2.1.10 Oligonukleotide/Primer

Die Herstellung von Oligonukleotide erfolgte durch die Firma Invitrogen. Primer
wurden auf eine Endkonzentration von 10uM gebracht und bei -20°C gelagert. Die
Anwendung von Oligonukleotiden bezog sich auf die Sequenzierung,
Amplifikations- und Mutagenese-PCR-Reaktionen. Eine detaillierte Liste der

Sequenzen und Verwendung von den Primern befindet sich im Anhang (s. 7.1)

2.1.11 Antikorper

Tab. 9) Antikorperauflistung mit ihrer jeweiligen Spezies und Bezugsquelle

Antikorper Spezies Bezugsquelle

HERV-K_Env (A-h HERV K env 79kDa IgG2a 100) Maus Austral Biologicals, San Ramon,
USA

a-Capsid-HERV-K Ratte Hohn et. al.

a-Gag-HERV-K Ratte Hohn et. al.

a-human Endogenous Retrovirus Typ K (HERV-K) capsid Maus Austral Biologicals, San Ramon,

protein IgG USA

o-human Endogenous Retrovirus Typ K (HERV-K) Maus Austral Biologicals, San Ramon,

envelope protein I1gG USA

a-Human IgG-HRP Ziege Sigma-Aldrich  Chemie  GmbH,
Miinchen, Deutschland

a-Mouse IgG-HRP Ziege Sigma-Aldrich  Chemie  GmbH,
Miinchen, Deutschland

a-Rabbit IgG-HRP Ziege Sigma-Aldrich  Chemie  GmbH,
Miinchen, Deutschland

a-Rat IgG-HRP Ziege Sigma-Aldrich  Chemie  GmbH,
Minchen, Deutschland

o-TRIM5a hu 1gG1 Maus Thermo Scientific, Rockford, USA

a-Tubulin (monoklonaler Ak) Kaninchen Epitomics Inc., Burlingame, USA

a-V5 Maus AbD Serotec, Raleigh, USA
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Materialien

2.1.12 Software

Tab. 10) Softwareauflistung mit der jeweiligen Bezugsquelle
Software Hersteller

Adobe Photoshop CS5 Adobe Systems GmbH, Miinchen, Deutschland

Clone Manager 9 Professional Edition Sci-Ed Software, Cary, USA

GraphPad Prism5 GraphPad Software Inc., La Jolla, USA

Microsoft Excel 2010 Microsoft Corporation, Redmond, USA

Microsoft Word 2010 Microsoft Corporation, Redmond, USA

SPSS Statistics IBM, New York, USA
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2.2 Methoden

2.2.1 Messungen der gingigen EM Substanzen und Materialien

Hierbei wurde ein Tropfen der verschiedenen Substrate auf Calciumfluorid-
Plattchen gegeben und mittels Raman-Spektrometer auf ihr Spektrum untersucht.
Pioloform-befilmte Tragernetzchen wurden ebenfalls mit Hilfe der Raman-

Spektroskopie untersucht.

222 Tragernetzchen

Tragernetzchen (Grids) bestehen meistens aus Metallen wie z.B. Kupfer und kénnen
verschieden viele Maschen (sogenannte Meshes) besitzen (s. Abb. 12). Die bei der

Probendiagnostik gangigen Grids besitzen ca. 400 Maschen.

A B

Abb. 12) Tragernetzchen mit verschiedenen groen Meshes
Tragernetz mit A) Schlitzblende, B) 50 Mesh und C) 400 Mesh, (Abb. nach Plano GmbH)

In der EM werden Grids verwendet, um auf ihnen Viren, Bakterien und andere
Mikroorganismen oder ebenso Zellschnitte sowie Proteine anzulagern. AnschliefSend

werden diese biologischen Proben elektronenmikroskopisch analysiert.

2221 Kupfer-Grids

Die Grids, welche als Kontrolle fiir die Auszdhlungen und Evaluierungen dienten,

waren mit Pioloform-befilmte 400 Mesh Kupfer-Grids (s. Tab. 3). Die Meshes haben
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eine Grofie von ca. 46um x 46um. Die Grids wurden mit einer diinnen Kohleschicht
bedampft. Grids, welche fiir Praparationen von Ultradiinnschnitten (s. 2.2.3.2)
verwendet wurden, wurden nicht befilmt oder bekohlt. Im weiteren Verlauf der
Doktorarbeit werden Pioloform-befilmte und Kohle-bedampfte Kupfer-Grids nur

noch Pioloform-Grids genannt.

2.2.2.2 Silizium-basierte Grids

Die auf Silizium-basierten Grids (Si-Grids) sind mit einem 15nm dicken nicht
porosen Silizium-Film (n.p. Si-Grid), einem 20-50nm dicken Siliziumnitrid-Film (SiN-
Grid) oder einem 40nm dicken Siliziumdioxid-Film (SiO2-Grid) beschichtet. Die
Grids besitzen neun Meshes, wobei acht Meshes eine Grofie von 100 x 100pum haben
und ein Mesh eine Grofie von 350 x 100pum hat. Eine Bekohlung der Si-Grids wurde

nicht vorgenommen.

2.2.3 Praparation und Kontrastierung

Mikroorganismen konnen mit Hilfe verschiedener Schwermetalle wie z.B.
Uranylacetat (UA) oder Phosphorwolframsaure (PTA) kontrastiert werden, so dass
die Organismen anschliefend im EM visualisiert werden konnen. Ebenso gibt es
verschiede Schwermetalle wie Bleicitrat und Osmiumtetroxid, welche z.B. fiir die
Kontrastierung von Zellschnittpraparate verwendet werden. In der EM gibt es zwei
verschiedene Kontrastierungsstechniken: Positiv-Kontrastierung und Negativ-

Kontrastierung.
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2.2.3.1 Praparation von Viren, Bakterien und anderen Mikroorganismen in

Losung

Die Probenpréparation fiir kleinere Partikel und Organismen wie kleinen Viren, z.B.
Adeno-assoziierte Viren, erfolgte nach der ,Grid-auf-Tropfen”- (grid on drop)
Methode, wobei ein Grid mit der hydrophilen Seite nach unten auf den
Probentropfen (ca. 25ul) gelegt wurde. Die Hydrophilisierung der Grids erfolgte
entweder chemisch mit Hilfe von Alcianblau (Sigma-Aldrich) oder physikalisch mit
Hilfe von Beglimmung (s. Abb. 13). Fiir eine chemische Hydrophilisierung wurden
die Grids vor der Prdparation ca. 20 min auf einem Tropfen 1%iger Alcianblau-
Losung (ca. 25ul) inkubiert. Die Inkubation von Grids mit Alcianblau sorgt fiir eine
hohere Hydrophilitit und Klebrigkeit [189]. Fiir eine physikalische
Hydrophilisierung wurden Grids fiir 2 min bei einer Stromstarke von 25mA
beglimmt. Nach 24 Stunden (h) erfolgte die Probenpraparation. Fiir die
Beglimmungsoptimierung von SiN-Grids wurden verschiedene Beglimmungsdauern
(zw. 0-4min), Stromstdarken (zw. 0-50mA), Abstinde (3cm, 7cm (normal)) und
Beglimmungsladung (positive oder negative Beglimmung) verwendet. Bei dem
Beglimmungsprozess (s. Abb. 13.) werden Elektronen von der Kathode in Richtung
Anode beschleunigt. Treffen die Elektronen auf das Grid, wird dieses negativ
polarisiert und hydrophiler im Vergleich zum unpolaren SiN-Grid. Aufgrund des
elektrischen Feldes werden Elektronen auf der gesamten Strecke zwischen Kathode
und Anode beschleunigt. Dies bedeutet, dass die hochste kinetische Energie beim
Aufprall auf der Anode erreicht wird. Durch den Zusammenstof§ mit einem Grid,
wird ein Teil oder auch die gesamte Energie auf den StofSpartner {ibertragen,
wodurch die Aufprallgeschwindigkeit von der mittleren freien Weglinge der
Elektronen abhangt. Eine Verschiebung der Probe Richtung Kathode fiihrt zu einer
geringeren Elektronengeschwindigkeit, da die Beschleunigungsstrecke verkiirzt

wird. Allerdings nimmt die elektrische Feldstirke im Raum zwischen Anode und
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Kathode zu, wodurch wahrscheinlich mehr Ladungstrdger auf die Probe treffen, so

dass die ganze Probe eine homogenere negative Ladung erhailt.

Beglimmung
A B C
Kathode Kathode Anode
- - +
| # B
B B
- = L
+ + -
Anode Anode Kathode
Probenteller Petrischale Probenteller
D
- ‘ Kathode
Kathodische —— <—— Aston Dunkelraum
Schicht <—— Crooke Dunkelraum
Negativer . W
Schein i
Faraday
Raum

positive Saule

Anodische —— —— Anodischer

Schicht Dunkelraum
Anode +

Abb. 13) Schematische Abbildung des Beglimmungsprozess
A) zeigt die Beglimmungs-Apparatur unter normalen Umstanden. B) zeigt die Apparatur mit
Verringerung des Abstandes und C) zeigt die Apparatur bei der Einstellung von positiver
Beglimmung D) Bei dem Beglimmungsprozess werden Elektronen von der Kathode in
Richtung Anode beschleunigt. Treffen die Elektronen auf das Grid, werden die Grids negativ
polarisiert und hydrophiler im Vergleich zum unpolaren SiN-Grids. Aufgrund des elektrischen

Feldes werden Elektronen auf der gesamten Strecke zwischen Kathode und Anode
beschleunigt.
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Um grofle Organismen, wie z.B. Pocken oder Bakterien, zu praparieren, wurde die
, Tropfen-auf-Grid”- (drop on grid) Methode angewendet [4]. Hierbei wurde der
Probentropfen auf die hydrophile Seite des Grids gegeben (ca. 10ul). Die
Inkubationszeit betrug bei beiden Praparationsmethoden in der Regel 10 min. Bei der
Optimierung der Inkubationsdauer fiir die SiN-Grids, variierte die Inkubationszeit
zwischen 1 und 30 min. Anschlieffend wurden die Grids mittels Pinzette vorsichtig
aufgenommen und die restliche Fliissigkeit mit Hilfe eines Filterpapiers abgezogen.
Danach folgten vier Waschschritte mit A.bidest., wobei die Grids, mit der
hydrophilen Seite nach unten, fiir ca. 5 Sekunden (sek). in jedem A.bidest.-Tropfen
(ca. 25ul) gewaschen wurden [189, 190]. Bei der Optimierung der Waschschritte fiir
die Evaluierung der SiN-Grids variierten die Waschschritte zwischen einem und
tiint. Die restliche Fliissigkeit wurde mittels Filterpapier von den Grids abgezogen

und anschliefsend wurden die Grids mittels Schwermetalle negativ-kontrastiert.
Negativ-Kontrastierung

Bei der Negativ-Kontrastierung wurden Grids mit einer 1-2%igen UA- (ca. 25ul) oder
einer 0,5-1%igen PTA-Losung (ca. 25ul) fiir 5 sek kontrastiert. Hierbei lagern sich die
Schwermetalle um die Mikroorganismen und bilden so einen schwarzen Ring. Das
Innere des Organismus bleibt ungefdarbt, so dass ein typisches Negativbild im EM
entsteht (s. Abb. 14). Die Organismen werden in starkstreuenden Schwermetallen
eingelagert. Die geringe Massendichte im Bereich der Organismen, wird durch die
Strahlstromdichte im Bereich der Partikel erhoht. Die von den Schwermetallen

umlagerten Partikel erscheinen hell in dunkler Umgebung [191].
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Abb. 14) Schematische Abbildung der Objektabbildung mit Negativ-Kontrastierung
Die Partikel sind mit elektronendichten und -streuenden Materialien wie UAs kontrastiert
und die Massendichte in Partikelndhe wird verringert, so dass sich die Strahlstromdichte im
Bereich der Partikel erhéht. Die Partikel erscheinen hell, die Umgebung dunkel. Abb. nach
[191]

Nach 15 min wurden die Grids im EM analysiert. Bei den Evaluationsversuchen der
SiN-Grids fiir die Kopplung von TEM und TERS sollte die PTA-Konzentration so
gering wie moglich gehalten werden, um storende Ramansignale zu minimieren
bzw. zu verringern. Daher wurde fiir die Negativ-Kontrastierung bei der Evaluation

der SiN-Grids eine 0,5%ige PTA-Losung verwendet.

2.2.3.2 Praparation von Ultradiinnschnitte auf Grids
Zellkultivierung fiir Ultradiinnschnitt-Prdparationen

Die Zellen wurden, 96 h nach der Transfektion, mit einer 1%igen PBS-Losung
gewaschen. Anschlieffend erfolgte die Fixierung der Zellen mit einer 2,5%igen
Glutaraldehyd (GA) in 0,06M HEPES Losung fiir 1 h bei Raumtemperatur (RTemp).

Die Zellen wurden danach geerntet und in ein 1,5ml Eppendorf Tube tiberfiihrt.
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Zellpelletpriparation fiir eine Epon-Einbettung

Die Zellen wurden 15 min bei 5000rpm zentrifugiert. Der Uberstand (US) wurde
verworfen und die Zellen in einer 0,06M HEPES-Losung resuspendiert. Nach
erneuter Zentrifugation wurde vorsichtig der US von den Zellen abgenommen und
verworfen. Anschlieffend wurde, mit 3%iger Agarose, das Zellpellet eingeschlossen
und die Probe 2 min bei 15700g zentrifugiert. Die Zellkulturiiberstinde wurden
mittels Ultrazentrifugation tiber ein Succrosekissen (20%) aufgereinigt (s. 2.2.7.6).
Anschlieffend wurde, mit 3%iger Agarose, das Viruspellet ebenfalls eingeschlossen
und in ein 1,5ml Eppendorfgefafs iiberfiihrt. Das Virus-Agarosepellet wurde mit 1ml
einer 2,5%igen GA in 0,05M HEPES Losung 1 h bei RT fixiert. Die in Agar
eingebetteten, Proben wurden zurechtgeschnitten und 2x mit A.bidest. gewaschen.
AnschlieSfend wurden die Proben 1 h bei RT mit Osmiumtetroxid kontrastiert und
fixiert. Das Wasser in den Proben wurde gegen Ethanol und abschlieffend gegen ein
Epon-Propylenoxid-Gemisch ausgetauscht. Zum Abschluss wurden die Proben in

Epon eingebettet und zum Aushérten bei 37°C in den Brutschrank gestellt.
Trimmen und Schneiden der Priparate

Die in Epon eingebetteten Proben wurden mit einem Mikrotom fiir
Ultradiinnschnitte getrimmt und geschnitten. Die Ultradiinnschnitte wurden mit
Hilfe eines Diamantmessers in 60-70nm diinne Schnitte geschnitten. Die Schnitte
wurden anschlieffend auf ein 400 Mesh-Kupfergrid gebracht und positiv-kontrastiert

(s. u.).
Positiv-Kontrastierung

Als Positiv-Kontrastierung wird die Kontrastierung von Proteinen, Nukleinsduren
und biologische Strukturen bezeichnet. Diese heben sich darauthin im EM von dem
hellen nicht kontrastierten Hintergrund ab. Fiir die Kontrastierung wird zum einen
Osmiumtetroxid und zum anderen Bleicitrat und UA verwendet. Hierbei wirkt
Osmiumtetroxid auf die Lipide, dringt in die Zellmembranen ein und oxidiert
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Doppelbindungen, das daraus entstehende Osmiumdioxid ist wasserunloslich und
kontrastiert die Partikel. Die Grids, mit den Ultradiinnschnitten, wurden 20 min mit
einer 2% UA-Losung (ca. 25ul) kontrastiert. Anschlieffend wurden die Grids 3x mit
A.bidest. gewaschen und mit Bleicitrat (ca. 25ul) fiir ca. 3 min erneut kontrastiert. Die
Grids wurden danach einmal mit 0,02M NaOH gewaschen, mittels Filterpapier die
restliche Fliissigkeit abgezogen und zweimal mit A.bidest. gewaschen. Die Grids

waren nach 15min trocken und wurden im EM analysiert.

2.2.4 Elektronenmikroskopie-Transmissionselektronenmikroskopie

Ein Transmissionselektronenmikroskop (TEM) betrieben mit 120V, wurde zum
Auszahlen der Partikel auf den Grids verwendet. Die Bilder wurden mittels CCD-

Kamera aufgenommen.

2.2.4.1 Partikelzihlung

Die Auszdhlung von Partikeln auf Pioloform-befilmten Grids erfolgte auf 22 Meshes
an unterschiedlichen Positionen von einem Grid (Gesamtflache: 46.552um?). Fiir Si-
Grids wurden alle neun Meshes ausgezahlt (Gesamtflache: 115.000pm?) und die
Partikel/Grid (46.552um?) rechnerisch bestimmt, um die Si-Grids mit den Pioloform-
Grids vergleichen zu konnen. Es wurden jeweils vier bis acht Grids jeden Typs pro
Versuch ausgezdhlt und der Durchschnitt der Partikelanzahl/Grid (46.552pum?)

rechnerisch mit Standardabweichung bestimmt.

2.2.,5 Testsuspension

Ectromelia Virus Stamm Nu-1 (ECTV), ein Mausepockenvirus, zur Verfiigung gestellt
von Dr. Hermann Meyer (Institute fiir Mikrobiologie, Deutsche Bundeswehr,
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Miinchen), wurde als Stellvertreter fiir Viruspartikel und andere Mikroorganismen
mit einer Konzentration von 10°PFU/ml (plaque forming units) eingesetzt. Des
Weiteren wurde eine Suspension von Polystyrol Beads (Plano GmbH, Deutschland)
mit einem Durchmesser von 204 + 1,9nm verwendet und in einer Konzentration von

108 Beads/ml eingesetzt.

Neue ECTVs wurden in Hep-2-Zellen produziert, welche 3-4 Tage zuvor mit einer
molecules of infection (MOI) von 0,2 infiziert wurden. Die Zellen wurden geerntet und
zerstort durch Dounce-Homogenisation (50 Zyklen), das Lysat wurde mittels
niedrigtouriger Zentrifugation (1500xg) gereinigt und der US {iber ein 30% Succrose-
Kissen ultrazentrifugiert. Das Viruspellet wurde in 10mM Tris Puffer (pH 9,0)
aufgenommen und die infektiose Viruspartikel Konzentration mit Hilfe einer Plaque-
Assay-Verdiinnungsreihe in Vero E6-Zellen bestimmt. Die Zellen wurden 4-5 h nach
Infektion mit einer Schicht von 1,6% Carboxy-Methylcellulose (CMC, Sigma Aldrich)
bedeckt und fiir 3-4 Tage inkubiert, bevor die Zellen mit einer 3,7%igen
Formaldehyd in PBS-Losung fiir 20 min fixiert wurden. Anschlieffend erfolgte ein
Waschschritt der Zellen mit Naphtalen Blauschwarz (Sigma Aldrich), um die Plaques
zahlen zu konnen. Die ECTV-Suspensionen wurden freundlicherweise von Daniel

Stern (ZBS1, Robert Koch-Institut, Berlin, Deutschland) hergestellt.

2.2.6 DNA-Analytik

2.2.6.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR wird fiir die in wvitro Vervielfaltigung eines kompletten DNA-
(Desoxyribonukleinsdure) Stranges oder Abschnittes verwendet und besteht aus
mehreren Phasen: Denaturierung (D), Annealing (A) und Elongation (E). Im
Folgenden sind die verschieden PCRs aufgefiihrt, welche fiir die Arbeit verwendet

wurden.
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Amplifikations-PCR

Die Amplifikations-PCR dient der Vervielfaltigung eines bestimmten DNA-
Abschnittes. Diese PCR wurde in den folgenden Versuchen fiir die gezielte Insertion
von Schnittstellen verwendet und unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt

(s. Tab. 11):

Tab. 11) Bedingungen und Komponenten fiir eine Amplifikations-PCR

Komponenten Menge [ul] Cyclerbedingungen

dsDNA Template (50ng) Temperatur [°C] Dauer

Primer 1 5 95 2 min

Primer 2 5 D: 95 30 sek
PfuTurbo-DNA-Polymerase 1 A: 40-60 30 sek 32-36
Reaction Puffer (10x) PfuTurbo 5 E:72 1 min/kb Zyklen
dNTPs 2 72 2 min
QuickSolution (optional) 1 4 oo

A.bidest. ad 50

Die Annealingtemperatur ist primerabhédngig und richtet sich nach den chemischen
Eigenschaften der verwendeten Primer, z.B. Basenverhaltnis und Molekulargewicht
[192, 193] und wurde fiir jedes Primerpaar so berechnet, dass die Temperatur fiir
beide Primer geeignet war. Die Elongationsdauer ist von der Polymerase und dem
DNA-Abschnitt, welcher amplifiziert werden soll, abhédngig. Nach Amplifikation des
gewiinschten Abschnitts, wurden DNA-Fragmente mittels DNA-Gelelektrophorese
(s. 2.2.6.4) aufgetrennt und extrahiert (s. 2.2.6.5). Anschliefend wurden die DNA-
Fragmente mittels PCR-Purifikation Kit aufgereinigt (s. 2.2.6.5) und die DNA-

Konzentration gemessen (s. 2.2.6.8). Die Lagerung erfolgte bei -20°C.
Mutagenese-PCR

Eine Mutagenese-PCR dient zur Einfithrung einer gezielten Mutation an einer

bestimmten Stelle in einem DNA-Strang oder Abschnitt. Hierbei konnen mehrere

51



Nukleotide (nt) (Multimutagenese, s. Tab. 12) oder nur ein einziges nt mutiert
(Singlemutagenese, s. Tab. 13) werden. Fiir die nachfolgenden Versuche wurde mit
Hilfe eines Mutagenese Kits bestimmte nt mutiert und folgende Komponenten und

Bedingungen verwendet (s. Tab. 12, 13).

Tab. 12) Bedingungen und Komponenten fiir eine Multimutagenese-PCR

Komponenten Menge [ul] Cyclerbedingungen
dsDNA Template (100ng) Temperatur [°C] Dauer
Primer 1-3 (100ng/Primer) 95 1 min
Primer 4-5 (50ng/Primer) D: 95 1 min
QuickEnzym 1 A: 55 30 sek 30
QuickChange Puffer (10x) 2,5 E: 65 2min/kb | ZYKIen
dNTPs 1 4 oo
QuickSolution (optional) 0,25
A.bidest. ad 25
Tab. 13) Bedingungen und Komponenten fiir eine Singlemutagenese-PCR
Komponenten Menge [ul] Cyclerbedingungen
dsDNA Template (5-50ng) Temperatur [°C] Dauer
Primer 1 (125ng/Primer) 95 30 sek
Primer 2 (125ng/Primer) D: 95 30 sek
PfuTurbo-DNA-Polymerase 1 A: 55 1 min 12-18
Puffer (10x) PfuTurbo 5 E: 68 1 min/kb Zyklen
dNTPs 1 4 oo
QuickSolution (optional) 1
A.bidest. ad 50

Bei der Singlemutagenese richteten sich die Zyklen nach den betreffenden
Mutationen. Lag eine Punktmutation im DNA-Abschnitt vor, so wurden 12 Zyklen
gefahren, bei einem einzelnen Aminosaureaustausch 16 Zyklen und bei mehreren
Aminosdaure-Deletionen oder -Insertionen wurden 18 Zyklen gefahren. Alle
Mutagenese-PCRs wurden anschlieflend mit dem Restriktionsenzym Dpnl fiir 1 h bei

37°C geschnitten. Dabei erkennt das Restriktionsenzym Dpnl die methylierten DNA-
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Fragmente und schneidet diese, so dass nach einem Restriktionsverdau (s. 2.2.6.2)
mit diesem Enzym nur neu synthetisierte DNA-Strange bleiben. Die mutierten und
verdauten DNA-Fragmente wurde anschlieffend mittels Transformation (s. 2.2.6.7) in
E.coli tiberfithrt, die vereinzelten Kolonien aufgereinigt (s. 2.2.6.5), die DNA-
Konzentration (s. 2.2.6.8) bestimmt und die DNA-Proben mittel Sequenzierungs-PCR
(s.u.) fiir die Sequenzierung vorbereitet. Die Lagerung der DNA-Proben erfolgte bei -

20°C.
Kolonie-PCR

Die Kolonie-PCR wurde zur Uberpriifung einer Kolonie nach einer Ligation
(s.2.2.6.3) anstelle von einer Aufreinigung eines DNA-Fragmentes aus E.coli.
(s.2.2.6.5), durchgefiihrt. Die folgenden Bedingungen und Komponenten wurden in

nachfolgenden Experimenten verwendet (s. Tab. 14).

Tab. 14) Bedingungen und Komponenten fiir eine Kolonie-PCR

Komponenten Menge [pl] Cyclerbedingungen
Kolonie/dsDNA-Template (5-50ng) Temperatur [°C] Dauer
Primer 1 (vorwarts) 1,25 95 5 min
Primer 2 (rickwarts) 1,25 D: 95 3 sek
RedTag-DNA-Polymerase 0,25 A: 40-60 30 sek 25-30
RedTagq Puffer (10x) 2,5 E:72 1 min/kb Zyklen
dNTPs 0,5 72 7 min
QuickSolution (optional) 0,5 4 oo
A.bidest. ad 25

Anschliefiend erfolgte die Auftrennung und Analyse der DNA-Fragmente mittels
DNA-Gelelektrophorese (s. 2.2.6.4). Konnte die berechnete Fragmentgrofie im Gel
detektiert werden, wurde aus dieser positiven Kolonie die DNA aufgereinigt
(s. 2.2.6.5), mittels Sequenzierung (s.u.) tiberpriift und fiir weitere Verwendungen bei

-20°C gelagert.
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Sequenzierungs-PCR

Die Sequenzierungs-PCR dient der Vervielfdltigung von DNA-Strangen zur
Uberpriifung von Mutagenese-PCRs, Kolonie-PCRs, Ligationen oder DNA-
Restriktion mit Endonukleasen. Die Sequenzierung erfolgte nach der Kettenabbruch-
Methode [194] und fiir eine Sequenzierungs-PCR wurden folgende Komponenten

und Bedingungen fiir nachfolgende Versuche verwendet (s. Tab. 15).

Tab. 15) Bedingungen und Komponenten fiir eine Sequenzierungs-PCR

Komponenten Menge [ul] Cyclerbedingungen
DNA Template (150-300ng) 1-4 °C Dauer
Primer (10uM) 0,5 96 2 min
Abi BigDye 3.1° Mix 1 D: 96 10 sek
Abi BigDye 3.1 Puffer (5x) 1 A: 40-60 10 sek 25
Zyklen
A.bidest. ad 10 E: 60 4 min
4 oo

Der BigDye 3.1 Mix besteht aus einer AmpliTag-DNA-Polymerase, dNTPs und einen
mit  Fluoreszenzfarbstoff-markierten 2, 3’-Didesoxynukleotidtriphosphat-Mix
(ddNTPs). Die mittels PCR generierten DNA-Fragmente wurden im
Sequenzierungslabor des Robert Koch-Institutes mittels BioEdit Sequence Aligment

Editor [195] sequenziert und mit Hilfe des Programms CloneManager ausgewertet.

2.2.6.2 Restriktion mit Endonukleasen

Die Restriktion von DNA-Fragmenten erfolgt mit Hilfe von Endonukleasen. Diese
Enzyme erkennen bestimmte Nukleinsauresequenzen und konnen diese spezifisch
schneiden. Eine Restriktion mit Endonukleasen wird zur Uberpriifung von
Ligationen, Mutationen, Vektoren und Genen durchgefiihrt. Mit den Endonukleasen
entstehen durch den Schnitt entweder 5-, 3'-Uberhdnge oder glatte Enden. Alle

Enzyme, die nicht aus den Kits stammen, wurden von NEB bezogen und unter
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Herstellerangaben mit den jeweiligen Puffern verwendet. Fiir die nachfolgenden
Versuche, wurden die folgenden Komponenten und Bedingungen genutzt

(s. Tab. 16).

Tab. 16) Bedingungen und Komponenten fiir einen Restriktionsverdau mittels Endonukleasen

Komponenten Menge [pl] Besondere Restriktionsenzyme
DNA Template (ca. 200ng) °C Dauer Enzym
Enzym 1 0,25-0,5 25 15 min Apal
Enzym 2* 0,25-0,5 37 a.N.
Restriktionspuffer (10x) 1 60 2h Bzgl*
BSA (enzymabhangig, 100x) 0,1 * bei Doppel-Restriktionsverdau
A.bidest. ad 10

** Inaktivierung erfolgte fir 20 min bei 80°C

Alle Restriktionsansédtze, die nicht in Tab. 16 unter ,besondere Restriktionsenzyme”
aufgefiihrt sind, wurden bei 37°C fiir 1-2 h inkubiert. Die Enzyme in den
Restriktionsansidtzen wurden fiir 20 min bei 60°C inaktiviert, wenn mit zwei
Endonukleasen geschnitten werden sollte. Alle Restriktionsansatze, welche nicht fiir
die Ligation mit einem anderen DNA-Fragment eingesetzt wurden, wurden
anschlieffend mit dem Restriktionsenzym calf interstine phosphatase (CIP) fiir 30 min
bei 37°C (bei 3’-Ende) bzw. fiir 30 min bei 56°C (bei 5-Ende und glatten Enden)
inkubiert. CIP Kkatalysiert die Hydrolyse von freien Phosphatbindungen und
dephosphoryliert die DNA, so dass die freien DNA-Enden nicht rekombinieren
konnen. Die geschnittenen DNA-Fragmente wurden mittels Ligation (s. 2.2.6.3) in
E.coli. transformiert (s. 2.2.6.7) oder mittels DNA-Agarosegeleletrophorese (s. 2.2.6.4)

nach ihrer Grofle aufgetrennt.
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2.2.6.3 Ligation

Mit Hilfe einer Ligation werden DNA-Fragmenten miteinander verbunden. Dabei
wird ein kleines DNA-Fragment (Insert, bis ca. 3000kb) mittels des Enzyms Ligase an
ein grofles DNA-Fragment (Vektor), welches vorzugsweise eine Antibiotika-
Resistenz besitzt, ligiert. Hierbei werden die freien 3’-Hydroxy- und die 5'-Phosphat-
Enden miteinander verkniipft. Fiir die nachfolgenden Ligationen wurden die in

Tab. 17 aufgefithrten Komponenten und Bedingungen verwendet.

Tab. 17) Bedingungen und Komponenten fiir einen Restriktionsverdau mittels Endonukleasen

Komponenten Menge [ul] °C Dauer
DNA (Insert) [ng] 25 1-4 h
DNA (Vektor) ca. 25ng 1 oder
T4 DNA Ligase 0,5 16 U.N.
T4 DNA Ligase Puffer (10x) 1
A.bidest. ad 10

Die Menge des DNA-Inserts lasst sich mit Hilfe folgender Formel berechnen:

Sx Vektor[ng| x Insertgrofie [bp]

Insert [11:;] s Vektorgrofe [J.'_”_.J,]

Nach Ligation von DNA-Insert mit DNA-Vektor wurde der Ligationsansatz mittels
Transformation (s. 2.2.6.7) in kompetente E.coli. Top10 oder Stbl3 tiberfiihrt, auf LB-
Amp-Platten selektiert, vereinzelte Kolonien aufgereinigt (s. 2.2.6.5) und sequenziert

(s. 2.2.6.1) oder mittels Kolonie-PCR (s. 2.2.6.1) tiberpriift.

2.2.6.4 DNA-Agarosegelelektrophorese

Die DNA-Agarosegelelektrophorese dient zur Qualitatskontrolle und um DNA-
Fragmente nach ihrer Grofse und Ladung aufzutrennen und zu analysieren oder zu

extrahieren (s. 2.2.6.5). Dabei wurde fiir grofie DNA-Fragmente ein 0,8% Agarosegel
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hergestellt, ansonsten wurde ein 1% Agarosegel verwendet. Die Agarose wurde in 1x
TAE-Puffer vollstandig aufgelost und mit 0,5ug/ml Ethidiumbromid (EtBr) versetzt
[196]. Mit Hilfe des EtBr, welches mit den Nukleotiden der DNA-Fragmente
interkaliert, werden die Fragmente unter UV-Licht bei einer Wellenlange von 302nm
sichtbar. Die DNA-Fragmente wurden mit 6x DNA-Ladepuffer versetzt und bei
einer angelegten Spannung zwischen 70-100V (PowerPac) in einer mit 1x TAE-Puffer
gefiillten Gelkammer aufgetrennt. Zur Bestimmung der Grofie der DNA-Fragmente
wurde der Groflenstandard Generuler 1kb Ladder Plus mitgefiihrt. Anschlieffend
wurden die Gele mit Hilfe eines Geldokumentationsgerdts fotografiert oder die

DNA-Fragmente extrahiert (s. 2.2.6.5).

2.2.6.5 Aufreinigung und Isolierung von DNA-Fragmenten
PCR-Aufreinigung

Die Aufreinigung von Nukleinsdure aus PCR-Reaktionen wurde mit Hilfe des
QIAquick PCR Purification Kit durchgefiihrt. Es wurde nach Protokoll des

Herstellers verfahren und die Elution erfolgte in 50ul A.bidest.
DNA-Extraktion aus einem Agarosegel

DNA-Fragmente wurden mit Hilfe eines Skalpells auf einer UV-Schneideplatte
ausgeschnitten. Die DNA-Gelstiicke wurden in 1,5ml Eppendorfgefafie iiberfiihrt
und gewogen. Die Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus einem Agarosegel
erfolgte mittels QIAquick Gel Extraction Kit. Die Durchfithrung erfolgte nach
Herstellerangaben und die Elution wurde in 30-50ul A.bidest. aufgenommen. Die
Konzentration der DNA wurde mittels NanoDrop 1000 bestimmt und fiir spatere

Versuche bei -20°C gelagert.
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Maxi-Priparation

Die Herstellung von groflen Mengen Plasmid-DNA erfolgte in kompetenten E.coli
Top10 oder Stbl3 Bakterien. Hierfiir wurden vereinzelte DNA-Kolonien in ca. 5ml
LB-Amp-Medium fiir 8 h bei ca. 200rpm angeschiittelt und anschlieflend 250ul der
Suspension in Schikanekolben mit 250ml LB-Amp Medium .N. weiter kultiviert.
Die Aufreinigung erfolgte mittels Endo-free Plasmid Maxi Kit. Die Durchfiihrung
wurde nach Herstellerangaben vorgenommen und die Elution der DNA erfolgte mit
ca. 200ul A.bidest. Die Konzentration der DNA wurde mittels NanoDrop 1000

bestimmt und fiir spatere Versuche bei -20°C gelagert.
Mini-Priparation

Die Herstellung von kleinen Mengen DNA-Plasmid wurde in kompetenten E.coli
Top10 oder Stbl3 Bakterien produziert. Hierfiir wurden vereinzelte DNA-Kolonien in
ca. 5ml LB-Amp-Medium ii.N. bei 37°C, 200rpm angeschiittelt. Die Aufreinigung
erfolgte mit Hilfe des QIAprep Spin Miniprep Kit laut Herstellerangaben. Eine
Elution der DNA erfolgte mit ca. 50ul A.bidest. Zur Konzentrationsbestimmung
wurde die DNA mit Hilfe des NanoDrop 1000 gemessen und fiir spatere Versuche
bei -20°C gelagert.

2.2.6.6 Herstellung kompetenter E.coli One Shot Top 10 und Stbi3
Elektrokompetente E.coli

Zur Herstellung von elektrokompetenten Bakterien wurden bei -80°C gelagerten
E.colis verwendet. Weiterhin wurden diese auf 2xTY-Platten selektiert, um
anschliefend i.N. Einzelkolonien in 10ml 2xTY-Medium bei 37°C, ca. 220rpm
anzuschiitteln. Aus den Ubernachtkulturen wurden je 2,5ml in jeweils einen
Schikanekolben mit 250ml 2xTY-Medium tiberfithrt und bis zu einer optischen
Dichte (OD) von ca. 0,6-0,8 bei 37°C im Inkubator geschiittelt. Die OD wurde mit
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Hilfe eines Photometers bestimmt. Aus jeweils zwei Kolben wurden die
Bakteriensuspensionen vereinigt und 15 min auf Eis inkubiert. Die Suspension
wurde in Zentrifugenbecher tiberfiihrt, welche mittels 0,1N HCl desinfiziert und mit
A.bidest. ausgewaschen wurden. Die Bakterien wurden 20 min bei 4256g, 4°C
zentrifugiert und der US verworfen. Das Pellet wurde in 250ml eiskaltem 1mM
HEPES resuspendiert und erneut bei 4256g, 4°C fiir 20 min zentrifugiert.
Anschlieffend wurde das Pellet mit 125ml 1mM HEPES resuspendiert und erneut
wie oben beschrieben zentrifugiert. Der US wurde verworfen und die Pellets in je
25ml 1TmM HEPES/10% Glycerin aufgenommen, in ein 50ml Falcongefaf3 iiberfiihrt
und bei 4000g, 4°C fiir 20 min zentrifugiert. Der US wurde erneut verworfen und
nochmal 5 min, 4000g, 4°C zentrifugiert. Nach der Entfernung des restlichen US mit
einer Pipette wurde das Bakterienpellet in 3ml eiskaltem 10% Glycerin resuspendiert,
in 1,5ml Eppendorfgefafie a 55ul aliquotiert und direkt in fliissigen Stickstoff
tiberfiihrt. Die Bakterien-Aliquots wurden bei -80°C gelagert und ein Effizienz- und

Kontaminationstest mittels pUC19-Kontrollvektors am nachsten Tag durchgefiihrt.
Chemischkompetente E.coli

Die Herstellung der chemischkompetenen Bakterien erfolgt dhnlich der Herstellung
von elektrokompetenten Bakterien (s.o0.). Dabei wurde 5ml der #i.N. Kultur in 500ml
LB-Medium bis zu einer ODsoo von 0,6 bei 37°C inkubiert. Die Bakterien wurden wie
oben zentrifugiert und das Pellet mit eiskaltem TFB 1 Puffer (30ml Puffer/100ml
Bakterienkultur) resuspendiert und 90 min auf Eis inkubiert. Die Bakterien wurden
anschliefend zentrifugiert (5min, 4000g, 4°C) und der US verworfen. Das Pellet
wurde in TFB 2 Puffer (4ml Puffer/100ml Bakterienkultur) resuspendiert, aliquotiert
(200ul) und direkt in fliissigen Stickstoff {iberfiihrt. Die Bakterien-Aliquots wurden
bei -80°C gelagert und ein Effizienz- und Kontaminationstest mittels pUC19-

Kontrollvektors am nachsten Tag durchgefiihrt.
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2.2.6.7 Transformation

Bei der Transformation wird Plasmid-DNA in kompetente Bakterien chemisch oder
mittels Elektroporation eingeschleust und dient zur Vervielfaltigung dieser. Hierbei
wurden fiir die Elektroporation elektrokompetente E.colis (s. 2.2.6.6) verwendet. Es
wurden ca. 1-50ng Plasmid-DNA zu 55ul Bakterien gegeben. Nach Elektroporation
in einer Kiivette mit einem Elektrodenabstand von 2mm, wurden ca. 250-1000ul
SOC-Medium auf die Bakterien gegeben und diese dann 1 h bei 37°C, 200rpm
angeschiittelt (Innova 4200 Inkubator). Die Elektroporation erfolgte bei 2,5kV, 25uF
und 200 Ohm. Darauthin wurden die Bakteriensuspensionen auf LB-Amp-Platten

ausgestrichen.

Bei der chemischen Transformation der Bakterien wurden die in Abschnitt 2.1.7
beschriebenen Bakterienstimme verwendet. Diese wurden mit 2,5ul DNA-
Ansatz/50ul Bakterien versetzt und 30-40 min auf Eis inkubiert. AnschliefSend
erfolgte ein Hitzeschock bei 42°C fiir 1,5 min. Die Bakterien wurden 5 min auf Eis
inkubiert und mit 600ul SOC-Medium vermischt. Danach erfolgte eine Inkubation
bei 37°C, 200rpm fiir 1 h. Die Bakteriensuspension wurde bei ca. 1100-1200g fiir
10 min pelletiert und ca. 400ul vom US abgenommen und verworfen. Das Pellet
wurde im restlichen SOC-Medium resuspendiert und auf LB-Amp-Platten

ausgestrichen.

2.2.6.8 DNA-Messung

Die Konzentration der DNA wurde mit Hilfe eines Spektralphotometers NanoDrop
ND-1000 gemessen. Die Leereinstellung des Gerdtes erfolgte mit A.bidest., die
photometrischen Messungen wurden automatisch bei einer Wellenlange von 260nm

und 280nm durchgefiihrt.
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2.2.7 Zellkultur

2.2.7.1 Zellkultivierung

Die Kultivierung der verschiedenen eukaryotischen Zellen erfolgte in 75cm? oder
150cm? Zellkulturflaschen bei 37°C, 5% CO: und 98% Luftfeuchtigkeit in ihren
entsprechenden Medien (s. Tab. 7). Bei einer Konfluenz von ca. 80% (alle 48-72 h)
wurde das Medium entfernt, die Zellen mit PBS (1%) gewaschen und anschliefiend
trypsiniert (Trypsin). Nach Vereinzelung der Zellen wurde frisches Medium auf die
Zellen gegeben und fiir weitere 48-72 h, bis zu einer Konfluenz von ca. 80%
inkubiert. In der nachfolgenden Tabelle 18 sind alle eukaryotischen Zellen mit den

entsprechenden Medien aufgefiihrt.

Tab. 18) Eukaryotische Zellen und ihr entsprechendes Medium

Eukaryotische Zellen Medium FKS Antibiotikum
HEK 293T DMEM* ja Pen/Strep
Cf2TH DMEM* ja Pen/Strep
CrFK DMEM* ja Pen/Strep
Huh?7 DMEM* ja Pen/Strep
LNCaP RPMI ja
DU 145 DMEM* ja Pen/Strep

* DMEM mit L-Glutamin

Fiir experimentelle Untersuchungen wurden die Konzentration der Zellen mittels
Coulter-Counter Z2 oder Neubauer Zahlkammer bestimmt und entsprechend der
Wachstumsrate in 24, 6 Lochplatten oder Zellkulturflaschen tiberfiihrt. Alle Arbeiten

mit Zellen erfolgten unter einer Sterilbank (Heraeus, Hera safe).

2.2.7.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Fiir das Einfrieren von Zellen wurden diese bis zu einer Konfluenz von ca. 80-90%
kultiviert, das Medium abgenommen, die Zellen mit PBS (1%) gewaschen und
trypsiniert. Die Zellen wurden in 4ml frisches Medium aufgenommen, in ein 50ml
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Falcongefafs tberfithrt und zentrifugiert (300g, 10 min). Das Pellet wurde in
1-2ml FKS + 10% DMSO resuspendiert und 1ml in je ein Cryo-Rohrchen {iiberfiihrt.
Anschliefiend wurden die Cryo-Réhrchen in Zellstoff eingewickelt und 1 h bei -20°C
eingefroren. Die Zellen wurden ii.N. bei -80°C gelagert und am nédchsten Tag in
Stickstofftanks tiberfiihrt. Das Auftauen der Zellen erfolgte im Wasserbad bei 37°C,
die Zellen wurden mit 10ml PBS (1%) in ein 50ml Falcongefaf3 tiberfithrt und 8 min
bei 77g und RTemp zentrifugiert. Der US wurde verworfen, die Zellen in frisches
Medium aufgenommen und in eine 75cm? Zellkulturflasche tiberfiihrt. Anschlieffend

erfolgte die Kultivierung der Zellen, wie in Abschnitt 2.2.7.1 beschrieben.

2.2.7.3 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahlbestimmung erfolgte mittels Coulter Counter Z2 oder einer Neubauer
Zahlkammer. Bei der Bestimmung der Zellen mittels Coulter Counter Z2 wurden die
Zellen in einem 50ml Falcongefaf bei fiir 8 min bei 77g zentrifugiert und der US
verworfen. Die Zellen wurden mit frischem Medium resuspendiert und 10ul in einen
Messbecher mit 10ml Isoton (Verdiinnung 1:1000) gegeben. Die Messung erfolgte
nach Herstellerangaben. Alternativ. wurden die Zellen mittels Neubauer
Zahlkammer ausgezahlt. Zur Vitalfarbung wurden 50ul der Zellsuspension im
Verhiltnis 1:2 mit einer 0,4%igen Tryptophanblauldsung versetzt. Es wurden 10ul
der gefdarbten Zellsuspensionslosung zwischen ein Deckgldschen auf eine
Zahlkammer gegeben und die Zellzahl auf allen vier Grofiquadraten ausgezahlt und
mittels folgender Formel die Konzentration der Zellen berechnet:

GroRquadrate,, ... .

~ eiwert
c Zellen/ml —

Vorverdinnung x 10*

Die ausgezdhlten Zellen konnten fiir weitere Versuche in Lochplatten oder

Zellkulturflaschen je nach gewtinschter Konzentration ausgesat werden.
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Die nachfolgende Tabelle 19 zeigt die jeweiligen Zellkonzentrationen in den

verschiedenen Lochplatten bzw. Zellkulturflaschen bei Transfektion oder Infektion.

Tab. 19) Konzentration der Zellen bei Infektion oder Transfektion in verschiedenen
KultivierungsgefaRen

Kultivierungsgefal Zellkonzentration Medium bei Medium bei
Infektion Transfektion
24 Lochplatte 2x10* 300-500pl/Loch 300-500pl/Loch
6 Lochplatte 1x10° 0,5-1ml/Loch 2ml/Loch
60cm?’ Petrischale 1x10° 9ml
75cm? Zellkulturflasche 1x10° 9ml
150cm? Zellkulturflasche 1,5-2,5x10° * 20ml
7,5x10°

* bei Weiterbearbeitung der Zellen 48-72h spater

Die optimale Konfluenz der Zellen lag bei einer Infektion zwischen 40 und 60% und

bei einer Transfektion um die 70%.

2.2.7.4 Transfektion mittels Calciumphosphat

Die Transfektion von Zellen erfolgte mittels Calciumphosphat [197] und diente u.a.
der Herstellung von grofien Mengen an pseudotypisierten Viren. Hierbei wurde
Plasmid-DNA in HEK 293T-Zellen mit Hilfe von Calciumphosphat [Cas(POs):]
transient transfiziert. Dabei bindet die DNA an ausfallendes Calciumphosphat, die
dabei entstehenden Kristalle werden von den Zellen aufgenommen. In der
nachfolgenden Tab. 20 stehen die Volumina von DNA, Calciumphosphat, HBS-

Puffer, Medium und A.bidest. fiir unterschiedlich grofse Reaktionsansatze.
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Tab. 20) Volumina eines Transfektionsansatzes in den jeweiligen Kultivierungsformaten

Kultivierungsgefa 2xHBS [nl] DNA [pg] ad A.bidest. 2,5M Cacl, Medium
[ui] [mi] [ml]
24 Lochplatte 16 0,76 14 1,6 0,3
6 Lochplatte 75 3-4 67 8 1,2
60cm” Petrischale 500 25-30 450 50 8
150cm? Zellkulturflasche 1250 60 1125 125 20

Zur Transfektion wurden die Expressionsplasmide mit A.bidest. auf ein bestimmtes
Volumina gebracht, Calciumphosphat tropfenweise hinzugefiigt, gemischt und
tropfenweise auf 2xHBS pipettiert. Nach einer 30 miniitigen Inkubation bei RTemp
wurde der Transfektionsansatz auf die gewaschenen und mit frischem Medium
versetzten Zellen getropft. Die Zellen wurden #i.N. bei 37°C, 5% CO: und 98%
Luftfeuchtigkeit inkubiert, das Medium am nachsten Tag gewechselt und die Zellen

bis zur gewiinschten Expressionsstarke kultiviert.

2.2.7.5 Herstellung pseudotypisierter HERV-K-Reporterviren

Fir die Herstellung von pseudotypisierten HERV-K-Reporterviren wurden HEK
293T-Zellen mit einem Mix aus Plasmid-DNA von insgesamt 60ug transfiziert.
Dieser Plasmid-Mix setzte sich aus folgenden Komponenten zusammen (s. Tab. 21).
Da das aus HIV-1 stammende EnvAKS nicht funktionsfahig ist, wurde mit diesem
Hillprotein ~ pseudotypisierte =~ CMVoriLuzi/EGFP  Reporterkonstrukt  als

Negativkontrolle hergestellt.
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Tab. 21) Plasmid-DNA Mix zur Herstellung pseudotypisierter HERV-Reporterviren

Plasmid- Konzentration Plasmid- Konzentration Plasmid- Konzentration
DNA [ugl DNA [me] DNA [uel
CMVorilLuzi 36 CMVoriluzi 36 CMVoriE 36
GFP
CMVorico 10 CMVorico 10 CMVorico 10
GPP GPP GPP
orico 10 orico 10 orico 10
Rec_V5 Rec_V5 Rec_V5
orico EnvAC 2 orico 2 EnvVSV-G 2
EnvVSV
pcDNA 2 pcDNA 2 pcDNA 2
Y60 Y60 Y60
Endprodukt: mit EnvAC mit EnvVSV mit EnvVSV
pseudotypisierte pseudotypisierte pseudotypisierte
CMVoriLuzi-Viren CMVoriluzi- CMVoriEGFP-
Viren Viren
Plasmid-DNA Konzentration [ug] Plasmid-DNA Konzentration [ug]
CMVoriLuzi 36 CMVoriEGFP 36
CMVorico GPP 10 CMVorico GPP 10
orico Rec_V5 10 orico Rec_V5 10
HIV-1 EnvAKS 2 HIV-1 EnvAKS 2
pcDNA 2 pcDNA 2
260 560
Endprodukt: mit EnvAKS mit EnvAKS

pseudotypisierte

CMVorilLuzi-Viren

pseudotypisierte

CMVoriEGFP-Viren

Das Luziferase- bzw. EGFP-Gen in den Reporter Viren wurde durch den Promotor

EF-1a angetrieben. Nach Transfektion von HEK 293T-Zellen mit dem oben

stehenden DNA-Mix wurde wie in 2.2.7.4 beschrieben fortgefahren. Der US wurde

96 h nach Transfektion abgenommen und mittels Ultrazentrifugation (s. 2.2.7.6)
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aufgereinigt. Das Pellet wurde in 500ul frischem DMEM-Medium aufgenommen und
bei -80°C gelagert. Fiir die Normalisierung mittels RT-Aktivitdts-Assays wurde ein

50ul Aliquot abgenommen.

2.2.7.6 Aufreinigung von Zellkulturiiberstinden mittels Ultrazentrifugation

Die Aufreinigung von Zellkulturiiberstanden erfolgte mittels Ultrazentrifugation.
Dabei wurden US von transfizierten Zellen in ein 50ml Falcongefafl iiberfiihrt,
zentrifugiert (1932g, 12 min, RTemp) und der US iiber einen Filter (o 0,45um) in ein
50ml Falcongefafl {iberfiihrt. AnschlieBend wurde der US auf eine 20%ige
Succroselosung geschichtet und die Zentrifugenrohrchen in Zentrifugenbuckets
gegeben. Die Viren wurden mittels Ultrazentrifugation bei 30000rpm, 4°C fiir ca.
3,5 h aufgereinigt. Der US wurde verworfen und das Pellet in 100-500ul DMEM-
Medium bzw. 100-500ul HEPES (0,05M) aufgenommen oder das Pellet in 3%ige
Agarose (s. 2.2.3.2) eingeschlossen. Fiir die Normalisierung der Viren wurden ca.
50ul von den resuspendierten Pellets oder direkt vom US der Zellen abgenommen.

Die Lagerung erfolgte bei -20°C oder -80°C.

2.2.7.7 Infektion von Zellen

Verschiedene eukaryotische Zellen wurden mit pseudotypisierten Viren (s. 2.2.7.5)
nach einem Infektionsschema infiziert (s. 3.2.4, Abb. 27). Die pseudotypisierten Viren
wurden mittels RT-Aktivitats-Assays (s. 2.2.8.5) normalisiert, um bei jeder Infektion
dieselbe Viruskonzentration zu gewahrleisten. Dabei wurde max. 2/3 des
normalisierten Virusiiberstandes und mindestens 1/3 frisches Medium auf die Zellen
gegeben. In einem Infektionsversuch wurden verschiedene Zellen nur mit
pseudotypisierten CMVoriLuzi-Viren infiziert oder im Verhaltnis von 1:10 oder 1:100

mit pseudotypisierten CMVoriEGFP-Viren co-infiziert. Bei der Untersuchung des
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Einfluss von TRIM5a (s. 3.2.5, Abb. 31) bzw. den akzessorischen Proteine Bet, Vif
und Vpx auf die Inhibition von HERV-K113, wurden die Zellen ca. 16 h vor Infektion
mit TRIM5a, Bet, Vif oder Vpx transfiziert. Das Medium wurde ca. 4 h vor Infektion
gewechselt. Zur Erhohung der Adsorption von Viruspartikeln an der Zelloberflache
wurde 8ug/ml Polybrene® pro Loch dazugegeben [198]. Alle Infektionsversuche
wurden in 24 Lochplatten durchgefiihrt, es wurde ca. 4-5 h nach Infektion 0,5ml
frisches Medium in jedes Loch gegeben und die Zellen nach ca. 48 h lysiert. Bis zur
Messung der Luziferase-Aktivitat (s. 2.2.8.4) am Luminometer wurden die Proben

bei -20°C gelagert.

2.2.8 Protein-Analytik

2.2.8.1 Zelllyse/Proteinextraktion

Zellen, welche nach der Transfektion oder Infektion lysiert werden sollten, wurden
mit PBS (1%) gewaschen und mit einem Zelllysispuffer und Protease-Inhibitor
lysiert. Hierbei wurde die Zellen einer 150cm? Zellkulturflaschen in ca. 200ul
Lysispuffer/Protease-Inhibitor und Zellen einer 24 Lochplatte in ca. 50ul
Lysispuffer/Loch aufgenommen. Die Proteine und restlichen Zellbestande wurden
zentrifugiert (5 min, 4°C, 15700g) und der US in ein neues 1,5ml Eppendorfgefaf

tiberfiihrt. Die Lagerung fiir weitere Experimente erfolgte bei -20°C.

2.2.8.2 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Eine SDS-PAGE [199] ermdglicht die Auftrennung von Proteinen nach ihrer Grofle.
Es besteht aus einem 5%igen Sammelgel und ein verschieden prozentiges Trenngel
(s. Tab. 22), dessen Konzentration von der Grofse der zu detektierenden Proteine
abhangig ist. Hierbei werden grofie Proteine in der Regel in einem

niedrigprozentigen Trenngel und kleine Proteine in einem hochprozentigen Trenngel
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aufgetrennt. Eine Vernetzung von Acrylamid-Monomeren wurde durch N,N,N’,N’-
Tetramethylethylendiamin (TEMED) und Ammoniumperoxodisulfat (APS) bewirkt.
Alle Proteinproben wurden mit 4x Laemmli-Probenpuffer versetzt, welcher (-
Mercaptoethanol enthdlt und damit die Disulfidbriicken zwischen den Proteinen
reduzieren soll. Anschlieflend wurden die Proteine bei 95°C fiir 10 min denaturiert
und auf Gele mit einer Dicke von 1,0 oder 1,5mm aufgetragen. Die
Proteinauftrennung erfolgte mit einer Spannung von 80-100V und konnte nach
Einlaufen der Proben ins Sammelgel auf 120-180V erhoht werden. Es wurde ein

Pageruler™ Prestained Protein Ladder als Grofsenstandard verwendet.

Tab. 22) Zusammensetzung von Trenngel und Sammelgel

Komponenten Sammelgel (2x) Trenngel (1x)

5% 10% 12%
A.bidest. 5,7ml 4,1ml 3,4ml
Acryamid 30% 1,7ml 3,3ml 4,0ml
1,5M Tris pH 8,8 - 2,5ml 2,5ml
0,5M Tris pH 6,8 2,5ml
SDS 10% 100ul 100ul 100ul
APS 10% 50ul 50ul 50pl
TEMES 10ul 10ul 10ul
2.2.8.3 Western Blot

Bei den Western Blots wurden Proteine mittels SDS-PAGE elektrophoretisch nach
ihrer Grofie aufgetrennt und auf eine proteinbindende Polyvinylidenfluorid- (PVDF)
Membran iibertragen, so dass die Proteine mittels spezifischer Antikorper detektiert
und quantifiziert werden konnten. Nach Auftrennung der Proteine tiber ein SDS-Gel
wurde das Gel in Transferpuffer 10 min inkubiert und auf eine mit Methanol
aktivierte PVDF-Membran (Porengrofse 0,45um) gebracht. Die PVDF-Membran
wurde zwischen zwei mit Transferpuffer getrankten Filterpapieren in eine Blotting-

Apparatur eingelegt und die Proteine, bei einer Spannung von 20V fiir 40 min, vom
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SDS-Gel auf die PVDF-Membran {ibertragen. Unspezifische Bindungen von
Antikorpern sollten durch Inkubation (1 h, RTemp) der PVDF-Membran in
Blockingpuffer vermieden werden. Anschlieffend erfolgte die Inkubation mit dem
ersten Antikorper (Ak) fiir 1 h bei RTemp oder ii.N. bei 4°C. Die Membran wurde 3x
mit PBS/Tween 0,1% fiir 10 min gewaschen und mit einem sekundaren Ak fiir 1 h bei
RTemp inkubiert. Danach wurde die Membran 3x mit PBS/Tween 0,1% fiir 10 min
gewaschen und die Proteine mittels Meerettich-Peroxydase gekoppeltem Ak und
anschlieffender Chemilumineszenz-Reaktion (ECL) detektiert. Die Ak-gekoppelten

Proteine wurden mittels Schwarzung eines Rontgenfilms nachgewiesen.

2.2.8.4 Luziferase-Assay

Die Luziferase-Aktivitit wurde mittels Luminometer quantitativ bestimmt. Hierbei
dient ein Biolumineszenz hervorrufendes Gen als Reporter. Dieses Gen namens
firefly-Luziferase stammt aus dem Leuchtkafer (Photinus pyralis) und verhilft dem
Kéfer zur Lichterzeugung. Fiir die Messung der Luziferase-Aktivitit wurden
pseudotypisierte Reporter Viren hergestellt, welche das Luziferase-Gen exprimieren
(s. 2.2.7.5). Die Menge an firefly-Luziferase im Zelllysat ist proportional zur
gemessenen Lichtemission, sodass damit direkt auf die Menge bzw. die
Infektionsrate an Luziferase-Viren in den Zellen geschlussfolgert werden kann. Die
Préaparation der Luziferase-Viren-Lysate erfolgte nach Herstellerangaben. Es wurde
in eine 96 Lochplatte das infizierte Zelllysat gegeben und mit 50ul
Luziferase-Assay-Reagenz/Loch komplementiert. Der Mittelwert der Luziferase-
Aktivitat wurde durch sechs identische Infektionsansatze bestimmt (n=6). Der
Versuchsansatz wurde zwei- bis dreimal wiederholt und ein reprasentativer

Datensatz fiir die Abbildungen im Ergebnissteil ausgewahlt.
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2.2.8.5 Quantifizierung von Virusiiberstinden mittels RT-Aktivitits-Assay

Die Quantifizierung der Virusiiberstande erfolgte mittels HS-Mg RT-Aktivitats-
Assay (Cavidi). Dieser Assay ermoglicht sensitiv kleinste Mengen an HERV-K-
Reporterviren mit Hilfe der RT zu detektierten. Hierfiir wurden jeweils 10ul der in
2.2.7.6 abgenommenen Virusiiberstande auf je zwei 96 Lochplatten (Cavidi) verteilt.
Die Durchfiihrung erfolgte nach Protokoll B des Herstellers und die Auswertung

wurde mittels ELISA Readers (Wellenlange 405nm) durchgefiihrt.

2.2.9 Statistische Berechnungen

Alle statistischen Berechnungen wurden mit Hilfe des Programms GraphPad Prism
erstellt. Die p-Werte wurden mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests generiert. Ein
Stern steht fiir einen p-Wert < 0,05, zwei Sterne stehen fiir einen p-Wert < 0,01, drei

Sterne stehen fiir einen p-Wert < 0,001 und ein ,ns” steht fiir ,,nicht signifikant”.
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3  Ergebnisse

3.1 TEM-TERS-Korrelation

3.1.1 Evaluation von gingigen EM-Materialien und Chemikalien fiir
korrelative Raman-Spektroskopie und Rasterkraft-

mikroskopische Untersuchungen

Die fiir die Praparation in der EM gangigen Chemikalien und Materialien wurden
auf ihre Verwendung und Eigenschaften fiir die Kopplungsversuchen zwischen TEM
und TERS {tberpriift [200]. Zu diesen Chemikalien und Materialien zdhlen unter
anderem Pioloform-befilmte aus Kupfer bestehende Grids, Schwermetalle wie z.B.
Uranylacetat (UA) oder Phosphorwolframsdaure (PTA), welche fiir die
Kontrastierung der Proben essentiell sind, sowie das gangige Paraformaldehyd
(PFA) fiir die Fixierung von Pathogenen in der Probe. Hierbei war es essentiell, dass
die, fiir die Praparation der Proben, verwendeten Materialien und Chemikalien keine
oder nur sehr geringe Raman-Signale in den biologisch relevanten Bereichen zeigten.
Diese biologisch relevanten Bereiche umfassen in der Regel die Wellenzahlen 400-
1700cm™ und 2500-3000cm. Es zeigte sich, dass sowohl PFA als auch UA fiir die
weiteren Versuche ungeeignet waren, da diese Materialien intensive Raman-Signale
im diagnostischen Spektralbereich erzeugten [200]. Beim Vergleich der
verschiedenen Kontrastmittel stellte sich heraus, dass PTA am geeignetsten fiir die
weiteren Versuche war. Des Weiteren wurden die Substanzen Alcianblau und
Pioloform untersucht. Alcianblau, welches fiir die chemische Hydrophilisierung von
Grids verwendet wird, wies eine starke FEigenfluoreszenz in der Raman-
Spektroskopie auf, so dass von einer Verwendung abgesehen werden musste. Bei
den Raman-Untersuchungen von Pioloform, mit einer geringen Laserleistung
(< ImW), traten keine intensiven Banden im relevanten Spektralbereich auf. Jedoch

erfordert die Justageprozedur, zur Bestimmung der optimalen Position einer TERS-
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Spitze im fokussierten Laserstrahl, eine hohere Laserleistung, so dass die
Hitzestabilitdt der Filme bei korrelativen TEM-TERS-Untersuchungen ebenfalls
berticksichtigt werden musste. Aufgrund der geringen thermischen Stabilitdat des
Pioloform-Films konnte diese Substanz keine Verwendung fiir die

Kopplungsversuche finden.

3.1.2 Silizium-basierte Grids (Si-Grids)

Auf der Suche nach einer geeigneten Alternative fiir die gangigen Pioloform-
befilmten und Kohle-bedampften Kupfergrids (Pioloform-Grids), wurden
verschiedene auf Silizium-basierende Grids (Si-Grids) getestet. Da Silizium eine hohe
thermische  Stabilitit, eine gute Warmeleitung sowie eine  geringe
Oberflachenrauigkeit besitzt, wurden die Si-Grids fiir die Kopplungsversuchen
zwischen TEM und TERS verwendet. Im Folgenden sollte eine Analyse von drei

verschiedenen Si-Grids zeigen, ob diese sich fiir die weiteren Versuche im TEM

eignen (s. Abb. 15).
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Abb. 15) TEM-Aufnahmen der verschiedenen befilmten Si-Grids und des Pioloform-Grids
TEM-Aufnahmen von den Filmen der unbehandelten Grids als Ubersichtaufnahme eines
Mesh und als Detailansicht.
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Die Filme, der drei getesteten Si-Grids, bestehen aus nicht porésem Silizium (n. p. Si-
Grid), aus Siliziumdioxid (SiO2-Grid) oder aus Siliziumnitrid (SiN-Grid). Alle
Si-Grids wurden mittels TEM im Hinblick auf Elektronentransparenz und storende
Verunreinigungen untersucht (s. Abb. 15). Als Vergleichskontrolle wurden die
giangigen Pioloform-Grids verwendet. Zunéchst wurden Ubersichtsaufnahmen eines
Mesh sowie Detailansichten von den Filmen der Grids im TEM aufgenommen. Die
Pioloform-Grids zeigten eine gute Elektronentransparenz und keine storenden
Verunreinigungen bzw. Defekte auf den Filmen. Dies konnte ebenfalls fiir die SiN-
Grids beobachtet werden. Fiir die n. p. Si-Grids und fiir die SiO2>-Grids konnte
ebenfalls eine gute Elektronentransparenz gezeigt werden, jedoch wiesen diese Grids
kleine Verunreinigungen des Films auf, wodurch eine Detektion von moglichen
Erregern in der Diagnostik erschwert werden wiirde. Alle Si-Grids wurden mittels
Raman-Spektroskopie untersucht und zeigten keine Signale in den relevanten

biologischen Bereichen [200].

Aufgrund der sehr guten Eigenschaften aller Si-Grids in der Raman-Spektroskopie,
wurden unter Beriicksichtigung der Anforderungen fiir korrelative TEM-TERS-
Untersuchungen, die SiN-Grids fiir die Verwendung in den Kopplungsversuchen

zwischen TEM und TERS gewahlt.

3.1.3 Vergleich der Adhidsionseigenschaften von Partikeln auf

Pioloform- und Si-Grids

Nach  dieser ersten Vorauswahl wurden alle Si-Grids, auf ihre

Adhasionseigenschaften getestet.

Hierfiir wurden Si-Grids und Pioloform-Grids mit einer Losung aus Polystyrolbeads
(Beads) oder Ektromelie-Viren (ECTV), nach dem Standardprotokoll fiir die Negativ-

Kontrastierung (s. 2.2.3.1), prédpariert. Fiir den Vergleich der Adhasionseigenschaften
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Partikel/Grid (46.552um?)

von Si-Grids wurden zusatzlich die in der EM gangigen Pioloform-Grids mitgefiihrt,
welche, vor der Prdaparation mit ECTVs oder Beads, mit Alcianblau chemisch
hydrophilisiert wurden. Es wurden alle Partikel aus 22 Meshes (Pioloform-Grids)
bzw. 9 Meshes (Si-Grids) pro Grid von insgesamt vier bis acht Grids gezahlt. Die
ausgezahlten Partikel pro 46.552um? Flache wurden anschlieffend rechnerisch
bestimmt. In Abbildung 16 sind die rechnerisch bestimmten Mittelwerte der Partikel

pro 46.552um? Flache und Grid dargestellt.

Als Referenz konnten im Mittel ca. 180 Beads (definiert als 100%), fiir Pioloform-
Grids, detektiert werden. Fiir SiN-Grids konnten ca. 240 Beads gezahlt werden, was
einem Prozentwert von ca. 131% entspricht. Fiir die beiden anderen Si-Grids konnten

kaum Beads (< 1%) detektiert werden.
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Abb. 16) Bead- und ECTV-Auszdhlung auf Pioloform-Grids und Si-Grids
(A) Auswertung der Bead-Auszdhlung auf Pioloform-Grids und auf Si-Grids. (B) Auswertung
der ECTV-Auszahlung auf Pioloform-Grid und auf Si-Grids.
Alle Grids wurden 10 min mit einer Beadlésung (1x10%) bzw. ECTV-Lésung (1x10°PFU/ml) und
nach der Tropfen-auf-Grid-Methode prapariert. AnschlieRend wurden die Grids 4x mit
A.bidest. gewaschen und mit PTA (0,5%) kontrastiert. Pioloform-Grids wurden vor
Probenpraparation 10 min mit Alcianblau (1%) hydrophilisiert. Alle Grids wurden mittels TEM
ausgezahlt.
n=4 pro Gridtyp, p-Wert < 0,05, ,ns“ steht fiir ,,nicht signifikant”
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Bei der Auszahlung von ECTVs auf den SiN-Grids konnten ca. 84% ECTVs pro Grid,
im Vergleich zu den Pioloform-Grids (definiert als 100%), detektiert werden. Die
Si0:2-Grids zeigten, mit ca. 16% ECTVs pro Grid, geringe adhasive Eigenschaften auf.
Mit ca. 4% ECTVs pro Grid zeigten die n. p. Si-Grids die geringsten adhasiven
Eigenschaften. Zusammenfassend zeigte sich bei diesem Experiment, dass SiN-Grids
von allen Si-Grids sich am besten, fiir die Kopplungsversuche zwischen TEM und

TERS, eigneten.

Um die Adhésionseigenschaften der SiN-Grids noch zu steigern, wurden im

Weiteren Optimierungsexperimente durchgefiihrt.

3.1.4 Steigerung der Adhisionseigenschaften von SiN-Grids durch

Beglimmung

3.14.1 Evaluationen von geeigneter Beglimmungsdauer und Stromstarke fiir

die Beglimmung der SiN-Grids

Die Methode der chemischen Hydrophilisierung mittels Alcianblau konnte,
aufgrund der intensiven Banden von Alcianblau in der Raman-Spektroskopie, nicht
bei den SiN-Grids angewandt werden. Aus diesem Grund wurde, fiir die
Hydrophilisierung der Grids, die Methode der Beglimmung angewandt. Hierbei
werden Elektronen von einer Kathode aus in Richtung des elektrischen Feldes zur
Anode durch den dazwischenliegenden evakuierten Raum hin beschleunigt. Die
Elektronen treffen auf die Grids, welche dadurch negativ polarisiert und somit

elektrisch hydrophilisiert werden (s. 2.2.3.1, Abb. 13).

Zur elektrischen Hydrophilisierung von Pioloform-Grids mittels Beglimmung
werden in der EM-Diagnostik in der Regel eine Dauer von 2 min und eine
Stromstarke von 25mA verwendet [4]. Es zeigte sich bei dem Experiment, beziiglich

der verschiedenen Variationen von Dauer und Stromstirke, dass die geeignetste

75



Hydrophilisierung fiir Pioloform-Grids mit 2 min 25mA erreicht wurde (s. Abb. 17).
Die Pioloform-Grids zeigten bei 2 min 25mA die hochste Adhasionfahigkeit, von ca.
46 Partikeln/Grid. Die SiN-Grids hingegen, wiesen die hochste Adhéasionfahigkeit,
von ca. 55 Partikeln/Grid, bei 4 min 25mA bzw. bei 2 min 35mA, mit ca. 50
Partikel/Grid, auf. Mit einer dhnlichen Anzahl an Partikeln pro ausgezihlte Flache
zeigten die SiN-Grids vergleichbare hydrophile Eigenschaften wie die Pioloform-
Grids bei 2 min 25mA. Eine Anderung der Stromstirke auf 10 oder 35mA bzw. eine
Anderung der Beglimmungsdauer auf 1, 3 oder 4 min verschlechterten die adhésiven

Eigenschaften der Pioloform-Grids.
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Abb. 17) ECTV-Auszdhlung auf Pioloform-Grids und SiN-Grids nach Hydrophilisierung durch
Beglimmung
Auswertung der ECTV-Auszadhlung auf Pioloform-Grids und auf SiN-Grids nach Beglimmung
mit unterschiedlicher Stromstdrke (0-35mA) oder unterschiedlicher Beglimmungsdauer
(0-4 min).
Die Grids wurden vor Praparation mittels Beglimmung hydrophilisiert. Nach 24 h wurden die
Grids 10 min mit einer ECTV-L8sung (1x10°PFU/mI) und nach der Tropfen-auf-Grid-Methode
prapariert. AnschlieBend wurden die Grids 4x mit A.bidest. gewaschen und mit PTA (0,5%)
kontrastiert. Alle Grids wurden mittels TEM ausgezahlt, n=8 Grids pro Beglimmung, alle
Werte wurden auf Signifikanz untersucht und als nicht signifikant (ns) bewertet
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Zusammenfassend konnte die Adhasivitat der SiN-Grids auf das 2,8-fache gesteigert
werden, wenn die Grids elektrisch hydrophilisiert wurden. Aufgrund der hohen
Schwankungen der Partikeladhdsion auf den SiN-Grids folgten weitere
Optimierungsexperimente beziiglich der Adhasivitit. Einerseits sollte das Ziel sein,
dass moglichst viel Partikel auf den Grids adhérieren, anderseits sollten die
Schwankungen der Partikeladhdsion auf den SiN-Grids verringert und damit die

Verteilung der Partikel auf den Grids homogenisiert werden.

3.1.4.2 Homogenisierung der Partikeladhdsion auf SiN-Grids

Im vorrangegangenen Experiment (s. 3.1.4.1) konnte eine geeignete
Hydrophilisierung der SiN-Grids mit einer Stromstarke von 35mA fiir 2 min oder
mit einer Beglimmungsdauer von 4 min bei 25mA erreicht werden. Mit dem
folgenden Experiment sollte eine hohere Adhéasion von Partikeln bzw. eine

homogenere Verteilung der Partikel, auf den Grids, erzielt werden.

Hierfiir wurden die geeignetsten Einstellungen (s. 3.1.4.1, Abb. 17) von Stromstarke
und Bglimmungsdauer kombiniert, sowie der Abstand zwischen den SiN-Grids und
der Kathode verringert. Mit Verringerung der Strecke, kollidieren die Elektronen mit
einer geringeren Wahrscheinlichkeit miteinander und sollten sich besser auf den

Grids verteilen.

Die Abb. 18 zeigt, dass eine Beglimmung der SiN-Grids bei 4 min 35mA, mit ca.
53 Partikel/Grid, eine @hnliche Adsorption aufweist, wie eine Beglimmung bei 4 min
25mA, mit ca. 55 Partikeln/Grid. Der einzige Unterschied zwischen den Grids zeigte
sich bei der Partikelverteilung. SiN-Grids, welche mit 4 min 35mA hydrophilisiert
wurden, zeigten eine homogenere Verteilung der Partikel auf den Grids. Bei einer
Umkehrung der Polaritat, das heift bei positiver Beglimmung, wurden die
adhasiven Eigenschaften der SiN-Girds auf ca. 10% reduziert. Bei negativer
Beglimmung (der gangigen Polaritidt bei Beglimmung) mit 4 min 35mA und einem
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reduzierten Abstand der SiN-Grids zur Kathode konnte eine deutliche Steigerung
auf ca. 67 Partikeln/Grid erzielt werden. Diese so behandelten Grids wiesen

zusatzlich eine homogene Partikel-Verteilung auf den Grids auf.
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Abb. 18) ECTV-Auszahlung auf den SiN-Grids nach Beglimmung

Auswertung der ECTV-Auszahlung auf SiN-Grids nach Beglimmung mit unterschiedlicher
Stromstarke, unterschiedlicher Beglimmungsdauer, Umkehrung der Polaritat oder
Verringerung des Abstandes der Grids zur Kathode.

SiN-Grids wurden vor Praparation mittels Beglimmung hydrophilisiert. Nach 24 h wurden SiN-
Grids 10 min mit einer ECTV-L8sung (1x10°PFU/mI) und nach der Tropfen-auf-Grid-Methode
prapariert. AnschlieRend wurden die Grids 4x mit A.bidest. gewaschen und mit PTA (0,5%)
kontrastiert. Alle SiN-Grids wurden mittels TEM ausgezahlt, n=8 Grids pro Beglimmung, alle
Werte wurden auf Signifikanz untersucht und alle ohne Stern als ns bewertet, * = p-Wert <

0,05

Zusammenfassend konnte eine Optimierung der SiN-Grids mittels Beglimmung
erzielt werden. Dabei erreichten die SiN-Grids, welche mit einer Beglimmungsdauer
von 4 min, einer Stromstiarke von 35mA, sowie einem reduziertem Abstand zur
Kathode (auf ca. 3cm) und negativ beglimmt wurden, eine um ca. 23%ige hohere
Adhasivitat, als die SiN-Grids, welche mit 4 min 25mA und gangigen Abstand

beglimmt wurden. Im Vergleich zu den Pioloform-Grids, welche ihre optimale
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Hydrophilisierung bei 2 min 25mA, mit ca. 47 Partikeln/Grid, erreichen, zeigten die

SiN-Grids eine um das 1,45-fache hohere Adhasivitat.

3.1.4.3 Einfluss von unterschiedlichen = Waschschritten auf die

Partikeladhasion der SiN-Grids

Wie durch Laue et al. [4] gezeigt werden konnte, erfolgt bei einer Reduzierung von
Waschschritten, eine hohere Partikeladsorption an Pioloform-Grids. Weiterhin
konnten Laue et al. [4] zeigen, dass eine Reduzierung von Waschschritten den
Verunreinigungsgrad der Oberflache der Grids erhoht und damit eine Auszdhlung
der Partikel erschwert. Fiir die SiN-Grids sollte ebenfalls untersucht werden, ob eine
Reduzierung von Waschschritten, Einfluss auf die adharierten Partikel auf den

SiN-Grids hat (s. Abb. 19).
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Abb. 19) ECTV-Auszdhlung auf den SiN-Grids mit unterschiedlichen Waschschritten

Auswertung von ECTV-Auszahlung auf SiN-Grids nach Hydrophilisierung durch Beglimmung:
4 min 35mA 3cm.

Nach 24 h wurden SiN-Grids 10 min mit einer ECTV-Lésung (1x10°PFU/mI) und nach der
Tropfen-auf-Grid-Methode prapariert. AnschlieBend wurden die Grids 1-5x mit A.bidest.
gewaschen und mit PTA (0,5%) kontrastiert. Alle Grids wurden mittels TEM ausgezahlt, n=8
Grids pro verschiedenen Waschschritt, alle Werte wurden auf Signifikanz untersucht und als
ns bewertet
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Bei der Auszahlung der Partikel auf den unterschiedlich gewaschenen SiN-Grids
konnte, im Rahmen der Messgenauigkeit, kein wesentlicher Unterschied der
Partikeladhdsion festgestellt werden. Die SiN-Grids zeigten bei einem einzelnen
Waschschritt, mit ca. 42 Partikeln/Grid, eine vergleichbar hohe Partikelanzahl in
Relation zu den Grids, welche 5x mit A.bidest. gewaschen wurden. Die einzigen
beobachteten Unterschiede bestanden im Verunreinigungsgrad der SiN-Grids. Nach
einmaligem Waschen zeigten sich deutliche Verunreinigungen und Ablagerungen

auf den Filmen, im Gegensatz zu den Grids, welche fiinfmal gewaschen wurden.

Mit diesem Experiment konnte gezeigt werden, dass die Anzahl an ECTVs, welche
auf die SiN-Grids adhérierten, auch nach mehrmaligem Waschen, nicht signifikant
reduziert werden und sich daher fiir die EM-Diagnostik sehr gut eignen. Weiterhin
konnten die Verunreinigungen durch mehrmaliges Waschen der SiN-Grids deutlich
reduziert werden, ohne das ein wesentlicher Verlust der Partikel auf den Girds in

Kauf genommen werden muss.

3.1.4.4 Einfluss von unterschiedlichen Inkubationszeiten der Praparation

auf die Partikeladhision von SiN-Grids

Ein weiteres Experiment sollte den Einfluss der Inkubationsdauer bei der
Praparation auf die Adsorptionsfahigkeit der SiN-Grids zeigen (s. Abb. 20). Eine
geringe Inkubationsdauer ist essentiell fiir eine schnelle EM-Diagnostik. Diese muss
jedoch so gewdhlt werden, dass in dieser Zeit eine moglichst hohe Anzahl von

Partikeln auf den Grids adharieren kann.
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Abb. 20) ECTV-Auszdhlung auf den SiN-Grids nach unterschiedlichen Inkubationszeiten bei der

Praparation
Auswertung der ECTV-Auszahlung auf den SiN-Grids nach Hydrophilisierung der Grids mittels

Beglimmung: 4 min 35mA 3cm.

Nach 24 h wurden die Grids 1, 5, 10, 20 oder 30 min mit einer ECTV-L6sung (1x106PFU/mI)
und nach der Tropfen-auf-Grid-Methode prapariert. AnschlieBend wurden die Grids 4x mit
A.bidest. gewaschen und mit PTA (0,5%) kontrastiert. Alle Grids wurden mittels TEM
ausgezahlt, n=8 Grids pro Inkubation, alle Werte wurden auf Signifikanz untersucht und als ns

bewertet

Nach einer Minute konnten ca. 34 Partikel pro ausgezdhlte Flache auf den SiN-Grids
adhérieren. Dies konnte um den Faktor zwei auf ca. 54 Partikel/Grid gesteigert
werden, wenn die SiN-Grids 10 min lang, mit einer ECTV-Losung, inkubiert wurden.
Eine weitere Steigerung der Partikelanzahl um den Faktor zwei, auf ca.
134 Partikel/Grid, konnte erzielt werden, indem die Inkubationszeit auf 20 min
verlangert wurde. Bei einer weiteren Verldngerung der Inkubationszeit auf 30 min
konnte, im Rahmen der Messgenauigkeit, keine weitere Steigerung beobachtet

werden.

Zusammenfassend stellten die SiN-Grids eine sehr gute Alternative fiir Pioloform-

Grids dar. Die SiN-Girds erfiillten alle Kriterien fiir die Verwendung in den
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Kopplungsversuchen zwischen TEM und TERS. Diese Grids zeigten keine relevanten
Raman-Signale in den biologischen Bereichen, keine Verunreinigungen auf der
Oberflache und verfiigten zudem {iiber die erforderliche Elektronentransparenz fiir
TEM-Untersuchungen. Die SiN-Grids konnten durch Beglimmung hydrophilisiert
werden und wiesen hohe adhéasive Eigenschaften auf. Des Weiteren fiihrte eine
Erhohung der Anzahl an Waschschritten, nicht zu einer signifikanten Verringerung
der Adhasivitat der SiN-Grids. Durch die Erhéhung der Inkubationsdauer bei der
Praparation der SiN-Grids konnte eine Steigung um den Faktor zwei erzielt werden.
Abschlieflend konnten mit der so optimierten Probenpraparation fiir die SiN-Grids

erste Versuche zur Kopplung von TEM mit TERS durchgefiihrt werden.

3.1.5 Erste Kopplungsversuche: TEM mit TERS

Die ersten Versuche, Viruspartikel mittels TERS zu detektieren und zu messen,
zeigten Cialla et al. [31] und Hermann et al. [29] in ihren Publikationen. Die Daten
demonstrierten erstmalig, dass TERS-Spektren von Tabak-Mosaik-Viren (TMV, [31]),
avidren Othopoxviren (APV), sowie Adeno-assoziierten Viren (AAV, [29])
aufgenommen werden konnen. Damit zeigten sie erfolgreich, dass TERS-Spektren
von biologischen Nanostrukturen, wie einzelnen Viruspartikeln, aufgenommen
werden konnen. Mit Hilfe dieser Vorversuche und der Optimierung der SiN-Grids,

sollten erste Versuche zur Kopplung zwischen TEM und TERS erfolgen.

Hierfiir wurde ein SiN-Grids mit einer Pocken-Losung prapariert, gewaschen und
mit PTA negativ-kontrastiert. Anschlieflend wurden die Partikel mit Hilfe des TEMs
detektiert (s. Abb. 21a) und im AFM re-lokalisiert (s. Abb. 21b). Nach erfolgreicher
Voruntersuchung, wurden die Phase (s. Abb. 21b) und die Topographie (s. Abb. 21c)
der Pocken mittels AFM aufgenommen. Abschlieffend konnten Spektren von
Pocken-Partikeln und PTA auf dem SiN-Grid mittels TERS erstellt werden
(s. Abb. 21d).
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Abb. 21) Pocken-Partikel mittels TEM detektiert, re-lokalisiert im AFM und mittels TERS spezifiziert
a) TEM-Aufnahme von Pockenpartikeln, b) Phase von Pocken-Partikeln im AFM,
c) Topographie von PTA-kontrastierten Pocken-Partikeln im AFM, sowie das dazugehorige
TERS-Spektrum von Pocken (rotes und blaues Spektrum) und PTA-Substrat (griines und
oranges Spektrum), d) AFM-Aufnahme einer Pocke und ihres TERS-Spektrum (rotes
Spektrum; Abbildung b-d wurden freundlicherweise vom Kooperationspartner zu Verfligung
gestellt)

In Abb. 21a konnten PTA-kontrastierte Pockenpartikel im EM detektiert werden.
Anschlieffend konnte die Stelle im AFM wiedergefunden werden und die Phase
sowie die Topographie des Partikels aufgenommen werden (s. Abb. 21b und 21c).
Sowohl die Topographie als auch die Phase der Partikel lassen darauf schliefSen, dass

es sich hierbei wahrscheinlich um Pockenpartikel handelt, daher wurde von diesen
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Partikeln ein TERS-Spektrum aufgenommen (s. Abb. 21c, d). Es wurde an vier
verschiedenen Stellen gemessen, zweimal neben den beiden Partikeln (oranges und
griines Spektrum) und zweimal an verschiedenen Stellen auf den Partikeln (blaues
und rotes Spektrum). Dabei zeigte der Vergleich der beiden Pocken-Spektren
Ahnlichkeiten, genauso wie der Vergleich der beiden Spektren von PTA. Des
Weiteren konnten einige Unterschiede beim Vergleich der Pocken-Spektren mit den
PTA-Spektren detektiert werden. Bei den Pocken-Spektren sind die Amidbande bei
ca. 1615-1660cm? und die CH>-Streckschwingungs-Bande im Bereich von
2500-3000cm™ zu detektieren, welche bei den PTA-Spektren fehlten.

Zusammenfassend konnte ein erstes TERS-Spektrum von Pockenpartikeln
aufgenommen werden, welche durch vorherige Detektion im TEM lokalisiert
wurden. Dies eroffnet die Moglichkeit weitere solcher Spektren in einer Bibliothek zu
sammeln, damit neue Proben mit dem vorhandenen Datensatz identifiziert und

abgeglichen werden konnen.
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3.2 Charakterisierung wund Infektionsstudien des
Retrovirus HERV-K113 aus der HERV-K(HML-2)-

Familie
3.2.1 Herstellung eines originalen HERV-K113 Molekularklons

Basierend auf einem Algorithmus und mit Hilfe eines Sequenzvergleiches, wurden
die zehn jiingsten human-spezifischen HERV-K Elemente verglichen. Dabei konnten
25 nicht synonyme und 17 synonyme Mutationen in der Sequenz sowie vier
postinsertionale Mutationen in der LTR von HERV-K113 detektiert werden. Bei
diesem Algorithmus wurde eine Mutation als postinsertionale Mutation deklariert,
wenn mehr als acht Sequenzen ein anderes Nukleotid an derselben Position
aufwiesen. Eine natiirliche Variation zeigte sich hingegen, wenn mindestens zwei
weitere Sequenzen an derselben Stelle das gleiche Nukleotid wie HERV-K113
zeigten. Diese Variationen stellten keine postinsertionale Mutation dar und wurden
nicht revertiert. Die so gefundenen 25 nicht synonymen Mutationen wurden durch
Nadine Beimforde revertiert und der Molekularklon, namens ori HERV-K113
rekonstruiert. Dieser Molekularklon konnte Viruspartikel bilden, besafs RT-Aktivitat
und zeigte sowohl Proteinexpression fiir Env- als auch fiir Capsid-Proteine. Bei dem
Molekularklon konnte jedoch keine messbare Replikation nachgewiesen werden
(Dissertation, Nadine Beimforde). Czech et al. [201] Kimchi-Sarfaty et al. [202], Komar
[203,204] und Beckman [205] zeigten in ihren Publikation, dass stille Mutationen
ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Effizienz von Proteintranslationen,
Proteinfaltung und Proteinfunktionen spielen kénnen. Des Weiteren konnen stille
Mutationen die mRNA Stabilitdat beeinflussen [206], so dass die mRNA entweder
einerseits zu stabil ist und nicht von dem komplementédren Strang gelost werden
kann, anderseits zu instabil ist und friihzeitig von Enzymen im Zytoplasma abgebaut
wird. Auflerdem konnen synonyme Mutationen gerade auf Promotor- und RNA-

Ebene storend sein und die Replikation beeintrachtigt.
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Daher wurde zuséatzlich zu dem bereits generierten Molekularklon ori HERV-K113

(ori) mit den 25 nicht synonymen Mutationen, zwei weitere Molekularklone

generiert, welche die 25 nicht synonymen sowie zusatzlich die 17 synonymen

revertierten Mutationen enthielten (s. Tab. 23): ori_st HERV-K113 (ori_st), sowie eine

ori_st Variante, namens CMVRUSb ori_st HERV-K113 (CMVRUS ori_st) (s. Abb. 22).

Bei dieser CMV-Variante befindet sich, anstelle des U3-Bereichs in der 5'LTR, ein

CMV-Promotor, welcher fiir eine effiziente Transkription sorgen sollte.

YVYVYY ¥V L WYY YY oYY vy

ori_st HERV-K113

CMVRUb5ori_st
HERV-K113

rec

Abb. 22) Schematische Darstellung des Genoms der ori_st und CMVRUS ori_st Konstrukten mit
allen 17 synonymen revertierten Mutationen sowie einer LTR-Mutation

ori_st und CMVRUS ori_st mit 5‘'LTR-gag-pro-pol-env-3’LTR. Revertierte Mutationen sind mit
Pfeilen markiert, schwarze Pfeile zeigen die synonymen revertierten Mutationen in den
Genbereichen, grauer Pfeil zeigt die stille Mutation in der LTR-Region. U3-Bereich der 5’LTR
der CMV-Variante wurde durch CMV-Promotor ersetzt. Nicht synonyme Mutationen sind in
den Molekularklonen revertiert worden, in der schematischen Abbildung aber nicht

eingezeichnet.

Tab. 23) Revertierte synonyme postinsertionale Mutationen und LTR-Mutation

Region Mutationsstelle Region Mutationsstelle
gag c1288t pol c4454t
gag c1492g pol a4856g
gag al525g pol g5063a
gag cl1741t pol c5177t
gag a2545g pol g5408a
pro t3177g pol a5843g
pro g3429a env g8067a
pol c4061t env 18244c
pol a4067g 3‘LTR c9006g

86



3.2.2 Untersuchungen der verschiedenen HERV-K113 Molekularklone

auf Morphologie, Proteinexpression und RT-Aktivitat

HEK 293T-Zellen wurden mit den neu rekonstruierten ori_st Konstrukten (s. Abb.
22) transfiziert, und mit dem bestehenden Molekularklon ori verglichen. Der
Uberstand wurde nach 96 h aufgereinigt und die transfizierten Zellen lysiert.

Anschlieffend erfolgte die Untersuchung des Viruspellet auf Capsid-Expression
mittels Western Blots (s. Abb. 23).

oa-CA - 43 kDa

Viruspellet
- 34 kDa

s g -
- | 26 kDa

ori ori_st CMVRU5 pcDNA3
ori_st

Abb. 23) Detektion von Capsid-Expression in HERV-K113
HEK 293T-Zellen wurden mit ori, ori_st, CMVRUS5 ori_st oder pcDNA3 transfiziert und 72-96 h
nach Transfektion wurden Capsid (CA)-Proteine aus den Viruspellets mittels SDS-Page nach
ihrer GroRe aufgetrennt. Die Detektion erfolgte im Western Blot durch Herma6 a-Capsid
Antikorpern.

Es konnten fiir ori und ori_st eine adhnliche Expression von Capsid-Proteinen
nachgewiesen werden. Fiir die CMV-Variante konnte, wie erwartet, eine deutlich
hohere Proteinexpression detektiert werden. Anschliefend wurde die Reverse
Transkriptase (RT) Aktivitat der neu rekonstituierten Konstrukte durch einen HS-Mg

abhangigen RT-Assay gemessen (s. Abb. 24).
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Abb. 24) RT-Aktivitats-Bestimmung von HERV-K113 Molekularklonen
HEK 293T-Zellen wurden mit ori, ori_st, CMVRUS5 ori_st oder pcDNA3 transfiziert und 72-96 h
nach Transfektion die RT im Uberstand der Zellen bestimmt.

Hierbei zeigte sich, dass die Molekularklone ori und ori_st eine dhnliche RT-Aktivitat
aufwiesen, wahrend die CMV-Variante eine 2-3x hohere RT-Aktivitat zeigte. Die
verwendeten Molekularklone wurden anschlieffend im TEM auf Unterschiede in der
Viruspartikelanzahl sowie auf strukturelle Unterschiede der Virionen (s. Abb. 25)
analysiert. Sowohl die ori als auch die ori_st Varianten zeigten keine Unterschiede im
Hinblick auf die Partikelanzahl oder Struktur der Viren im TEM. Beide Viren zeigten
Budding-Prozesse, sowie reife und unreife C-Typ-artige Viren. Aufierdem gab es bei
beiden Molekularklonen einen Hinweis auf das Oberflichenprotein Env
(s. Abb. 25, Pfeil). Die CMV-Variante zeigte, wie erwartet eine deutlich hohere
Expression der C-Typ-artigen Viruspartikel in den TEM-Praparaten (s. Abb. 25). Es
konnten keine strukturellen Unterschiede im Vergleich zu den anderen beiden

revertierten Konstrukten nachgewiesen werden.
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Abb. 25) TEM Aufnahme von ori, ori_st und CMVRUS5 ori_st
HEK 293T-Zellen wurden mit ori, ori_st, CMVRUS ori_st oder pcDNA3 transfiziert. Die
Uberstiande wurden 72-96 h nach Transfektion abgenommen und die Zellen fixiert. Das Pellet
wurde in Epon eingebettet und die Ultradiinnschnitte im TEM analysiert. Roter Pfeil zeigt
Budding-Prozess, schwarze Pfeile reife Viren und weilRe Pfeile unreife Viren.

3.2.3 Replikationsstudie mit CMVRUS5 ori_st HERV-K113

Aufgrund der deutlich hoheren Produktion von Viruspartikeln, Proteinexpression
und RT-Aktivitit, wurde im Folgenden der Molekularklon CMVRUS5 ori_st
HERV-K113 verwendet. Mit diesem wurde in einem Replikationsversuch getestet, ob
der Molekularklon die Fahigkeit besitzt zu replizieren. Hierfiir wurden
HEK 293T-Zellen mit CMVRU5 ori_st transfiziert. Die Uberstinde wurden
abgenommen und iiber ein Succrosekissen aufgereinigt. Mit diesen Uberstanden
wurden neue HEK 293T-Zellen infiziert. Es wurden in regelméafiigen Abstanden, in
einem Zeitraum von 41 Tagen, Probeniiberstinde der infizierten Zellen abgenommen

und die RT gemessen (s. Abb. 26).
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Abb. 26) Bestimmung der RT-Aktivitdt eines HERV-K113-Molekularklons nach Infektion
HEK 293T-Zellen wurden mit aufgereinigten CMVRU5 ori_st-Viren infiziert und vom
Uberstand regelmiRig, (iber einen Zeitraum von 41 Tagen, Proben abgenommen und mittels
RT-Aktivitats-Assay gemessen. Als Negativkontrollen wurden pcDNA3 oder nicht infizierte
Zellen (Mock) verwendet.

Fiint Tage nach Infektion der HEK 293T-Zellen konnte kaum noch RT-Aktivitdat im

Uberstand nachgewiesen werden.

Zusammenfassend zeigte die Rekonstitution der originalen HERV-K113-Sequenz
basierend auf dem Algorithmus und Revertierung der postinsertionalen Mutationen,
Viruspartikeln im TEM, Proteinexpression und RT-Aktivitdt, jedoch keine messbare
Replikation. Eine mogliche Ursache fiir die nicht detektierbare Replikation des
originalen HERV-K113-Molekularklons kénnte von einer oder mehreren Inhibitionen
zwischen Eintritt des Virus in die Zelle und Expression der Proteine (Post-Entry-Pra-

Expressions-Inhibitionen) verursacht werden.
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3.2.4 Identifikation einer moglichen Post-Entry-Pra-Expressions-

Inhibitionen von HERV-K113

Bei einer Inhibition des Virus, zwischen Eintritt in die Zellen und Expression der
viralen Proteine, wird das Virus durch einen oder mehreren Inhibitoren neutralisiert
oder in seiner Funktion beeintrachtigt. Zu den zelluldaren Restriktionsfaktoren der
Zelle zahlen u.a. TRIM5a, APOBEC3, Tetherin und SAMHDI1. Diese Proteine wirken
entweder auf bestimmte Motive im Capsid des Virus und verhindert somit seine
Replikation (TRIMb5a), oder sie deaminieren die virale Nukleinsdure, so dass die
virale RNA soweit mutiert wird, dass keine erneute Replikation stattfinden kann
(APOBEC3). Die =zellularen Proteine konnen auch NTPs in Nukleoside und
Triphosphate umwandeln und damit die reverse Transkription der viralen cDNA
beeinflussen (SAMHD1), oder sie verhindert die vollstandige Ausschniirung, indem
sie die Partikel in der zellularen Membran festhalten (Tetherin). Um herauszufinden,
ob bei HERV-K113 eine Post-Entry-Pra-Expressions-Inhibitionen stattfindet, wurden
HEK 293T-Zellen mit verschieden pseudotypisierten HERV-K113-Reporterviren
infiziert. Diese Viren wurden mit einem CMVori HERV-K113-Plasmid generiert,
welches anstelle der Sequenz fiir das env-Gen ein Luziferase- bzw. ein EGFP-Gen
enthielt. Diese Reporterkonstrukte wurden zusammen mit einem verkiirzten HERV-
K113-Env-Plasmid (EnvAC), einem VSV-G-Env-Plasmid (EnvVSV-G) oder einem
funktionslosen HIV-Env-Plasmid (EnvAKS) co-transfiziert. AnschlieBend wurden die
pseudotypisierten Viren aus den Uberstanden der transfizierten Zellen aufgereinigt
und die Virusmenge mittels RT-Aktivitdats-Assays normalisiert.  Die
pseudotypisierten Viren, welche sich aus den beiden Reporterkonstrukten und den

verschiedenen Env-Konstrukten zusammensetzen, sind in Tab. 24 gezeigt.
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Tab. 24) Namen der pseudotypisierten Viren und Einsatz von diesen Viren

Pseudotypisiertes Virus Im folgenden genannt Einsatz zur/als

CMVoriLuzi mit EnvAC oriLuzi/EnvAC Detektion der Inhibition

CMVoriLuzi mit EnvVSV-G oriLuzi/EnvVSV-G Detektion der Inhibition

CMVoriLuzi mit EnvAKS oriLuzi/EnvAKS Negativkontrolle

CMVoriEGFP mit EnvVSV-G oriEGFP/EnvVSV-G Absattigung der moglichen Post-Entry-

Pra-Expression-Inhibition

CMVoriEGFP mit EnvAKS oriEGFP/EnvAKS Negativkontrolle

Hierbei wurden die oriLuzi-Viren zur Bestimmung der Inhibition von HERV-K113
verwendet und wurden in ihrer Konzentration nicht verdndert. Um eine mogliche
Inhibition zu detektieren wurden Zellen mit oriLuzi-Viren und oriEGFP-Viren im
Verhiltnis von 1:10 bzw. 1:100 co-infiziert (s. Abb. 27). Dies sollte einen Uberschuss
an Viren generieren, so dass ein moglicher Inhibitor durch oriEGFP-Viren abgesattigt
wird. Kommt es bei Co-Infektion zu einem Anstieg der Luziferase-Aktivitat im
Vergleich zu einer Infektion mit oriLuzi-Viren alleine, kann davon ausgegangen
werden, dass ein oder mehrere mdogliche Inhibitor/en in den Zellen vorhanden sind,
welche eine erfolgreiche Replikation von HERV-K113 verhindern. Als
Negativkontrollen =~ wurden oriEGFP/EnvAKS- oder oriLuzi/EnvAKS-Viren

verwendet.

Fir die Infektionsversuche wurden Zelllinien verwendet, welche sich, in den
Tropismusstudien, unter anderem als besonders permissiv gegeniiber dem Env von
HERV-K113 zeigten. In diesen Tropismusstudien wurden zum einen mit EnvAC
pseudotypisierten SHIV-Partikeln hergestellt, zum anderen wurden Infektionen mit
SHIV-Partikeln durchgefiihrt, welche mit EnvAKS (Negativkontrolle) oder mit
EnvVSV-G (Positivkontrolle) pseudotypisiert waren. Die Verrechnung der
Infektionsraten von SHIV/EnvAC und SHIV/EnvVSV-G ermdoglichten anschliefSend
den Vergleich der Zellen untereinander, so dass auch Inhibitionen nach Eintritt des
Virus berticksichtigt wurden (Dissertation, Philipp Kramer). Es konnten unter

anderen zwei tierischen Zelllinien detektiert werden, welche eine hohe Permissivitat
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gegeniiber dem Env von HERV-K113 aufwiesen. Das waren zum einen eine aus der
Niere stammende feline CrFK-Zelllinie, zum anderen eine aus dem Thymus
stammende canine Cf2Th-Zelllinie. Zuséatzlich wurden noch vier humane Zelllinien
getestet. Die aus der Leber stammende Huh7- sowie die aus der Prostata stammende
LNCaP-Zelllinie waren ebenfalls permissiv gegeniiber dem Env von HERV-K113.
Die aus der Niere stammende humane HEK 293T- sowie die aus der Prostata
stammende DU 145-Zelllinie waren nur schwach bis gut permissiv gegeniiber Env-

HERV-K113.

O
L3
oriLuzi/EnvAC 4 B {:}\_ 1:10 (»%) \ 1:100%

{3

: = — — OOOO
€y oriLuzi/EnwSV-G O? @)
£¥ OriEGFP/EnvVSV-G ‘e <> —
O oriEGFP/EnvAKS — —_— —

Abb. 27) Schematische Abbildung des Infektionsversuches mit den verschiedenen
pseudotypisierten HERV-K113 Konstrukten
Zellen wurden infiziert mit oriLuzi-Viren oder co-infiziert mit oriLuzi-Viren und oriEGFP-Viren
im Verhéltnis von 1:10 bzw. 1:100. Als Negativkontrolle dienten oriEGFP/EnvAKS- oder
oriLuzi/EnvAKS-Viren.

Die infizierten Zellen wurden 48 h nach Infektion geerntet und die Luziferase-

Aktivitat mittels Luminometer gemessen (s. Abb. 28-29).

3.2.4.1 Infektion von humanen Zelllinien mit HERV-K113

Fir die Infektion von humanen Zelllinien mit HERV-K113 wurden humane

HEK 293T-, Huh7-, LNCaP- und DU 145-Zellen verwendet. In HEK 293T-Zellen (s.

Abb. 28) zeigte sich bei Infektion mit oriLuzi/EnvAC-Viren eine Luziferase-Aktivitat
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von ca. 1,9x10? RLU. Diese konnte signifikant um das ca. 18,4-fache erhoht werden,
wenn mit pseudotypisierten oriEGFP/EnvVSV-G-Viren, im Verhaltnis von 1:10, co-
infiziert wurde. Die Luziferase-Aktivitit liefS sich durch Zugabe von
oriEGFP/EnvVSV-G-Viren, im Verhiltnis von 1:100, nochmals signifikant um das
3,4-fache steigern. Bei Infektion von HEK 293T-Zellen mit oriLuzi/EnvVSV-G-Viren
konnte eine Luziferase-Aktivitat von ca. 1,0x10* RLU gemessen werden. Bei einer Co-
Infektion mit oriEGFP/EnvVSV-G-Viren, im Verhaltnis von 1:10, liefs sich die
Luziferase-Aktivitit um ca. 22% erhohen. Eine signifikante Steigerung der
Luziferase-Aktivitit um das ca. 1,8-fache konnte bei Co-Infektion wvon
oriLuzi/EnvVSV-G- und oriEGFP/EnvVSV-G-Viren, im Verhaltnis von 1:100, erzielt

werden.

Die Infektionen in Huh?7-Zellen mit oriLuzi/EnvAC-Viren zeigten kaum messbare
Luziferase-Aktivitat. Bei Co-Infektion mit oriLuzi/EnvAC- und oriEGFP/EnvVSV-G-
Viren, im Verhaltnis von 1:10, konnte die Luziferase-Aktivitit signifikant um das ca.
6-fache gesteigert werden. Die Luziferase-Aktivitat liefs sich abermals signifikant um
das ca. 1,4-fache erhohen, wenn mit oriLuzi/EnvAC- und oriEGFP/EnvVSV-G-Viren,
im Verhaltnis von 1:100, co-infiziert wurde. Bei den Infektionsversuchen mit
oriLuzi/EnvVSV-G-Viren konnte keine Steigerung der Luziferase-Aktivitat detektiert

werden.

Im Weiteren wurden die zwei aus der Prostata stammenden humanen Zelllinien
untersucht. Eine dieser Zelllinien war die LNCaP-Zelllinie (s. Abb. 28). Diese
Zelllinie zeigte in der Tropismusstudie eine gute Permissivitat fiir Env-HERV-K113.
Bei den Infektionsversuchen mit oriLuzi/EnvAC-Viren konnte keine Luziferase-
Aktivitat tiber den Wert der Negativkontrolle gemessen werden. Hingegen zeigte
sich bei den Infektionsstudien mit oriLuzi/EnvVSV-G-Viren, eine Luziferase-
Aktivitat von ca. 2,4x10° RLU. Die Luziferase-Aktivitat konnte signifikant um das ca.
1,4-fache gesteigert werden, wenn die Zellen mit oriEGFP/EnvVSV-G-Viren, im

Verhaltnis von 1:10, co-infiziert wurden. Bei einer Co-Infektion, im Verhaltnis von
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1:100, liefs sich die Luziferase-Aktivitait nochmals um das ca. 1,7-fache signifikant

erhohen.
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Abb. 28) Reprasentative Luziferase-Aktivitdts-Messung von infizierten humanen Zellen
HEK 293T-, Huh7-, LNCap- und DU 145-Zellen wurden mit oriLuzi/EnvAC- bzw.
oriLuzi/EnvVSV-G-Viren infiziert oder mit oriEGFP/EnvVSV-G-Viren, im Verhéltnis von 1:10
oder 1:100, co-infiziert. Von den Zellen wurde die Luziferase-Aktivitdit gemessen. Als
Negativkontrolle wurden die Zellen mit oriEGFP/EnvAKS-Viren infiziert. Es wurden jeweils
6-fach Bestimmungen (n=6) durchgefiihrt und der Versuch dreimal wiederholt.
ns = nicht signifikant, p-Wert < 0,05 (*), p-Wert < 0,001 (**)

Die humanen DU 145-Zelllinie zeigten in der Tropismusstudie eine maéfiige
Permissivitat fiir Env-HERV-K113 und sollten als Vergleich mit der LNCaP-Zelllinie
sowie mit den ebenfalls méafiig permissiven HEK 293T-Zellen dienen (s. Abb. 28). Die
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DU 145-Zelllinie zeigte bei Infektion mit oriLuzi/EnvAC-Viren eine geringe
Luziferase-Aktivitat von ca. 2,5x10? RLU. Diese Luziferase-Aktivitat konnte durch
Co-Infektion mit oriEGFP/EnvVSV-G-Viren, im Verhdltnis von 1:10, signifikant um
das ca. 1,6-fache gesteigert werden. Ebenso konnte eine Co-Infektion, im Verhaltnis
von 1:100, eine signifikante Erhohung der Luziferase-Aktivitat um ca. 18% erzielen.
Bei Infektion von DU 145-Zellen mit oriLuzi/EnvVSV-G-Viren zeigte sich eine hohere
Luziferase-Aktivitat, von ca. 2,8x10°RLU, als bei Infektion mit oriLuzi/EnvAC-Viren.
Dennoch konnte bei Co-Infektion mit oriLuzi/EnvVSV-G- und oriEGFP/EnvVSV-G-
Viren, im Verhdltnis von 1:10 oder von 1:100, keine Steigerung der Luziferase-

Aktivitat detektiert werden.

Zusammenfassend konnte eine ca. 63-fache Steigerung der Luziferase-Aktivitdt in
humanen HEK 293T-Zellen detektiert werden, wenn mit oriLuzi/EnvAC- und
oriEGFP/EnvVSV-G-Viren co-infiziert wurde. Ebenso zeigte eine Co-Infektion mit
oriLuzi/EnvVSV-G- und oriEGFP/EnvVSV-G-Viren eine bis zu 2,1-fache Steigerung
der Luziferase-Aktivitit. Die humane Huh7-Zelllinie zeigte eine ca. 3,3-fache
Erhohung der Luziferase-Aktivitit bei Co-Infektion von oriLuzi/EnvAC- und
oriEGFP/EnvVSV-G-Viren. Hingegen liefS sich die Luziferase-Aktivitdat, durch Co-
Infektion mit oriLuzi/EnvVSV-G- und oriEGFP/EnvVSV-G-Viren, nicht steigern. In
humanen LNCaP-Zellen konnte die Luziferase-Aktivitit durch Co-Infektion mit
oriLuzi/EnvVSV-G- und oriEGFP/EnvVSV-G-Viren, ahnlich wie bei humanen
HEK 293T-Zellen, signifikant um das ca. 2,3-fache erhcht werden. Im Gegensatz
dazu zeigten humane DU 145-Zellen keine signifikante Steigerung der Luziferase-
Aktivitat durch Co-Infektion mit oriLuzi/EnvVSV-G- und oriEGFP/EnvVSV-G-Viren.
Dafiir zeigten die Zellen jedoch eine ca. 1,9-fache Erhohung der Luziferase-Aktivitat
bei Co-Infektion mit oriLuzi/EnvAC- und oriEGFP/EnvVSV-G-Viren, dhnlich der
Steigerung der Huh7-Zelllinie bei Co-Infektion mit oriLuzi/EnvAC- und
oriEGFP/EnvVSV-G-Viren.

96



3.2.4.2 Infektion von tierischen Zelllinien mit HERV-K113

Fiir diesen Versuch wurden die feline CrFK-Zelllinie und die canine Cf2Th-Zelllinie
verwendet. CrFK-Zellen zeigten, bei Infektion mit oriLuzi/EnvAC-Viren alleine, eine
sehr schwache Luziferase-Aktivitat von ca. 2,6x10> RLU (s. Abb. 29). Die Luziferase-
Aktivitat konnte signifikant auf das ca. 5,4-fache erhoht werden, wenn die Zellen mit
oriLuzi/EnvAC- und oriEGFP/EnvVSV-G-Viren, im Verhaltnis von 1:10, co-infiziert
wurden. Eine erneute signifikante Steigerung der Luziferase-Aktivitit um das ca.
8,6-fache konnte bei einer Co-Infektion, im Verhaltnis von 1:100, erzielt werden. Bei
den Infektionen, von CrFK-Zellen, mit oriLuzi/EnvVSV-G-Viren konnte eine
Luziferase-Aktivitit von ca. 1,6x10* RLU gemessen werden. Eine Co-Infektion mit
oriEGFP/EnvVSV-G-Viren, im Verhaltnis von 1:10, zeigte kaum eine Erhohung der
Luziferase-Aktivitat. Hingegen steigerte eine Co-Infektion mit oriEGFP/EnvVSV-G-

Viren, im Verhaltnis von 1:100, die Luziferase-Aktivitat signifikant um das ca.

1,6-fache.
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Abb. 29) Reprédsentative Luziferase-Aktivitdts-Messung von infizierten tierischen Zelllinien
CrFK- und Cf2Th-Zellen wurden mit oriLuzi/EnvAC- bzw. oriLuzi/EnvVSV-G-Viren infiziert oder
mit oriEGFP/EnvVSV-G-Viren, im Verhaltnis von 1:10 oder 1:100, co-infiziert. Von den Zellen
wurde die Luziferase-Aktivitdat gemessen. Als Negativkontrolle wurden die Zellen mit
oriEGFP/EnvAKS-Viren infiziert. Es wurden jeweils 6-fach Bestimmungen (n=6) durchgefiihrt
und der Versuch dreimal wiederholt.
ns = nicht signifikant, p-Wert < 0,05 (*), p-Wert < 0,001 (**)
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In caninen Cf2Th-Zelllinie erzielte eine Co-Infektionen mit oriLuzi/EnvAC- und
oriEGFP/EnvVSV-G-Viren, im Verhaltnis von 1:10, im Vergleich zu einer Infektion
mit oriLuzi/EnvAC-Viren, eine signifikante Steigerung der Luziferase-Aktivitat um
das ca. 5,5-fache. Die Luziferase-Aktivitit konnte jedoch durch Co-Infektion mit
oriEGFP/EnvVSV-G-Viren, im Verhéltnis von 1:100, nicht erneut erhoht werden (ca.
1,6x10° RLU). Bei Infektion mit oriLuzi/EnvVSV-G-Viren konnte eine Luziferase-
Aktivitat von ca. 2,4x10* RLU gemessen werden. Diese liefd sich durch Co-Infektion
mit oriEGFP/EnvVSV-G-Viren, im Verhéltnis von 1:10, nicht steigern. Eine Co-
Infektion mit oriEGFP/EnvVSV-G-Viren, im Verhaltnis von 1:100, zeigte ebenfalls

keine signifikante Erhchung der Luziferase-Aktivitat.

Zusammenfassend konnte die Luziferase-Aktivitat von oriLuzi/EnvVSV-G-Viren, bei
Infektion von CrFK-Zellen, signifikant um bis zu 61,1% gesteigert werden, wenn die
Zellen mit oriEGFP/EnvVSV-G-Viren co-infiziert wurden. Ebenfalls konnte fiir
oriLuzi/EnvAC-Viren eine bis zu 46-fache signifikante Erhchung der Luziferase-
Aktivitat gemessen werden, wenn zusatzlich zu den oriLuzi-Viren CRFK-Zellen mit
oriEGFP VSV-G-Viren co-infiziert wurde. Insgesamt zeigten CrFK-Zellen, welche mit
oriLuzi/EnvVSV-G-Viren infiziert wurden, wie erwartet eine bis zu 62-fach hohere
Luziferase-Aktivitat, als bei einer Infektion der Zellen mit oriLuzi/EnvAC-Viren. In
Cf2Th-Zellen konnte durch Co-Infektion mit oriEGFP/EnvVSV-G-Viren, eine
signifikante Steigerung der Luziferase-Aktivitdit von oriLuzi/EnvAC-Viren erzielt
werden. Bei Co-Infektion von oriLuzi/EnvVSV-G-Viren mit oriEGFP/EnvVSV-G-
Viren konnte keine signifikante Erhohung der Luziferase-Aktivitdt gemessen
werden. Nachfolgend gibt die Tabelle 25 noch einmal einen Gesamtiiberblick tiber

die getesteten Zellen.
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Tab. 25) Uberblick iiber den Status einer méglichen Post-Entry-Pri-Expressions-Inhibition der
getesteten Zelllinien nach Infektionsstudien mit den absoluten Steigerungsfaktoren

Zelllinie Steigerungsfaktor bei Co- Steigerungsfaktor bei Co- Steigerung durch Co-
Infektion mit Infektion mit Infektion?
oriLuzi/EnvAC- oriLuzi/EnvVSV- [oriLuzi/EnvAC vs.
+ oriEGFP/EnvVSV-Viren  + oriEGFP/EnvVSV-Viren oriLuzi/EnvVSV-G]
humane HEK 293T Steigerung um das 39- Steigerung um das 2,2- positiv/positiv
fache fache
humane Huh?7 Steigerung um das 3,3- keine signifikante positiv/negativ
fache Steigerung
humane LNCaP keine Detektion moglich Steigerung um das 2,3- -/positiv
fache
humane DU 145 Steigerung um das 1,9- keine signifikante positiv/negativ
fache Steigerung
feline CrFK Steigerung um das 46- Steigerung um das 1,4- positiv/positiv
fache fache
canine Cf2Th Steigerung um das 2,4- keine signifikante positiv/negativ
fache Steigerung

In einigen der verschiedenen humanen und tierischen Zelllinien konnte eine
Steigerung der Luziferase-Aktivitit durch eine Co-Infektion mit oriEGFP/EnvVSV-G-
Viren erzielt werden. Dies zeigte, dass in einigen Zelllinien, anscheinend unabhangig
vom Zelltyp, eine Post-Entry-Pra-Expressions-Inhibition (P-E-P-E-Inhibition) gegen
HERV-K113 vorliegt.

3.2.5 Untersuchung des Einflusses von TRIM5a auf die HERV-K113

Inhibition

Im Weiteren wurden Experimente durchgefiihrt, die dazu beitragen sollten, einen
oder mehrere mogliche Inhibitor/en zu detektieren. AufSerdem sollten Experimente

mit anderen akzessorischen viralen Proteinen zeigen, ob eine Steigerung der
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Luziferase-Aktivitit von HERV-K113 mit diesen viralen Proteinen ermoglicht

werden kann.

In den Infektionsversuchen konnte gezeigt werden, dass mit HERV-K113-EnvAC
pseudotypisierte SHIVs eine um 2-log Stufen hohere Luziferase-Aktivitat aufwiesen,
als mit demselben EnvAC pseudotypisierte HERV-K113 (s. 1.2.5.1, Abb. 11). Zur
Identifikation einer P-E-P-E-Inhibition kommen verschiedene Restriktionsfaktoren
wie z.B. TRIM5a, APOBEC3G, SAMHDI1 oder TREX1 in Frage. Uber eine Inhibition
von HERV-K113 durch TRIM5a ist bis jetzt noch nichts bekannt, jedoch konnten Lee
und Bieniasz zeigen, dass ein synthetisch rekonstituiertes HERV-Keon durch humanes
(hu TRIM5a) bzw. aus Rhesus-Affen stammendes TRIM5a (rh TRIMb5a), nicht
inhibiert wird [123]. Weiterhin konnte weder eine Inhibition durch TRIMb5a bei
einigen y-Retroviren noch bei dem lentiviralen HIV gezeigt werden [207]. Das hu
und auch das rh TRIM5a konnen jedoch das zu den y-Retroviren gehérende N-MLV
sowie das lentivirale EIAV inhibieren [183, 184, 208]. Demzufolge ist es durchaus
moglich, dass das (3-retrovirale HERV-K113 durch hu oder rh TRIM5a inhibiert wird.
Daher sollte der Einfluss von TRIM5«, in den oben getesteten Zelllinien, auf die

HERV-K113-Inhibtion untersucht werden.

Battivelli et al. [166] konnten zeigen, dass Spleifsvarianten von TRIMb5o einen
dominant-negativen Einfluss auf die Aktivitit von TRIM5a haben, insbesondere die
Varianten TRIM5y, TRIM50, TRIM5t und TRIM5xk. Daher sollte im folgenden
Experiment detektiert werden, ob und wie viel zellulares TRIM5« in allen Zelllinien
exprimiert werden. Hierbei waren auch die Spleifsprodukte von TRIM5«a in den
Zelllinien interessant. Dafiir wurden untransfizierte und unbehandelte Zellen
geerntet und im Western Blot mit einem kommerziell erwerblichen hu TRIM5a-

Antikorper detektiert (s. Abb. 30).
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Abb. 30) Nachweis von zelleigenem TRIM5a in unbehandelten Zellen
Zellen wurden bei 80% Konfluenz lysiert und im Western Blot analysiert,
Es wurde ein a-hu TRIM5a-Antikorper und als Kontrolle ein a-Tubulin-Antikérper verwendet

Die Abb. 30 zeigt in den humanen und tierischen Zelllinien das erwartete Volllangen
TRIM5a mit einer Proteingrofie von ca. 57 kDa, sowie SpleifSprodukte von TRIM5«a
mit einer Grofie von ca. 43, 40 und 17 kDa. Somit konnte, in allen getesteten

Zelllinien, zellulares TRIM5a nachgewiesen werden.

Nach diesem Vorexperiment wurden die humanen Zelllinien HEK 293T, Huh?7,
DU 145 und LNCaP, sowie feline CrFK- und canine Cf2Th-Zelllinie mit hu bzw. rh
TRIMb5a transfiziert und anschliefend mit oriLuzi-Viren infiziert. Aufgrund der
hohen Infektionsraten von oriLuzi/EnvVSV-G-Viren (s.0.), wurden, in den
nachfolgenden Infektionsversuchen, diese pseudotypisierten Viren verwendet. Als
Kontrolle dienten Zellen, welche mit Leervektor transfiziert und mit
oriLuzi/EnvVSV-G-Viren infiziert wurden. Anschliefend wurde die Luziferase-
Aktivitit gemessen. Sinkt die Luziferase-Aktivitit bei den Zellen, welche mit
TRIM5a transfiziert wurden, lasst das auf eine P-E-P-E-Inhibition durch TRIM5a

schlieflen. Zusatzlich zu der Luziferase-Aktivitatsbestimmung wurde als Kontrolle
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das transfizierte und V5-getagte TRIM5a im Western Blot nachgewiesen. Das

Versuchsschema ist in Abb. 31 dargestellt.

Transfektion Infektion

> ¢ hu Trim5a

rh Trim5a

PCDNA VY
(= — =] — —

{} CMVoriLuci VSV Env

: Loch einer 24-Lochplatte 16h %
v

— Y =

Abb. 31) Transfektions- und Infektionsschema mit TRIM5a oder pcDNA3 und oriLuzi/EnvVSV-G-
Viren
Zellen wurden mit hu TRIM5a, rh TRIM5a. oder Leervektor transfiziert, 16h nach Transfektion
wurden die Zellen mit oriLuzi/EnvVSV-G-Viren infiziert und 48 h spater die Zellen lysiert und
die Luziferase-Aktivitat gemessen.

Feline CrFK-Zellen zeigten im Infektionsversuch (s. 3.2.4.2) eine signifikante
Steigerung der Luziferase-Aktivitat, bei Co-Infektion mit oriLuzi- und oriEGFP-
Viren. Die Zugabe von hu oder rh TRIMb5a fiihrte zu einem signifikanten Anstieg der
Luziferase-Aktivitat in CrFK-Zellen (s. Abb. 32A). Bei Transfektion mit Leervektor
konnte eine Luziferase-Aktivitat von ca. 7,74x10* RLU (definiert als 100%) gemessen
werden. Mit Transfektion von hu TRIM5a konnte die Luziferase-Aktivitat in den
Zellen signifikant um ca. 113% erhoht werden. Eine Transfektion mit rh TRIMb5«a
steigerte die Luziferase-Aktivitat, in CrFK-Zellen, signifikant um ca. 165%. Mit Hilfe
eines Western Blots (s. Abb. 32B) konnte transfiziertes und V5-getagtes TRIM5a in

den CrFK-Zellen nachgewiesen werden.
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Im weiteren Versuch wurden caninen Cf2Th-Zellen getestet. Diese Zellen zeigten im
Infektionsversuch (s. 3.2.4.2) eine geringe bzw. keine Steigerung der Luziferase-
Aktivitat bei Co-Infektion mit oriLuzi- und oriEGFP-Viren (s. Abb. 32A). Bei
Transfektion mit hu bzw. rh TRIM5a zeigte sich eine signifikante Abnahme der
Luziferase-Aktivitat. Mit Transfektion von hu TRIM5a sank die Luziferase-Aktivitat
signifikant, von ca. 2,4x10° RLU (definiert als 100%) auf ca. 1,8x10° RLU (ca. 75%).
Eine Transfektion mit rh TRIMb5« zeigte eine signifikante Abnahme der Luziferase-
Aktivitat um ca. 33,3% auf ca. 1,6x10° RLU. Des Weiteren liefs sich im Western Blot (s.
Abb. 32B) transfiziertes TRIM5a-Protein mit einer erwarteten Grofle von ca. 57kDa

detektieren.

Humane HEK 293T-Zellen zeigten im Infektionsversuch (s. 3.2.4.1) eine signifikante
Steigerung der Luziferase-Aktivitat bei Co-Infektion mit oriLuzi- und oriEGFP-Viren
(s. Abb. 32A). Bei Transfektion von HEK 293T-Zellen mit hu TRIM5a zeigte sich eine
Verringerung der Luziferase-Aktivitit um ca. 4%, im Vergleich zu den
Kontrollzellen, welche mit Leervektor transfiziert und mit oriLuzi/EnvVSV-G-Viren
infiziert wurden (definiert als 100%). Eine Transfektion von HEK 293T-Zellen mit rh
TRIMba zeigte eine Reduzierung der Luziferase-Aktivitat von ca. 14%. Mit Hilfe des
Western Blots (s. Abb. 32B) konnte zudem nachgewiesen werden, dass transfiziertes

TRIM5a in HEK 293T-Zellen vorlag.

Mit humanen Huh7-Zellen konnte kaum eine Steigerung der Luziferase-Aktivitat
durch Co-Infektion mit oriLuzi- und oriEGFP-Viren im Infektionsversuch erzielt
werden (s. 3.2.4.1). Bei den Zellen lief sich jedoch eine signifikante Abnahme der
Luziferase-Aktivitdit durch Transfektion der Zellen mit TRIMb5a detektieren
(s. Abb. 32A). Die Luziferase-Aktivitat konnte fiir hu TRIMb5a signifikant von ca.
9,6x10* RLU (definiert als 100%) auf ca. 7,7x10* RLU (ca. 82 %) und fiir rh TRIMb5«x
auf ca. 8x10* RLU (ca. 83%) verringert werden. Bei Huh7-Zellen liefs sich im Western
Blot TRIMb5a-Protein mit einer erwarteten GrofSfe von ca. 57 kDa detektieren

(s. Abb. 32B).
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A Infektion mit oriLuci/EnvVSV-G

3.0x10°
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CrFK Cf2Th HEK 293T Huh7

Abb. 32) Auswirkung der Luziferase-Aktivitit auf oriLuzi/EnvVSV-G infizierte Zellen bei

Transfektion mit hu bzw. rh TRIM5a

Zellen wurden mit hu TRIM5a, rh TRIM5a oder Leervektor transfiziert, ca. 16 h nach
Transfektion wurden Zellen mit oriLuzi/EnvVSV-G-Viren infiziert und A) die Luziferase-
Aktivitat bestimmt bzw. B) V5-getagtes transfiziertes TRIM5a im Western Blot detektiert. Es
wurden jeweils 6-fach Bestimmungen (n=6) durchgefiihrt und der Versuch zweimal
wiederholt. Es wurde ein a-V5-Antikdrper und als Kontrolle ein a-Tubulin-Antikdrper
verwendet, ns = nicht signifikant, p-Wert < 0,05 (*), p-Wert < 0,001 (**)
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Im Weiteren wurden humane LNCaP-Zellen untersucht. Diese Zellen zeigten im
Infektionsversuch (s. 3.2.4.1) eine signifikante Steigerung der Luziferase-Aktivitat bei
Co-Infektion mit oriLuzi- und oriEGFP-Viren. Die Luziferase-Aktivitat fiir infizierte
LNCaP-Zellen konnte weder durch Transfektion mit hu TRIM5a noch mit rh
TRIMb5a gesteigert oder gesenkt werden (s. Abb. 32A).

Als nachstes wurden DU 145-Zellen auf den Einfluss von TRIMb5a bei Infektion von
HERV-K113 untersucht. Diese Zellen zeigten im Infektionsversuch (s. 3.2.4.1) eine
geringe bzw. keine Steigerung der Luziferase-Aktivitat, bei Co-Infektion mit oriLuzi-
und oriEGFP-Viren. Nach Transfektion von DU 145-Zellen mit Leervektor konnte
eine Luziferase-Aktivitat von ca. 1,8x10* RLU (definiert als 100%) gemessen werden
(s. Abb. 32A). Diese Luziferase-Aktivitat liefs sich weder durch Transfektion mit hu
TRIM5a noch durch Transfektion mit rh TRIM5a signifikant verandern. Im Western
Blot konnte transfiziertes TRIM5a mit einer erwarteten Grofle von ca. 57 kDa

detektiert werden (s. Abb. 32B).

Zusammenfassend konnte durch Uberexpression von TRIM5a in CrFK-Zellen ein
Anstieg der Luziferase-Aktivitdt um das ca. 2,65-fache, bei Transfektion mit rh
TRIM5a, und um das ca. 2,12-fache, bei Transfektion mit hu TRIMb5q, erzielt werden.
Des Weiteren liefs sich eine signifikante Abnahme der Luziferase-Aktivitdt von ca.
25% bzw. ca. 33,3 % durch HERV-K113 in CF2TH-Zellen feststellen, wenn diese
Zellen mit hu oder rh TRIMb5a« {iberexprimiert wurden. In humanen Huh7-Zellen
konnte eine signifikante Abnahme der Luziferase-Aktivitit von HERV-K113 durch
Transfektion mit hu TRIM5a von ca. 20% oder rh TRIM5a von ca. 17% erzielt
werden. In den humanen Zelllinien HEK 293T, LNCaP und DU 145 konnte keine
signifikante Veranderung der Luziferase-Aktivitdat durch Transfektion mit hu oder rh
TRIM5a  detektiert werden. Die nachfolgende Tabelle 26 fasst die gesamten

Ergebnisse der Infektionsversuche nochmal tibersichtlich zusammen.
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Tab. 26) Uberblick iiber mogliche Inhibition durch hu oder rh TRIM5a der getesteten Zelllinien nach
Uberexpression von hu oder rh TRIM5a mit den absoluten Steigerungs- bzw.

Reduzierungsfaktoren

Zelllinie Inhibition gegen Steigerungs- bzw. Steigerungs- bzw. Inhibition
HERV-K113 Reduzierungsfaktor Reduzierungsfaktor gegen
[oriLuzi/EnvACvs.  bei Uberexpression bei Uberexpression HERV-K113
oriLuzi/EnvVSV-G] mit mit durch

hu TRIM5a rh TRIM5a TRIM5a
humane positiv/positiv keine signifikante keine signifikante negativ

HEK 293T Reduzierung Reduzierung

Niere

humane positiv/negativ Reduzierung um das Reduzierung um das positiv

Huh?7 1,25-fache 1,2-fache

Leber

humane -/positiv keine signifikante keine signifikante negativ

LNCaP Reduzierung Reduzierung

Prostata

humane positiv/negativ keine signifikante keine signifikante negativ

DU 145 Reduzierung Reduzierung

Prostata

feline CrFK positiv/positiv Steigerung um das Steigerung um das *

Niere 2,12-fache 2,65-fache

canine positiv/negativ Reduzierung um das Reduzierung um das positiv

Cf2Th 1,33-fache 1,5-fache

Thymus

* durch Uberexpression von hu oder rh TRIM5a kommt es zu einer signifikanten Steigerung der Luziferase-Aktivitit von
HERV-K113

3.2.6 Einfluss von akzessorischen Proteinen auf die Luziferase-

Aktivitat von HERV-K113

Bei vielen Viren kommen verschiedene akzessorische Proteine zum Einsatz, um eine
Inhibition der Viren zu verhindern. Dazu zdhlen unter anderem im HIV die

akzessorischen Proteine wie Vif, Vpu, oder Vpx, welche gegen das humane
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APOBEC3G [209, 210]), Tetherin [48, 211-213] oder SAMHD1 [143, 160] gerichtet
sind. Aufgrund der Anzeichen, dass in den getesteten verschiedenen humanen und
tierischen Zelllinien eine P-E-P-E-Inhibition von HERV-K113 vorliegt, wurden
anschlieffend verschiedene akzessorische Proteine untersucht. Mit Hilfe dieser
Proteine sollte analysiert werden, ob diese Proteine einen Einfluss auf den Inhibitor

haben und damit HERV-K113 zu einer hoheren Aktivitat in den Zellen verhelfen.

Hierfiir wurden humane HEK 293T-, feline CrFK und canine Cf2Th-Zellen mit den
akzessorischen Proteinen Bet (Primaten Foamy Virus (PFV)), Vif (HIV) oder Vpx
(HIV-2/SIVmac) transfiziert (s. Tab. 27) und anschliefsend mit oriLuzi/EnvVSV-G-Viren
infiziert (s. Abb. 33). Nach Zugabe der verschiedenen akzessorischen Proteine in
CrFK-Zellen konnte fiir Bet und Vif eine geringe Steigerung der Luziferase-Aktivitat,
von ca. 2,1x10° RLU (definiert als 100%) auf ca. 3,5x10° RLU fiir Bet (ca. 166%) und
auf ca. 2,9x10° RLU fiir Vif (ca. 138%), detektiert werden. Eine Transfektion mit Vpx
zeigte keine Verbesserung der Luziferase-Aktivitat von HERV-K113 in CrFK-Zellen.

In Cf2Th-Zellen konnte bei Transfektion mit Bet eine Steigerung der Luziferase-
Aktivitat um das ca. 3,5-fache fiir HERV-K113 detektiert werden. Eine Transfektion
mit Vpx zeigte eine ca. 2,6-fache Steigerung der Luziferase-Aktivitit. Mit einer
Transfektion von Vif konnte kaum eine Erhohung der Luziferase-Aktivitdt von

HERV-K113, in CF2Th-Zellen, erzielt werden.

Tab. 27) Ubersicht iiber die getesteten akzessorischen Proteine, ihre Herkunft und ihren jeweiligen
zellularen Antagonisten

Akzessorisches Protein Herkunft Zelluldrer Antagonist
Bet PFV APOBEC3 [222]

Vif HIV APOBEC3G [153]

Vpx HIV-2/SIV qac SAMHD1 [143, 160]
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RLU CrFK-Zellen RLU Cf2Th-Zellen RLU HEK 293T-Zellen
551093 2x100%4+ 11094
41093+ 851093+

04 ]
351093+ 110 610023
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210 55103 4x10
1x1093 251003
0- 0- " 0-
Vpx Vif  Bet pcDNA3 Vpx Vif  Bet pcDNA3 Vpx Vif  Bet pcDNA3
B oriluci/EnvUSV-G El oriLuci/EnvVSV-G B oriluci/EnvVSV-G

Abb. 33) Auswirkung von akzessorischen Proteinen auf die Luziferase-Aktivtitdt von mit oriLuzi-
Viren infizierten Zellen
Zellen wurden transfiziert mit Vpx, Vif, Bet oder Leervektor, ca. 16 h nach Transfektion mit
oriLuzi/EnvVSV-G-Viren infiziert und die Luziferase-Aktivitat bestimmt. Alle Werte wurden auf
Signifikanz getestet und die Unterschiede als ns bewertet.

Mit Transfektion des akzessorischen Proteins Vpx zeigte sich in den infizierten
HEK 293T-Zellen ein ca. 3,4-facher Anstieg der Luziferase-Aktivitat von ca. 1,4x10°
RLU auf ca. 4,7x10° RLU. Bei Transfektion mit Bet oder Vif konnte ebenfalls eine
Erhohung der Luziferase-Aktivitat um das ca. 3,9-fache fiir Bet und um das ca. 5,6-

fache fiir Vif detektiert werden.

Zusammenfassend zeigte sich jedoch in keiner der Zellen ein signifikanter Anstieg
der Luziferase-Aktivitit durch Transfektion mit den akzessorischen Proteinen Vpx,
Vif oder Bet, ein Anstieg der Luziferase-Aktivitit, bei Transfektion mit Bet, ist jedoch
in allen Zelllinien zu detektieren. Des Weiteren konnte ebenfalls ein Anstieg der
Luziferase-Aktivitat bei Transfektion mit Vpx in caninen Cf2Th- und humanen
HEK 293T-Zellen gemessen werden. Besonders in felinen CrFK- und HEK 293T-
Zellen zeigte die Transfektion mit dem Protein Vif eine Erhohung Luziferase-

Aktivitat.
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4 Diskussion

41 TEM-TERS-Korrelation

Die geringe Spezifitat ist die grofite Limitation der Diagnostik bei der Negativ-
Kontrastierungs-Transmissionselektronenmikroskopie. Die Identifikation eines Virus
ist nur bis zur Familie moglich. Eine genauere Spezifitat mittels TEM ist oftmals nicht
moglich, wird aber dringend bendtigt. Fiir diesen Zweck verspricht die Anwendung
optischer Spektroskopie eine vielversprechende Alternative zu Methoden, wie z.B.
der PCR[9] oder Immunoassays [8]. Die optische Spektroskopie konnte, nach
Visualisierung eines einzelnen Partikels im EM, die Bestimmung des relevanten
Virus oder Mikroorganismus spezifisch identifizieren. Cialla et al. [24] und
Hermann et al. [22] konnten zeigen, dass es mittels Spitzenverstirkter Raman-
Spektroskopie (TERS) moglich ist, Nahfeldspektren von einzelnen Viruspartikeln
aufzunehmen. Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass sich die TERS-Spektren von
Pockenviren und Adeno-assoziierten Viren unterscheiden. Daher sollte eine Methode
entwickelt werden, die durch die Kombination von TEM und TERS eine
zuverlassigere Charakterisierung moglicher pathogener Partikel erlaubt. Fiir die EM
konnte ein neues Grid etabliert werden, welches durch Optimierung an die
Adhasionseigenschaften des Pioloform-befilmten Kupfergrids heranreicht und diese
sogar ubertrifft. Diese Etablierung erlaubt es in Zukunft die Methode der Kopplung
von TEM und TERS weiter zu verfeinern, auszubauen und zu optimieren, sowohl fiir

die EM als auch die TERS.

4.1.1 EM-Substanzen und andere EM-Materialien

Es konnte gezeigt werden, dass einige der EM-gangigen Substanzen, wie das
Schwermetall PTA als Kontrastierungsmittel, weiterhin eingesetzt werden
konnen [200]. Andere Materialien waren jedoch ungeeignet fiir die Kopplung von
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TEM mit TERS, wie z.B. Pioloform, UA, PFA oder Kohle, weil diese entweder die
erforderliche thermische Stabilitit nicht aufwiesen oder in den relevanten
Spektralbereichen Raman-Banden zeigten [200]. Gerade im Hinblick auf das PFA
sollte jedoch ein anderes Substrat gefunden werden, mit dessen Hilfe es mdoglich ist,
die vermeintlich pathogenen Erreger zu inaktivieren. Hierfiir wiirde eine UV-
Inaktivierung der Probe eine Moglichkeit darstellen, welche vorrangig auf die
Nukleinsaure zielt und die Proteine und die Virushiille nicht verandert [214, 215]. Es
gdbe auch noch verschiedene andere Substanzen, wie z.B. Peressigsdure, die eine
Inaktivierung der Pathogene erlaubt und welche wegen der geringen Konzentration
kein Raman-Signal im Fernfeld liefern wiirde. Diese Substanzen miissten, im
Hinblick auf die verschiedenen Anspriiche von TEM und TERS, noch ausgetestet
werden. Ebenfalls ist es wichtig zu verifizieren, ob und inwieweit sich die
Bandenmuster dndern, wenn Partikel mit UV bestrahlt oder mit Saure behandelt
werden. Entscheidend sind auch die Dauer und die Konzentration der
physikalischen oder chemischen Noxen, bei welcher die Partikel inaktiviert werden,

aber dennoch ein einzigartiges Bandenmuster in der TERS aufweisen.

4.1.2 Silizium-basierte Grids

Da der Pioloform-Film nicht die, fiir die Positionierung der Spitze im fokussierten
Laserstrahl, erforderliche thermische Stabilitat aufwies, musste eine Alternative
gefunden werden. Diese Alternative sollte sowohl die Elektronentransparenz des
Pioloform-Films fiir die EM besitzen als auch gleichzeitig hitzestabil sein und keine
Raman-Banden im relevanten Spektralbereich haben. Da Silizium eine hohe
thermische  Stabilitdit, eine gute Warmeleitung sowie eine  geringe
Oberflachenrauigkeit besitzt, wurden drei verschieden befilmte Si-Grids als
Alternative fiir das Pioloform-Grid ausgetestet. Von den drei Filmen der Si-Grids,
zeigte das mit Siliziumnitrid befilmte Si-Grid (SiN-Grid) die geeigneteste

Elektronentransparenz (s. 3.1.2, Abb. 15). Bei den anderen beiden Si-Grids konnten
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im TEM kleine Verunreinigungen detektiert werden. Aufgrund dieser
Verunreinigungen konnten diese Grids, in der EM, nicht verwendet werden, da
durch die zusatzlichen Objekte, eine diagnostische Analyse von Erregern auf dem
Grid erschwert wird. Diese Verunreinigungen oder Defekte konnen bei den SiO»-
Grids durch Oxidierung von Silizium, wahrend des Herstellungsprozess entstehen.
Bei nicht pordsen Si-Grids kommt es wahrscheinlich zu einer ungleichmafsigen
Verteilung des Filmmaterials, so dass an einigen Stellen mehr Material aufgetragen
wird und diese Bereiche elektronendichter sind. Im Hinblick auf die
Kopplungsversuche wurden die Si-Grids auch mittels AFM und Raman auf ihre
Oberflachenrauigkeit und ihre Raman-Aktivitdt untersucht. Die SiOz- und die SiN-
Grids wiesen keine Raman-Aktivitat im biologisch relevanten Bereich von 400-
3000cm™ auf. Bei den n.p. Si-Grids konnte in der Raman-Spektroskopie eine Bande
bei ca. 520cm™ und eine Bande bei ca. 980cm™! detektiert werden, was eine Messung
von biologischen Proben in diesem Bereich erschweren wiirde. Ansonsten zeigten
alle drei Si-Grids bei der AFM-Messung geringe Oberflachenrauigkeit sowie die

erforderliche mechanische Stabilitat.

Im  Weiteren wurden die wunbehandelten Si-Grids auch auf ihre
Adhasionseigenschaften getestet (s. 3.1.3, Abb. 16). Zur Bestimmung der Adhasivitat
der Si-Grids wurde eine Polystyrolbead-Losung und eine ECTV-Losung verwendet.
Hierbei zeigte sich, dass sowohl die SiO:-Grids als auch die nicht pordsen Si-Grids
sehr schlechte adhasive Eigenschaften besitzen. Im Gegensatz dazu zeigten die
ebenfalls unbehandelten SiN-Grids anndhernd so gute adhéasive Eigenschaften, wie
die mit Alcianblau chemisch hydrophilisierten Pioloform-Grids. Daher war das SiN-
Grid von den drei Si-Grids fiir die Kopplung von TEM mit TERS am geeignetesten.
Die SiN-Grids zeigten sowohl im TEM die hochste Elektronentransparenz, als auch
kaum Raman-Aktivitdt und erwiesen sich nach den ersten Adhéasionsversuchen als
eine sehr gute Alternative zu den Pioloform-Grids. Des Weiteren bestachen die SiN-
Grids durch die Fahigkeit Plasma-gereinigt zu werden. Aufgrund der exzellenten

Hitzestabilitat (>1000°C) der SiN-Grids, war es moglich bei hohen Laserleistungen zu
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messen und sie waren chemisch trage, mit Riicksicht auf die Suspensionen, die bei
der Negativ-Kontrastierung eingesetzt werden [216]. Die vielversprechenden
Ergebnisse der hohen Adsorption von Partikeln auf den SiN-Grids konnen durch die
Fahigkeit des Materials erklart werden. Die meist iibliche Form von SiN ist die a-
und B-Form mit trigonaler oder hexagonaler Struktur [217]. Die SiN-Grids bestehen
aus Kristallen der B-Siliziumnitride in einer glatten gefrorenen Matrix, welche zu
einer hohen Bruchzadhigkeit beitragt [217]. Die Amino- (N-H) Gruppen des SiN
konnen das Wasser an der Oberflache adsorbieren, was dazu fiihren konnte, dass die
Hydrophilitat durch die Anlagerung der Wasseratome soweit gesteigert wird, dass
eine Adsorption von Partikeln auf den SiN-Grids ermdglicht wird. Dies konnte eine
Erklarung dafiir sein, warum die unbehandelten SiN-Grids eine bessere

Partikeladsorption aufweist, als die beiden anderen unbehandelten Si-Grids.

4.1.2.1 Optimierung durch Beglimmung der SiN-Grids

Die bereits akzeptable Partikeladsorption der SiN-Grids konnte, indem die
Oberflache der Grids mit negativer Ladung beglimmt wurden, noch gesteigert
werden (s. 3.1.4.1, Abb. 17). Im Vergleich zu dem Pioloform-Grid (2 min, 25mA), war
eine hohere Stromstdrke (35mA) und ldngere Beglimmungsdauer (4 min) bei den
SiN-Grids notig, um die Partikeladsorption um das 3-fache zu steigern. Die
Erhohung der Stromstarke und die Verlangerung der Beglimmungsdauer stellte aber
keinerlei Problem bei den SiN-Grids dar, da es auf der Oberflache keinen Kohlefilm,
wie z.B. bei den Pioloform-befilmten Grids gab. Bei dem Kohlefilm kommt es
wahrscheinlich, bei zu langer Beglimmungsdauer und/oder hoher Stromstarke, zu
Evaporation. Der Verlust eines Teils der Kohleschicht wiirde auch erkldaren warum es
bei den mit Kohle-befilmten Pioloform-Grids zu einer Reduktion der
Partikeladsorption kommt, wenn man die Stromstdarke oder die Dauer der
Beglimmung erhoht. Ohne die Kohleschicht verliert das Pioloform-befilmte Grid

seine Hydrophilitit und damit die Fahigkeit Partikel auf der Oberflache zu
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adsorbieren. Weiterhin sind die SiN-Grids, gegeniiber den Pioloform-Grids,
besonders hitzestabil und daher unempfindlich gegeniiber hohen Laserleistungen
[216]. Trotz der optimalen Adsorptionseigenschaften der Pioloform-Grids bei einer
Beglimmungsdauer von 2 min und einer Stromstdrke von 25mA, reicht es nicht an
die SiN-Grids nach Optimierung heran, da es aufgrund seiner Hitzeinstabilitat bei

der Beglimmung eingeschrankt ist.

Da die SiN-Grids bei einer Beglimmungsdauer von 4 min mit einer Stromstarke von
25mA sowie bei 2 min mit 35mA die hochste Partikeladsorption zeigten, diese jedoch
sehr hohe Schwankungen aufwies, wurden weitere Beglimmungsexperimente
(s.3.1.4.2, Abb. 18) durchgefiihrt. Hierbei konnte bei der Verringerung des Abstands
zwischen der Probe und der Kathode eine Steigerung der Partikeladsorption
detektiert werden. Ebenfalls zeigte die Reduzierung des Abstands eine homogene
Partikelverteilung, welche sich durch die Zunahme der elektrischen Feldstarke im
Raum zwischen Anode und Kathode erklart. Hierbei treffen mehr Ladungstrager auf
die Probe, so dass die ganze Probe eine homogenere negative Ladung erhdlt und die
Partikeladsorption durch Verringerung des Abstands gesteigert werden kann.
Anders verhilt es sich, wenn die Grids positiv beglimmt werden. Hierbei wird die
Kathode mit der Anode getauscht (s. 2.2.3.1, Abb. 13C). Die Probe befindet sich nun
in der Petrischale unmittelbar auf der Kathode. Die Elektronen die von der Kathode
Richtung Anode wandern, stoflen auf die Petrischale, womit die Polarisierung der
Oberflache der Grids geringer ist und sich weniger Partikel auf den Grids anlagern
konnen. Weiterhin herrscht nur ein geringer Anionenaustausch von der Anode zur
Kathode, so dass diese geringe Anzahl wahrscheinlich nicht fiir eine positive

Polarisierung der Grids ausreicht.
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4.1.2.2 Optimierung der Waschschritte der SiN-Grids

Nach  Abschluss des Beglimmungs-Experiments, zur Steigerung der
Adsorptionsfahigkeit ftir Partikel auf den SiN-Grids, wurden verschiedene
Waschschritte getestet, um eine optimale Losung zwischen Sauberkeit der SiN-Grids
und Anzahl an Partikeln auf den Grids zu erreichen (s. 3.1.4.3, Abb. 19). Dabei stellte
sich heraus, dass die Polaritit der SiN-Grids sehr stark sein musste, da auch nach
mehreren Waschschritten kaum eine Veranderung der Partikeladsorption auf den
Grids feststellbar war. Es zeigte sich lediglich eine hohere Verunreinigungsrate,
wenn die Grids nur einmal mit A.bidest. gewaschen wurden. Daher muss bei den
Grids zwischen Sauberkeit und Waschdauer abgewogen werden. Die
Partikeladsorption der SiN-Grids ist durch die Beglimmung, anders als bei den
Pioloform-Grids [5], sehr stabil und stark, da auch nach vier bis fiinf Waschschritten
kaum Partikel verloren gehen. Daher konnen bei den SiN-Grids vier Waschschritte
verwendet werden, ohne einen signifikanten Verlust von Partikeln befiirchten zu

mussen.

4.1.2.3 Optimierung der Inkubationsdauer der SiN-Grids

Die Inkubationdauer der Partikelsuspension auf den SiN-Grids spielt eine
entscheidende Rolle in der Diagnostik. Hierbei kommt es darauf an, dass moglichst
alle Partikel in der Probe innerhalb kiirzester Zeit auf den Grids adharieren. Laue et
al. [5] zeigten in ihrer Publikation, dass die Partikel mit steigender Inkubationsdauer
auf den Pioloform-Grids adhdrieren. Bei der Bestimmung der optimalen
Inkubationsdauer der Partikeladsorption auf die SiN-Grids zeigte sich ebenfalls eine
Verdopplung der Partikeladsorption bei Steigerung der Inkubationsdauer von 5 min
auf 10 min und eine abermalige Verdopplung bei Steigerung der Inkubationsdauer
von 10 min auf 20 min (s. 3.1.4.4, Abb. 20). Anders, als bei den Pioloform-Grids [5],

zeigen die SiN-Grids keine Verdopplung oder eine Steigerung der Partikeladsorption
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bei Erhohung der Inkubationszeit von 1 min auf 5 min. Dies zeigt die hohe
Adsorptionsstarke der SiN-Grids nach Beglimmung bei einer Inkubationsdauer von
nur 1 min. Weiterhin ist nach 30 miniitiger Inkubationsdauer keine Steigerung der
Partikel auf den SiN-Grids festzustellen. Dies konnte ein Hinweis auf eine Sattigung
der Grids, bereits nach einer relativ kurzen Inkuabitonsdauer, sein oder aber fiir eine
Steigerung der Partikelanzahl miisste eine noch langere Inkubationsdauer gewahlt
werden, welches aber unter dem Aspekt der schnellen diagnostischen Aufklarung
nicht akzeptabel ist. Zusammenfassend ist eine Inkubationszeit von 10-20 min
vollkommen ausreichend, um noch eine schnelle diagnostische Detektion zu
ermoglichen und trotzdem moglichst viele Partikel, in der Probe, auf den SiN-Grids

zu binden.

Nach allen Optimierungen des SiN-Grids, konnte die ideale Praparation fiir das
Negativ-Kontrastverfahren fiir die TEM detektiert werden. Dazu werden die SiN-
Grids mit einer Stromstirke von 35mA fiir 4 min, mit verringertem Abstand zur
Kathode, negativ beglimmt. Anschlieflend werden die Grids fiir 10-20 min mit der
Probensuspension inkubiert und bis zu viermal mit A.bidest. gewaschen. Die Grids

werden mit 0,5% PTA kontrastiert und kénnen dann mittels EM analysiert werden.

4.1.3 TERS-Spektrum

Nach erfolgreicher Optimierung der Propenpraparation auf den SiN-Grids, sollte
abschliefSend ein Nachweis, fiir die Verwendbarkeit im TERS, erbracht werden.
Hierfiir wurden die SiN-Grids mit einer Pockensuspension inkubiert. Mit Hilfe der
TEM sollten Partikel detektiert und anschliefSend mittels AFM re-lokalisiert werden,
um ein TERS-Spektrum von diesen Partikeln aufzunehmen (s. 3.1.5, Abb. 21). Es
konnten bereits einige TERS-Spektren von Viruspartikeln aufgenommen werden [22,
24]. Ein TERS-Spektrum von Partikeln aufzunehmen, welche vorher mittels TEM

detektiert und lokalisiert wurden, konnte bisher jedoch noch nicht gezeigt werden.
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Die beiden Messungen die neben den Partikeln erfolgten (s. Abb. 21c, oranges und
griines Spektrum), stellen wahrscheinlich das TERS-Spektrum von PTA dar. Hierbei
konnte es sich auch um Salz handeln. Da die Amidbande und die CH>-Bande im
Spektrum fehlen, kann jedoch davon ausgegangen werden, dass es sich hierbei um
etwas nicht-biologisches handelt. In den Spektren, die auf den Partikeln
aufgenommen wurden (s. Abb. 21c-d, blaues und rotes Spektrum), sind diese beiden
Banden deutlich zu erkennen. Wahrscheinlich stellen die beiden Messungen auf den
Partikeln die Mischspektren von PTA und den Partikeln dar. Wenn auch kein reines
Pocken-TERS-Spektrum aufgenommen werden konnte, so konnte dieses Experiment
dennoch zeigen, dass eine Lokalisation von Partikeln im TEM, mit anschliefSender
Re-Lokalisation im AFM und Erstellen eines TERS-Spektrums durchaus moglich ist.
Weiterhin sollte das rekonstruierte HERV-K113 im TEM detektiert und im AFM re-
lokalisiert werden, um ein TERS-Spektrum eines Retrovirus zu erstellen. Aufgrund
der geringen Partikelstabilitat im TEM konnten jedoch keine Spektren der Retroviren

aufgenommen werden.

Die grofse Problematik an der Kopplung von TEM mit TERS ist die Kontrastierung
und die Re-Lokalisation der Partikel mittels AFM. Fiir das Problem der Re-
Lokalisierung konnte es helfen, wenn neben den Grid-Fenstern kleine Zahlen oder
Buchstaben eingedtzt werden, wie es sie bei einigen Kupfer-Grids gibt, so dass eine
Orientierung im TEM und spdater im AFM moglich ist. Im Hinblick auf die
Kontrastierung, miisste eine Mdglichkeit gefunden werden, die storende PTA-
Schicht, die sich oftmals tiber das gesamte Partikel legt, entweder durch andere
Kontrastierungsmittel zu ersetzen oder die PTA-Konzentration noch weiter zu

reduzieren.

Im Hinblick auf das grofie Potential welches hinter der Kombination dieser beiden
Techniken steckt, sollte in Zukunft weiter an diesem Thema gearbeitet werden und
diese Methode nicht nur Anwendung im Bereich der schnelleren und spezifischeren

Identifikation von bioterroristischen Agenzien finden, sondern auch weiter zur
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Untersuchung verschiedener Viren, wie z.B. den HIV oder HERV-K113 Retroviren
genutzt werden. So konnten eventuell virale HERV-K-Partikel, welche in
verschiedenen humanen Tumoren gefunden wurden, mittels TERS-Spektrum
spezifisch identifiziert werden und helfen Therapiemoglichkeiten zu entwickeln.
Ebenfalls konnten spezifische TERS-Spektren von Viren helfen, die biochemischen
Eigenschaften der Proteine auf der Oberflache der Viren spezifisch zu identifizieren
und somit eventuell eine Moglichkeit liefern, &dhnliche biochemische
Zusammensetzungen der Viren auf mogliche Gemeinsamkeiten der Viren zu

untersuchen, in Bezug auf Rezeptoren, Entry und Inhibitoren.

117



4.2 Charakterisierung und Infektionsstudien des

HERV-K113

Die Untersuchungen am HERV-K113 zeigten keine messbare Replikation trotz
Revertierung der 25 nicht synonymen postinsertionalen Mutationen (Dissertation,
Nadine Beimforde). Des Weiteren konnte eine um 2-log-Stufen geringere Infektiositat
von mit EnvAC pseudotypisiertem HERV-K113 nachgewiesen werden, als bei einem
SHIV-Konstrukt mit demselben Oberflachenprotein (Dissertation, Philipp Kramer,
s.1.2.5.1, Abb. 11). Aus den vorangegangenen Arbeiten konnten daher zwei
Annahmen gezogen werden. Die erste Annahme war, dass die 17 synonymen
Mutationen auf DNA- und RNA-Ebene einwirken und damit regulatorische Prozesse
beeinflussen konnten. Die andere Annahme beinhaltete, dass es zu einer Inhibition
von HERV-K113, zwischen dem Eintritt in die Wirtszelle und der Expression der

Proteine (Post-Entry-Pra-Expressions-Inhibition), kommt.

4.2.1 Die Rolle der synonymen Mutationen in HERV-K113

Ein originaler Molekularklon von HERV-K113 mit seinen 17 synonymen und 25 nicht
synonymen Mutationen konnte mittels Sequenzen-Vergleich von verschiedenen
HERV-K-Elementen ermittelt werden. Die Revertierung der HERV-K113-Sequenz,
welche durch Turner et al. [79] in einer BAC-Bibliothek gefunden wurde, fiihrte zu
einer originalen HERV-K113-Sequenz, wie sie wahrscheinlich zum Zeitpunkt der
Integration vorlag. Die Experimente zur Untersuchung der Proteinexpression, RT-
Aktivitat, Virusstruktur und Viruspartikelbildung (s. 3.2.2, Abb. 23-25) ergaben keine
Unterschiede zwischen dem ori HERV-K113-Molekularklon mit den 25 nicht
synonymen Mutationen und dem ori_st HERV-K113-Molekularklon mit allen
revertierten postinsertionalen Mutationen. Lediglich die CMV-Variante zeigte eine

dreimal hohere Expression und RT-Aktivitat. Anschliefend wurden mit dem
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CMVRUS5 ori_st HERV-K113, Replikationsexperimente durchgefiihrt (s. 3.2.3,
Abb. 26). Bei diesen Experimenten konnte trotz allem keine messbare RT-Aktivitat
tiir CMVRUS ori_st HERV-K113 nachgewiesen werden. Damit zeigte sich, dass die
17 synonymen Mutationen keine Verbesserung der RT-Aktivitit bewirkten, keine
Steigerung der Virusexpression zeigten und morphologisch auch keinen Unterschied
zum ori HERV-K113 aufwiesen. Dementsprechend mussten andere Griinde fiir die
nicht messbare Replikation und die extrem geringe Infektiositdt des
pseudotypisierten HERV-K113 verantwortlich sein. Resultierend aus diesen
Ergebnissen wurden Infektionsstudien durchgefiihrt, um eine mogliche Post-Entry-
Pra-Expressions-Inhibition (P-E-P-E-Inhibition) von HERV-K113 zu beweisen oder

zu widerlegen.

4.2.2 Post-Entry-Pra-Expressions-Inhibition von HERV-K113

Hierfiir wurden verschiede humane und tierische Zelllinien, welche sich in den
Tropismusstudien als besonders permissiv gegeniiber dem Env von HERV-K113
gezeigt hatten, untersucht. Mit Hilfe zweier Reporterkonstrukte von HERV-K113
sollte so gezeigt werden, ob es nach Infektion mit HERV-K113 zu einer P-E-P-E-
Inhibition kommt. Fiir eine Absittigung einer moglichen Inhibition wurden
HERV-K113 verwendet, welche ein EGFP-Gen, anstelle des env-Gens, trugen. Das
zweite Reporterkonstrukt, welches ein Luziferase-Gen, anstelle des env-Gens, trug,
diente zur Messung der Inhibiton von HERV-K113. Kam es zu einer Inhibition von
HERV-K113, zeigte sich dies durch den Anstieg der Luziferase-Aktivitat bei Co-

Infektion der Zellen mit oriLuzi- und oriEGFP-Viren.

Es wurde, mit Ausnahme der LNCaP-Zelllinie, fiir alle getesteten Zelllinien ein
Anstieg der Luziferase-Aktivitit bei Co-Infektion mit oriLuzi/EnvAC- und
oriEGFP/EnvVSV-G-Viren detektiert (s. 3.2.4.1 Abb. 28 und 3.2.4.2, Abb. 29).

Zusatzlich  bewirkte eine Co-Infektion mit  oriLuzi/EnvVSV-G- und
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oriEGFP/EnvVSV-G-Viren in CrFK-, HEK 293T und LNCaP-Zellen ebenfalls einen
Anstieg der Luziferase-Aktivitdt. Anscheinend werden die Viren, zwischen dem
Eintritt in die Zelle und der Proteinexpression, durch einen oder mehrere
verschiedene Inhibitor/en abgefangen. Durch eine Co-Infektion mit den
oriEGFP/EnvVSV-Viren konnte die Inhibition partiell abgesattigt werden, so dass
eine hohere Luziferase-Aktivitdt in den Zellen detektiert wurde. Die Steigerung bei
CrFK- und HEK 293T-Zellen war ca. 12-24x hoher, als in den anderen Zelllinien bei
Co-Infektion mit oriLuzi/EnvAC- und oriEGFP/EnvVSV-G-Viren. In diesen beiden
Zelllinien zeigte sich somit ein sehr deutlicher Anstieg der Luziferase-Aktivitit, was
auf eine P-E-P-E-Inhibition schlieffen ldsst. In den anderen Zelllinien zeigte sich bei
Co-Infektion mit oriLuzi/EnvAC- und oriEGFP/EnvVSV-G-Viren nur eine 1,9-3,3-
fache Erhohung und damit kaum ein Anstieg der Luziferase-Aktivitat, im Vergleich
zu der Infektion mit oriLuzi/EnvAC-Viren alleine. Bei Infektion mit oriLuzi/EnvVSV-
G-Viren konnte in humanen HEK 293T-Zellen, LNCaP-Zellen und felinen CrFK-
Zellen eine Steigerung der Luziferase-Aktivitat durch Co-Infektion mit oriLuzi- und
oriEGFP/EnvVSV-Viren erzielt werden. Dieser Anstieg konnte jedoch nur um das
ca. 1,4-2,3-fache gesteigert werden. Bei den Zelllinien Cf2Th, Huh7 und DU 145
konnte keine Erhohung der Luziferase-Aktivitdt detektiert werden. Ausgehend
davon, dass ein moglicher Inhibitor nicht in allen Zellen gleichmaflig exprimiert
wird, ist die Konzentration an Inhibitor in CrFK- und HEK 293T-Zellen sehr hoch, im
Gegensatz zu der Konzentration in den Zelllinien Cf2Th, Huh7 und DU 145. Bei
einer geringen Konzentration an Inhibitor reichen anscheinend oriLuzi-Viren alleine
bzw. die Co-Infektion mit der 10-fachen Menge an oriEGFP/EnvVSV-G-Viren, um
den Inhibitor abzusattigen. Ist die Konzentration des Inhibitors jedoch sehr hoch,
erzielt die Absdttigung durch oriEGFP-Viren eine grofiere Steigerung der
Luziferase-Aktivitdt, als bei einer geringeren Menge an Inhibitor. Eine mogliche
Erklarung fiir die grofie Steigerung der Luziferase-Aktivitat bei Co-Infektion mit

oriLuzi/EnvAC- und oriEGFP/EnvVSV-G-Viren, im Verhaltnis zu einer eher geringen
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Steigerung bei Co-Infektion mit oriLuzi/EnvVSV-G- und oriEGFP/EnvVSV-G-Viren
in den CrFK- und HEK 293T-Zellen, konnte an den unterschiedlich mit Env
pseudotypisierten Viren liegen. Die oriEGFP-Viren, welche zur Absittigung
verwendet wurden, trugen alle ein EnvVSV-G. Die oriLuzi-Viren wurden entweder
mit EnvAC oder EnvVSV-G pseudotypisiert. Bei den Infektionsversuchen wurden
die Zellen gleichzeitig mit oriLuzi- und oriEGFP-Viren infiziert. Die Luziferase-
Aktivitat der Zellen, welche mit oriLuzi/EnvVSV-G-Viren alleine infiziert wurden,
war in CrFK-Zellen 59,6x, in Cf2Th-Zellen 71,8x, in HEK 293T Zellen 52,6x, in Huh7-
Zellen 49,5x, in LNCaP-Zellen 8x und in DU 145-Zellen 9,2x hoher, als bei einer
Infektion mit oriLuzi/EnvAC-Viren alleine. Da die mit EnvVSV-G pseudotypisierten
Viren dementsprechend eine hohere Infektiositat der Viren besitzen (s. 1.2.5.1, Abb.
11), dringen wahrscheinlich oriEGFP/EnvVSV-G-Viren besser in die Zellen ein und
konnen so einen moglichen Inhibitor absattigen, bevor oriLuzi/EnvAC-Viren in die
Zelle gelangen. Bei gleichen EnvVSV-G Glykoprotein der Reporterviren, oriLuzi und
oriEGFP, zeigte sich daher auch nur ein geringer Anstieg der Luziferase-Aktivitat.
Beide Viren konnen die Zellen gleich gut infizieren und dringen wahrscheinlich
gleichzeitig in die Zellen, so dass der Inhibitor, die Viren zu gleichen Teilen abfangt.
Ein weiterer Grund fiir die grofie Steigerung bei Co-Infektion mit oriLuzi/EnvAC und
oriEGFP/EnvVSV-G-Viren konnte ein gemeinsamer Rezeptor sein, um welchen die
beiden Glykoproteine konkurrieren. Dahingehend miisste abgeklart werden, ob der
von VSV-G genutzte Rezeptor, wobei es sich um den low density lipoprotein receptor
(LDLR) handelt [218], ebenfalls als Rezeptor fiir das Env von HERV-K113 dient.
Zusammenfassend ist eine P-E-P-E-Inhibition in verschiedenen humanen und
tierischen Zelllinien zu sehen. In einigen Zelllinien wird anscheinend mehr Inhibitor
exprimiert als in anderen Zelllinien. Daher ist die Inhibition wahrscheinlich

zelltypabhangig.

Die moglichen Restriktionsfaktoren, welche fiir eine P-E-P-E-Inhibition in Frage

kommen, sind unter anderem APOBEC3G, TRIM5a, SAMHD1 und TREX1. Eine
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P-E-P-E-Inhibition von HERV-K113 wird mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht durch
APOBEC3G verursacht, da alle Pseudotypen in HEK 293T-Zellen hergestellt wurden
und diese Zellen nicht iiber APOBEC3G (A3G) verfiigen [134]. Uber eine Inhibition
von HERV-K113 durch TRIM5a ist bisher noch nichts bekannt. Lee und Bieniasz
konnten zwar zeigen, dass ein synthetisch rekonstituiertes HERV-Kcon nicht durch
hu TRIM5a bzw. rh TRIM5a inhibiert wird [123] und TRIM5a auch keine Inhibition
bei einigen y-Retroviren und dem lentiviralen HIV verursacht [207]. Das hu und rh
TRIM5a konnen jedoch das zu den y-Retroviren gehdrende N-MLV sowie das
lentivirale EIAV inhibieren [183, 184, 208]. Weiterhin ist fiir rh TRIM5a ebenfalls
beschrieben, dass es HIV-1-Infektionen einschranken kann [219, 220]. Demnach ist es
durchaus moglich das HERV-K113 durch TRIM5a inhibiert wird. Eine zusatzliche
Inhibition durch SAMHD1 oder TREX1 ist ebenfalls moglich, da in HEK 293T- und
Huh7-Zellen SAMHD1 und in den beiden Prostata-Zelllinien TREX1 exprimiert wird
(Tab. 28).

Tab. 28) Expression von Restriktionsfaktoren in den getesteten Zellen

Zellen APOBEC3F (A3F) APOBEC3G (A3G) TRIM5a SAMHD1 TREX1
HEK 293T + - + + -
Niere [223] [134] (s. Ergebnisteil) [145] (**)
Huh?7 + - + + -
Leber [224] [224] (s. Ergebnisteil) (*) (**)
LNCaP + - + - +
Prostata [223] [223] (s. Ergebnisteil) (*) (**)
DU 145 - - + . +
Prostata [223] [223] (s. Ergebnisteil) (*) (**)
CrFK + (felines APOBEC3C (feA3C), feA3H, feA3CH) + o o
Niere [221, 222] (s. Ergebnisteil)

Cf2Th o o + o o
Thymus (s. Ergebnisteil)

- negative; + positiv; o keine Angaben
*SAMHD1 Protein Expression data from MOPED and PaxDb (http://www.genecards.org/cgibin/carddisp.pl?gene=SAMHD1)
**TREX1 Protein Expression data from MOPED and PaxDb (http://www.genecards.org/cgibin/carddisp.pl?gene=TREX1&search=TREX1)
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Eine P-E-P-E-Inhibition von HERV-K113 durch A3G ist eher unwahrscheinlich,
zumal auch in den anderen humanen Zelllinien kein A3G exprimiert wird, so dass
die Zellen auf zelleigenes TRIM5« (s. 3.2.5, Abb. 30) untersucht wurden. Das humane
volllangen TRIM5a konnte, wie erwartet, mit einer Grofie von ca. 57kDa detektiert
werden. Weiterhin waren Produkte mit einer Grofse von ca. 43, 40 und 17kDa auf
dem Western Blot zu detektieren. Da der kommerziell erhaltliche hu
TRIM5a-Antikorper an einer Region kurz vor der SPRY-Domaéne bindet, wird es sich
vermutlich bei dem ca.17kDa grofien Produkt um die SPRY-Domédne handeln,
welches sich am C-Terminus des hu TRIM5« befindet. Die beiden anderen ca. 43 und
40kDa groflen Fragmente, werden wahrscheinlich Spleifivarianten des TRIM5a sein
[166]. In den Western Blots lassen sich, in allen getesteten Zellen, TRIM5a sowie
Spleifsvarianten von TRIM5a nachweisen. Sowohl die Spleifivarianten von TRIM5q¢,
als auch TRIMb5a selber werden in den Zellen anscheinend unterschiedlich stark
exprimiert. So ist auffdllig, dass in DU 145-Zellen eine grofie Menge an volllangen
TRIM5a, aber auch zwei Spleifsivarianten gebildet werden. Wohingegen das
Fragment der SPRY-Domaéane, im Western Blot kaum nachweisbar ist. Diese
Spleifivarianten konnen die Ursache sein, warum in den DU 145 nur eine geringe
Steigerung der Luziferase-Aktivitit bei den Co-Infektionsversuchen gemessen
wurde. Battivelli et al. [166] konnten zeigen, dass die mRNA, welche fiir TRIM5«x
kodiert, nur 50% aller TRIM5 Transkripte in den humanen Zelllinien, CD4+ T-Zellen
und Markrophagen ausmacht. Weiterhin konnten sie zeigen, dass die restlichen
Transkripte fiir alternative Spleifivarianten von TRIMb5a kodieren und diese
Spleifivarianten einen dominant-negativen Einfluss auf die Aktivitit von TRIMb5«a
haben. Insbesondere die Varianten TRIM5y, TRIM55, TRIM5t und TRIM5k haben
diesen Effekt. In HEK 293T-Zellen werden die ca. 40 und 17kDa grofien Fragmente in
etwa gleich stark exprimiert. Erst nach langerer Exposition des Western Blots konnen
das ca.43kDa grofse Fragment und das volllangen TRIMb5«a detektiert werden.

Moglicherweise ist das ca. 43kDa Fragment entscheidend bei der Inhibition des
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volllaingen TRIM5a in humanen Zelllinien, so dass in den Zellen geniigend Inhibitor
exprimiert wird, welcher HERV-K113 beeinflusst. In Huh7-Zellen wurden, dhnlich
wie in HEK 293T-Zellen, die ca. 40 und 17kDa Fragmente gleich stark exprimiert. Das
volllingen TRIM5a wurde in Huh7-Zellen jedoch stdarker produziert, als in
HEK 293T-Zellen und nur das ca. 43kDa grofse Fragment ist schwécher exprimiert. In
diesen Zellen zeigte sich jedoch, anders als in HEK 293T-Zellen, bei den Co-
Infektionsversuchen nur eine leichte Steigerung der Luziferase-Aktivitat und damit
die Wahrscheinlichkeit fiir eine geringe Expression eines Inhibitors. Moglicherweise
spielt hier noch ein weiterer Inhibitor eine Rolle. In humanen LNCaP-Zellen konnte,
auch nach langer Exposition des Western Blots, kein weiteres Fragment detektiert
werden, aufier das volllingen TRIM5a. Dies korreliert mit den Daten aus den Co-
Infektionsversuchen, wo eine grofie Steigerung der Luziferase-Aktivitdt gemessen
werden konnte, was fiir einen ausreichend exprimierten Inhibitor in diesen Zellen
spricht. Bei den beiden tierischen Zelllinien korreliert die Expression ebenfalls mit
den Daten aus den Co-Infektionsexperimenten. In CrFK-Zellen wurde viel
volllangen TRIM5a und wenig Spleifivarianten gebildet. Dies unterstiitzt die
Hypothese, dass in diesen Zellen ausreichend Inhibitor exprimiert wird wodurch die
grofse Steigerung der Luziferase-Aktivitdt bei Co-Infektion in CrFK-Zellen zustande
kommt. In Cf2Th-Zellen konnte im Western Blot nur wenig volllingen TRIM5a, im
Verhiéltnis zu den Spleifsvarianten, detektiert werden. Dies belegt die Hypothese,
dass in diesen Zellen wenig Inhibitor exprimiert wird. Das anscheinend in geringen
Mengen exprimierte volllingen TRIM5a, kann durch die Spleifsvarianten noch
zusatzlich inhibiert werden. Da alle Zellen TRIM5a produzierten, wurden sie
anschlieffend mit rh oder hu TRIM5« transfiziert und mit oriLuzi/EnvVSV-G-Viren
infiziert. Bei Infektion von HEK 293T-Zellen mit oriLuzi/EnvVSV-G-Viren konnte
kaum eine Verringerung der Luziferase-Aktivitit durch Uberexpression von hu bzw.
rh TRIM5«a erzielt werden. Weiterhin wurden mehrere verschiedene V5-getagte

Fragmente von hu TRIM5a in HEK 293T-Zellen gebildet, so dass zusétzlich zu dem
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erwarteten ca.57 kDa grofien volllaingen TRIM5a noch drei weitere TRIMba-
Fragmente im Western Blot detektiert werden konnten. Bei Zugabe des rh TRIM5a
konnten ebenfalls noch zwei weitere TRIMb5a-Fragmente, zusitzlich zu dem
volllangen TRIM5a, detektiert werden. In HEK 293T-Zellen wurden viele TRIM5a-
Fragmente gebildet (s. Abb. 30), welche das volllaingen TRIM5« inhibieren konnten
[166]. Die Vermutung liegt nahe, dass es in HEK 293T-Zellen einen weiteren Inhibitor
geben konnte, welcher HERV-K113 inhibiert. Eine andere Moglichkeit ware, dass in
den Zellen geniigend TRIM5a gebildet wird und eine Uberexpression mit hu bzw. rh
TRIM5a keinen weiteren Einfluss auf die Inhibitionsstarke hat. Bei humanen LNCaP-
Zellen bewirkte eine Uberexpression von TRIM5aq, keine signifikante Abnahme der
Infektiositait von HERV-K113. Die Co-Infektionsversuche zeigten, dass in
LNCaP-Zellen vermutlich eine sehr hohe Konzentration an Inhibitor exprimiert wird,
da die Steigerung der Luziferase-Aktivitdt in den Co-Infektionsversuchen sehr grofs
war. Moglicherweise wird in diesen Zellen ebenfalls wie in HEK 293T-Zellen
geniigend TRIM5a exprimiert, so dass eine Uberexpression keinen Einfluss auf den
Inhibitionsprozess hat. Eine Inhibition von HERV-K113 durch TRIM5a in
LNCaP-Zellen sollte somit nicht ausgeschlossen werden. Eine Uberexpression von
hu bzw. rh TRIM5a in humanen DU 145-Zellen zeigte keine Wirkung auf HERV-
K113. Wie bei den Co-Infektionsstudien gezeigt werden konnte, weisen diese Zellen
anscheinend nur geringe Konzentrationen des Inhibitors auf. Diese Zellen zeigten
jedoch ebenfalls, dass sie sehr grofle Menge an Spleifivarianten von TRIMb5a
exprimierten, welche TRIM5a inhibieren konnten. Dies konnte ein Hinweis darauf
sein, dass TRIM5a eventuell am Inhibitionsprozess von HERV-K113 beteiligt ist, die
Moglichkeit eines weiteren Inhibitors kann jedoch nicht ausgeschlossen werden.
Anders als bei HEK 293T-, LNCal’- und DU 145-Zellen wirkte transfiziertes hu oder
rh TRIM 5a in Cf2Th- und Huh7-Zellen signifikant inhibiertend auf HERV-K113. Bei
einer Uberexpression von hu oder rth TRIM5a in humanen Huh7-Zellen und in

caninen Cf2Th-Zellen zeigte sich eine signifikante Abnahme der Luziferase-Aktivitat.
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Beide Zelllinien zeigten in den Inhibitionsversuchen nur eine geringe Steigerung der
Luziferase-Aktivitdt bei Co-Infektion mit oriLuzi/EnvAC- und oriEGFP/EnvVSV-G-
Viren, was auf eine geringe Konzentration an Inhibitor schlieffen ldsst. Wurde
TRIMb5a tiberexprimiert, werden in den Zellen mehr TRIMS5a-Proteine gebildet,
welches die oriLuzi-Viren inhibieren konnen. Im Western Blot zeigte sich in diesen
Zellen fiir das transfizierte TRIM5a ebenfalls keine oder nur wenig SpleifSvarianten.
Dementsprechend wird das volllangen TRIM5a wahrscheinlich auch nicht durch
Spleifsvarianten inhibiert. Ein erstaunliches Ergebnis zeigten feline CrFK-Zellen. Hier
konnte eine signifikante Steigerung der Luziferase-Aktivitit bei Uberexpression von
hu bzw. rh TRIM5a detektiert werden (s. 3.2.5 Abb. 32). In der Literatur wird von
einer Inhibition des urspriinglichen TRIM5a-Proteins durch mutierte oder verkiirzte
TRIMb5a-Varianten gesprochen [166, 225]. Mit Transfektion von rh oder hu TRIM5a
konnte die Funktionalitdt von felinen TRIM5«a eingeschrankt bzw. inhibiert werden,
so dass es zu einer signifikanten Steigerung von HERV-K113-Viren in den Zellen
kommt. Im Western Blot (Abb. 32) konnten sehr viele Spleifsvarianten bei CrFk-
Zellen detektieren werden. Dementsprechend besteht die Moglichkeit, dass es in
CrFK-Zellen, durch Uberexpression mit hu bzw. rh TRIM5a, zu einer Steigerung der
Luziferase-Aktivitat kommt, da anscheinend das hu und rh TRIM5a einen dominant-
negativen Einfluss auf das zelluldre feline TRIMS5«a besitzen [166, 225] und
inhibierend auf dieses wirken. In der Literatur konnte auflerdem gezeigt werden,
dass aus verschiedenen Wirten stammendes TRIM5a unterschiedlich auf Viren
reagiert. Das rh TRIM5a kann z.B. FIV, EIAV sowie HIV-1 [183] inhibieren, wahrend
das TRIMb5a der afrikanischen griinen Meerkatzen (AGM) sowohl HIV-1, SIVmac, N-
MLV als auch EIAV inhibieren konnen [226]. Ebenso erstaunlich ist, dass auch das
TRIMb5a aus Kithen die HIV-1, HIV-2, SIVmac und N-MLYV inhibieren kann [227, 228].
So zeigt das feline TRIM5a anscheinend eine Inhibition gegen HERV-K113 und wird
durch Zugabe von hu bzw. rh TRIMb5a inhibiert, so dass es zu einer Steigerung der

Luziferase-Aktivitat kommt.
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Zusammenfassend konnte in allen Zelllinien eine P-E-P-E-Inhibition detektiert
werden. In einigen Zellen war diese Inhibition schwacher ausgepragt (Cf2Th-,
DU 145- und Huh7-Zellen), als in anderen (CrFK-, HEK 293T- und LNCaP-Zellen).
Dabei konnte kein Hinweis gefunden werden, dass der Inhibitor nur in einer
bestimmten Zelllinie vorkommt. Nach Uberexpression mit hu oder rh TRIM5a zeigte
sich in den Zellen, welche anscheinend wenig Inhibitor besafien (Cf2Th- und Huh7-
Zellen), eine Reduzierung der Luziferase-Aktivitit, was auf eine Beteiligung von
TRIM5a am Inhibitionsprozess schliefsen lasst. Fiir die Zellen welche anscheinend
ausreichend Inhibitor exprimierten (HEK 293T- und LNCaP-Zellen), konnte keine
signifikante Reduzierung der Luziferase-Aktivitit gemessen werden, was entweder
bedeutet, dass ausreichend Inhibitor in den Zellen produziert wird und eine
Uberexpression von TRIMb5a keinen Unterschied bei der Inhibition macht, oder dass
ein weiterer Inhibitor in diesen Zellen fiir die Inhibition von HERV-K113
mitverantwortlich ist. Bei felinen CrFK-Zellen bewirkte die Uberexpression von hu
bzw. rh TRIM5a sogar eine signifikante Steigerung der Luziferase-Aktivitat. Somit
kann TRIMb5a durchaus dafiir verantwortlich sein, dass es in den humanen und
tierischen Zellen zu einer P-E-P-E-Inhibition von HERV-K113 kommt. Ein weiterer
Inhibitor kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. FEine Erhchung von
oriEGFP-Viren, im Verhaltnis von 1:1000 und 1:10000, sowie ein Stilllegung von
TRIM5a durch siRNAs oder shRNAs konnte eine Inhibition von HERV-K113 durch
TRIMb5a bestatigen. Des Weiteren konnte auch ein anderes zelluldres Protein bzw.
die Kombination eines anderen Proteins mit TRIM5a fiir die Inhibition von HERV-
K113 verantwortlich sein. Moglicherweise sind ein Zusammenspiel aus Enzymen,
welches fiir die verschiedenen Fragmente von TRIMb5a verantwortlich ist, sowie
eines oder mehrere zelluldre Proteine von entscheidender Bedeutung bei der
Inhibition von HERV-K113. Perez-Caballero et al. [207] zeigten, dass TRIM5a nicht
an der Restriktion von HIV beteiligt war. Ebenso Lee und Bieniasz konnten keine

Inhibition eines synthetisch rekonstituiertes HERV-Kwn durch hu TRIM5a bzw. rh
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TRIM5a detektieren [123]. Weiterhin konnte auch bei einigen y-Retroviren keine
Inhibition durch TRIM5a festgestellt werden [207]. Mit den Ergebnissen dieser
Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass TRIM5a anscheinend einen Einfluss auf
HERV-K113 besitzt, welches mit oder ohne Beteiligung anderer Proteine eine

P-E-P-E-Inhibition von HERV-K113 bewirkt.

Im Weiteren wurden verschiedene akzessorische Proteine in CrFK, Cf2Th- und
HEK 293T-Zellen transfiziert und anschliefend wurden die Zellen mit
oriLuzi/EnvVSV-G-Viren infiziert, um eine mogliche P-E-P-E-Inhibition von
HERV-K113 durch deren Antagonisten zu tiberpriifen. Fiir diesen Versuch wurden
Vpx-Proteine (HIV, SIVmac), welche mit SAMHDI interagieren [143, 160], Vif-Proteine
(HIV), welche die Wirkung von APOBEC3G inhibieren [153] und Bet-Proteine (PFV),
welche ebenfalls gegen APOBEC3 gerichtet sind [222] verwendet. Mit keinem dieser
akzessorischen Proteine konnte eine signifikante Steigerung der Infektidsitat von
HERV-K113 erzielt werden. Das Vpx-Protein zeigte nur in humanen HEK 293T- und
caninen Cf2Th-Zellen einen leichten Anstieg der Infektigsitat. In CrFK-Zellen konnte
kein Effekt durch Vpx erzielt werden. Die beiden Proteine gegen APOBEC3 zeigten,
in allen drei getesteten Zelllinien, einen leichten Anstieg der Luziferase-Aktivitat,
jedoch ist der Einfluss nicht signifikant. Ob eine P-E-P-E-Inhibition von HERV-K113
durch SAMHD1, APOBEC3 oder eines anderen zelluldren Proteins vorliegt, sollte
weiter untersucht werden. Ebenfalls waren Untersuchungen mit einer grofieren
Anzahl an Zelllinien erforderlich, um noch weitere Daten zu generieren, welche die

Moglichkeit liefern konnten den Inhibitor von HERV-K113 zu identifizieren.

Zusammenfassend gelang die Herstellung eines originalen
HERV-K113-Molekularklons, namens ori_st HERV-K113, in welchem alle
synonymen und nicht synonymen postinsertionalen Mutationen revertiert wurden.
Es konnte gezeigt werden, dass die synonymen postinsertionalen Mutationen
anscheinend keinen Einfluss auf die Morphologie, RT-Aktivitit oder

Proteinexpression haben. Ebenso zeigte die Revertierung der synonymen Mutationen
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auch keine Verbesserung der Replikation, im Vergleich zum oriHERV-K113. Durch
die Vorversuche (Dissertation, Philipp Kramer) konnte gezeigt werden, dass mit
EnvAC pseudotypisierte SHIVs eine um 2-log-Stufen hohere Infektiositat besitzen,
als HERVs, welche mit demselben EnvAC pseudotypisiert wurden (s. 1.2.5.1, Abb.
11). Aufgrund der nicht messbaren Replikation des ori_st HERV-K113 und den
vorangegangenen Versuchen, wurde eine mogliche P-E-P-E-Inhibition von
HERV-K113 postuliert. Daher wurden Inhibitionsexperimente durchgefiihrt, welche
zeigten, dass sowohl in humanen als auch in tierischen Zellen eine P-E-P-E-Inhibition
vorlag. Die weitergehenden Versuche, sollten einen moglichen Inhibitor detektieren.
Dabei konnten die Experimente mit transfiziertem hu bzw. rh TRIMb5a einen
Hinweis darauf liefern, dass TRIM5a wahrscheinlich nicht der einzige Grund fiir
eine P-E-P-E-Inhibition von HERV-K113 ist, jedoch eine Beteiligung an der Inhibition

nicht ausgeschlossen werden kann.

Diese Vorarbeiten liefern wichtige Informationen tiber die Morphologie, Infektigsitat
und mogliche Inhibitoren von HERV-K113. Sie konnen modglicherweise zu
Aufklarung fiir die HERV-K113-RNA- und Protein-Expression in verschiedenen
Krebspatienten beitragen. Um den moglichen Inhibitor bzw. die moglichen
Inhibitoren von HERV-K113 zu bestimmen, miissten nochmals Infektionsstudien mit
einer grofieren Menge an humanen Zelllinien durchgefiihrt werden. Dies wurde
eventuell einen Hinweis liefern, warum die P-E-P-E-Inhibition anscheinend
zelltypunabhdngig ist. Denn obwohl in einer humanen Nieren (HEK 293T-Zellen)
und einer Prostata-Zelllinie (LNCaP-Zellen) eine starke Inhibition gegen HERV-K113
detektiert werden konnte, zeigte sich in einer anderen Prostata-Zelllinie (DU 145-
Zellen) kaum eine Inhibition gegen HERV-K113. Ebenso konnte fiir die humane aus
der Leber stammende Huh7-Zelllinie kaum eine Inhibition detektiert werden, jedoch
eine sehr starke Inhibition bei einer aus dem Gebarmutterhals stammenden
HeLa-Zelllinie (Daten nicht gezeigt). Daher wiirde eine Uberpriifung von weiteren

humanen Zelllinien eventuell mehr Aufschluss {iber einen oder mehreren moglichen
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Inhibitoren geben. Im Weiteren konnte TRIM5a als ein Inhibitor gegen HERV-K113
in humanen Huh7- und caninen Cf2Th-Zellen detektiert werden. Bei den anderen
humanen Zelllinien, die in den Inhibitionsversuchen positiv waren, konnte kein
Effekt durch die Uberexpression von TRIM5a erzielt werden. Um den genauen
Grund herauszufinden, miisste in allen getesteten Zelllinien ein ,knock down” von
TRIM5a mittels siRNAs oder shRNAs erfolgen. Eine anschliefiende Infektion mit
oriLuzi-Viren fiithrt entweder zu gleichbleibender Luziferase-Aktivitit, was bedeutet,
dass TRIM5a als Inhibitor in diesen Zellen ausgeschlossen werden kann oder es
kommt zu einem signifikanten Anstieg der Luziferase-Aktivitat, was TRIMb5a als
Inhibitor gegen HERV-K113 bestatigen wiirde. Gleichzeitig konnen weitere Studien
durchgefiihrt werden, um mogliche andere Inhibitoren auszuschliefen oder zu
bestdtigen. Dabei sollten unter anderem SAMHD1 oder TREX1 als mogliche
Inhibitoren in Betracht gezogen werden. Die Suche nach den Inhibitoren gegen
HERV-K113 sollte unbedingt weitergefiihrt werden, da mit Hilfe dieses Wissens
eventuell auch die Griinde geliefert werden, warum HERV-K113-RNA- und Protein-
Expressionen besonders in Geweben von Krebspatienten detektiert werden. Des
Weiteren wiirde die Entdeckung der Inhibitoren von HERV-K113 es ebenfalls
erlauben, den Einfluss dieser Inhibitoren auch auf andere Retroviren zu testen und

diese moglicherweise fiir Therapieansatze zu verwenden.
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5 Zusammenfassung

Im Hinblick auf die Gefahren von bioterroristischen Angriffen ist es wichtig schnell
und auch spezifisch Pathogene im Probenmaterial potentieller Félle zu identifizieren.
Die EM mit ihrer hohen Ortsauflosung und dem breiten diagnostischen Spektrum ist
daftir eine sehr gute Methode. Um auf Einzelpartikelniveau zwischen nah
verwandten und im EM identischen Erregern zu unterscheiden, wurden im Rahmen
dieser Arbeit eine Methode evaluiert, welche eine korrelative Kopplung der TEM mit
der TERS erlaubt. In diesem Zusammenhang wurden Schwermetallsalze zur
Kontrastierung und weitere Materialien auf ihre Eignung fiir die korrelative TEM-
TERS Technologie getestet. Dabei erwies sich PTA als das am besten geeignete
Kontrastmittel. Weiterhin wurden drei verschiedene auf Silizium-basierende Grids
(5i-Grids) auf ihre Verwendung im TEM und TERS untersucht. Hierbei erfiillte ein
mit Siliziumnitrid beschichtetes Grid (SiN-Grid) die Voraussetzungen, wie
Elektronentransparenz, hohe Partikeladsorption und Hitzestabilitdt, am besten. In
Optimierungsversuchen wurde die Partikeladhasion der Grids gesteigert und erste
TERS-Spektren von einzelnen Pocken aufgenommen, die vorher im EM visualisiert
wurden. Aufgrund der geringen Partikelstabilitit konnten keine Spektren von
Retroviren aufgenommen werden. Es gelang jedoch die komplette Rekonstitution
eines HERV-K(HML-2) Elements sowie dessen Expression und Darstellung der
Virionen in EM-Schnittpraparaten. Trotz vollstandiger Rekonstitution ist das Virus
nicht in der Lage in humanen und tierischen Zellen zu replizieren. Als eine mogliche
Ursache konnte ein Block im Replikationszyklus nach Viruseintritt und vor der
Proteinexpression gemessen werden. Dieser Block kann durch die Zugabe von
Kompetition-Viren abgesattigt werden. Als einer der inhibierenden Faktoren konnte
Trim5a identifiziert werden. Die Identifizierung und Analyse dieser Inhibitoren ist
fiir das Verstandnis der Biologie endogener sowie exogener Retroviren von grofler
Bedeutung und konnte ebenfalls helfen die Beobachtung der HERV-K-Expression in

verschiedenen humanen Tumoren besser zu verstehen.
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6 Summary

Due to the threat of bio-terroristic attacks it is important to be able to rapidly and
specifically identify pathogens in environmental specimens. The high resolution of
electron microscopy (EM) makes it ideal for this task. Within the framework of this
thesis, a correlative combination of TEM and TERS was evaluated for its ability to
distinguish between single particles of different species that appear to be identical in
standard EM. For this, heavy metal salts for contrast and other materials were tested
for their use in the correlative TEM-TERS technology. PTA was found to be most
suitable material for contrast staining. Furthermore three different silicon-based grids
were validated for their compatibility to TEM and TERS. The silicon nitride covered
grids (SiN-Grids) best fulfilled the requirements of electron transparency, high
particle adsorption and heat stability. In addition, particle adhesion to the SiN-Grids
was further optimised, allowing the first recording of TERS-spectra of pox particles,
previously visualised in EM, to be made. However, the low stability of retroviral
particles prevented the recording of their spectra. Furthermore, a complete
reconstitution of a HERV-K(HML-2) element was achieved and its expression and
particle production demonstrated in EM thin sections. Despite complete
reconstitution, the virus was unable to replicate in human or animal cells. One
possible reason for this could be the demonstrated block in the replicative cycle that
occurs after virus entry but before protein expression. This block could be
competitively saturated by the addition of excess virus and TRIM5a was identified as
one of the inhibitory factors. The characterisation and analysis of this inhibition is
important for our understanding of the biology of endogenous and exogenous
retroviruses and could lead to a better understanding of the expression of HERV-K

that is observed in several human tumours.
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7

Anhang

7.1 Sequenzprimer

Name Sequenz

T7 GTAATACGACTCACTATAGGGC

H GTTGGGCACCAGATGTAG

HL ATCTGGTGCCCAACGTG

gag_1506 ACCGGCTCTGCTACATATTCGC

Seqll3a CCTCTTCCAGCAGGTCAG

H Seq e TGCCGTAGGATTAAGTCTC

SeqH113d CTTAGGGCCAGATAATCAAG

SeqH113c TAGCGGCCACTGATTTAC

113RTsecl CAGCCACCAGGTTTCAG

113RTsec3 GAACAAGTTAGACAAG

3CV CTGTGTCCTAATGCATTATGG

Sp Env CAGATGAAGTTGCCATCCAC

3AV GCAGTCACATGGATGGATAATC

3PS TCCAAGTGCACAAGTGAGTC

3AA TGCTGTAGCAGGAGTTGCATTGC

AM GCCATGATGACGATGGTGG

Env AGAGCACGGGGTTGGGGGTAAGGTCATAG

Seq3‘LTR GTCTGTGCTGAGGAGGATTAG

K113 1 tgtggggaaaagcaagagagatcagattgttactgtgtctgtgtagaaagaagtagacat
ori_St _HERV-K113 1 it i i e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeceecaaaaaaaaaaaan
K113 61 aggagactccattttgttatgtactaagaaaaattcttctgccttgagattctgttaatc
Ori_St_HERV-KL113 Bl . it e e e et ee e e i eea e emee e
K113 121 tatgaccttacccccaaccccgtgctctctgaaacatgtgctgtgtcaactcagagttga
ori_sSt _HERV-K113 121 ..t e e e e e e e e e e e e e e e eaaeeeececcaacaaaaaaaann
K113 181 atggattaagggcggtgcaggatgtgctttgttaaacagatgcttgaaggcagcatgctc
ori_st _HERV-K113 181 ...t i i i e oo e e e e e e e e e e e e e e e e eececaeaaaaaaaaaan
K113 241 cttaagagtcatcaccactccctaatctcaagtacccagggacacaaaaactgcggaagg
Ori_St HERV-K113 240 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaan
K113 301 ccgcagggacctctgcctaggaaagccaggtattgtccaaggtttctccccatgtgatag
ori_St_HERV-K113 301 ...t it i i e i e e e e e e e e e e e e e eeaeaeeeccaccaaaaaaaaaaan
K113 361 tctgaaatatggcctcgtgggaagggaaagacctgaccgtcccccagcccgacacccgta
(o] g TS 1= 5 e S
K113 421 aagggtctgtgctgaggaggattagtataagaggaaggaatgcctcttgcagttgagaca
Ori_St_HERV-KL113 421 . ittt e e e a e e ea e e i eeea e e meeaa e emaa e
K113 481 agaggaaggcatctgtctcctccctgtccctgggcaatggaatgtctcggtataaaaccc
Ori_St HERV-K113 481 it et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaan
K113 541 gattgtatgctccatctactgagatagggaaaaaccgcctcagggctggaggtgggacct
Ori_St_HERV-KL113 54l it e et e e e e e e eea e e meee e
K113 601 gcgggcagcaatactgctttgtaaagcactgagatgtttatgtgtatgcatatctaaaag
Ori_St _HERV-K113 601 ...ttt it i i e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ace e e e e e aa e e e aaann
K113 661 cacagcacttaatcctttacattgtctatgatgccaagacctttgttcacgtgtttgtct
Ori_St_HERV-KL113 661 . ..ttt e i e e e e e eea e e i eem e e i mmmaa e mmeea e
K113 721 gctgaccctctccccacaattgtcttgtgaccctgacacatccccctctttgagaaacac
Ori_St _HERV-KL13 721 it e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaan
K113 781 ccacagatgatcaataaatactaagggaactcagaggctggcgggatcctccatatgctg
Ori_St_HERV-KL13 78l . it e e et e e e e e e i me e e e eeee e
K113 841 aacgctggttccccggttccccttatttctttctctatactttgtctctgtgtetttttc
ori_St _HERV-K113 841 it e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaan
K113 901 ttttccaaatctctcgtcccaccttacgagaaacacccacaggtgtgtaggggcaaccca
Ori_St_HERV-KL113 901 . .. it e e e e e ee e e i eee e e i mme e e
K113 961 cccctacatctggtgcccaacgtggaggcttttctctagggtgaaggtacgctcgagecgt
Ori_St _HERV-K113 961 ... i i i i e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeceea e e a e e e e aaaaan



K113 1021
ori_st HERV-K113
K113 1081
ori_st_HERV-K113
K113 1141
ori_st HERV-K113
K113 1201
ori_st HERV-K113
K113 1261
ori_st HERV-K113
K113 1321
ori_st HERV-K113
K113 1381
ori_st HERV-K113
K113 1441
ori_st HERV-K113
K113 1501
ori_st HERV-K113
K113 1561
ori_st HERV-K113
K113 1621
ori_st HERV-K113
K113 1681
ori_st HERV-K113
K113 1741
ori_st HERV-K113
K113 1801
ori_st HERV-K113
K113 1861
ori_st HERV-K113
K113 1921
ori_st_HERV-K113
K113 1981
ori_st HERV-K113
K113 2041
ori_st_HERV-K113
K113 2101
ori_st HERV-K113
K113 2161
ori_st_HERV-K113
K113 2221
ori_st HERV-K113
K113 2281
ori_st_HERV-K113
K113 2341
ori_st HERV-K113
K113 2401
ori_st_HERV-K113
K113 2461
ori_st_HERV-K113
K113 2521
ori_st HERV-K113
K113 2581
ori_st_HERV-K113
K113 2641
ori_st HERV-K113
K113 2701
ori_st _HERV-K113
K113 2761
ori_st HERV-K113
K113 2821
ori_st HERV-K113
K113 2881
ori_st HERV-K113
K113 2941
ori_st HERV-K113
K113 3001
ori_st HERV-K113
K113 3061
ori_st HERV-K113
K113 3121
ori_st HERV-K113
K113 3181
ori_st HERV-K113
K113 3241
ori_st HERV-K113
K113 3301
ori_st HERV-K113

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

3001

3061

3121

3181

3241

ggtcattgaggacaagtcgacgagagatcccgagtacgtctacagtcagecttacggtaa



K113 3361
ori_st HERV-K113
K113 3421
ori_st_HERV-K113
K113 3481
ori_st HERV-K113
K113 3541
ori_st HERV-K113
K113 3601
ori_st HERV-K113
K113 3661
ori_st HERV-K113
K113 3721
ori_st HERV-K113
K113 3781
ori_st HERV-K113
K113 3841
ori_st HERV-K113
K113 3901
ori_st HERV-K113
K113 3961
ori_st HERV-K113
K113 4021
ori_st HERV-K113
K113 4081
ori_st HERV-K113
K113 4141
ori_st HERV-K113
K113 4201
ori_st HERV-K113
K113 4261
ori_st_HERV-K113
K113 4321
ori_st HERV-K113
K113 4381
ori_st_HERV-K113
K113 4441
ori_st HERV-K113
K113 4501
ori_st_HERV-K113
K113 4561
ori_st HERV-K113
K113 4621
ori_st_HERV-K113
K113 4681
ori_st HERV-K113
K113 4741
ori_st_HERV-K113
K113 4801
ori_st_HERV-K113
K113 4861
ori_st HERV-K113
K113 4921
ori_st_HERV-K113
K113 4981
ori_st HERV-K113
K113 5041
ori_st HERV-K113
K113 5101
ori_st HERV-K113
K113 5161
ori_st HERV-K113
K113 5221
ori_st HERV-K113
K113 5281
ori_st HERV-K113
K113 5341
ori_st HERV-K113
K113 5401
ori_st HERV-K113
K113 5461
ori_st HERV-K113
K113 5521
ori_st HERV-K113
K113 5581
ori_st HERV-K113
K113 5641
ori_st HERV-K113

3361

3421

3481

3541

3601

3661

3721

3781

3841

3901

3961

4021

4081

4141

4201

4261

4321

4381

4441

4501

4561

4621

4681

4741

4801

4861

4921

4981

5041

5101

5161

5221

5281

5341

5401

5461

5521

5581

ctcctgccatatattaagggtggaaatagtgaaataaaaagaacaggagggcttggaage
T



K113 5701
ori_st HERV-K113
K113 5761
ori_st_HERV-K113
K113 5821
ori_st HERV-K113
K113 5881
ori_st HERV-K113
K113 5941
ori_st HERV-K113
K113 6001
ori_st HERV-K113
K113 6061
ori_st HERV-K113
K113 6121
ori_st HERV-K113
K113 6181
ori_st HERV-K113
K113 6241
ori_st HERV-K113
K113 6301
ori_st HERV-K113
K113 6361
ori_st HERV-K113
K113 6421
ori_st HERV-K113
K113 6481
ori_st HERV-K113
K113 6541
ori_st HERV-K113
K113 6601
ori_st_HERV-K113
K113 6661
ori_st HERV-K113
K113 6721
ori_st_HERV-K113
K113 6781
ori_st HERV-K113
K113 6841
ori_st_HERV-K113
K113 6901
ori_st HERV-K113
K113 6961
ori_st_HERV-K113
K113 7021
ori_st HERV-K113
K113 7081
ori_st_HERV-K113
K113 7141
ori_st_HERV-K113
K113 7201
ori_st HERV-K113
K113 7261
ori_st_HERV-K113
K113 7321
ori_st HERV-K113
K113 7381
ori_st HERV-K113
K113 7441
ori_st HERV-K113
K113 7501
ori_st HERV-K113
K113 7561
ori_st HERV-K113
K113 7621
ori_st HERV-K113
K113 7681
ori_st HERV-K113
K113 7741
ori_st HERV-K113
K113 7801
ori_st HERV-K113
K113 7861
ori_st HERV-K113
K113 7921
ori_st HERV-K113
K113 7981
ori_st HERV-K113

5701

5761

5821

5881

5941

6001

6061

6121

6181

6241

6301

6361

6421

6481

6541

6601

6661

6721

6781

6841

6901

6961

7021

7081

7141

7201

7261

7321

7381

7441

7501

7561

7621

7681

7741

7801

7861

7921

acaaatttgatgtcacatggaaacaggcaaaagatattgtacaacattgcacccagtgtc



K113 8041

ori_st_HERV-K113

K113 8101

ori_st_HERV-K113

K113 8161

ori_st_HERV-K113

K113 8221

ori_st HERV-K113

K113 8281

ori_st_HERV-K113

K113 8341

ori_st HERV-K113

K113 8401

ori_st_HERV-K113

K113 8461

ori_st_HERV-K113

K113 8521

ori_st_HERV-K113

K113 8581

ori_st HERV-K113

K113 8641

ori_st_HERV-K113

K113 8701

ori_st HERV-K113

K113 8761

ori_st_HERV-K113

K113 8821

ori_st HERV-K113

K113 8881

ori_st HERV-K113

K113 8941

ori_st_HERV-K113

K113 9001

ori_st_HERV-K113

K113 9061

ori_st_HERV-K113

K113 9121

ori_st_HERV-K113

K113 9181

ori_st_HERV-K113

K113 9241

ori_st_HERV-K113

K113 9301

ori_st_HERV-K113

K113 9361

ori_st_HERV-K113

K113 9421

ori_st_HERV-K113

8041

8101

8161

8221

8281

8341

8401

8461

8521

8581

8641

8701

8761

8821

8881

8941

9001

9061

9121

9181

9241

9301

9361

9421

caaactgtcatttggatgggagacaggctcatgagcttagaacatcgtttccagttacaa
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7.2.1 Revertierte nicht synonyme postinsertionale Mutationen

und LTR-Mutationen

Region Mutationsstelle Region Mutationsstelle
gag c1551t pol c6214t
gag al622g pol g6425a
gag al773g env a6823g
gag t1974c env t6868c
gag g2659c env c7234a
pro c3404t env g7417c
pro a3613g env t7968a
pro t3752c env t8179c
pol c4433a env a8326¢
pol t4741c env a8414g
pol a4812g env c8437a
pol g4891a 3°LTR t8588¢
pol t4924c¢ 3'LTR a8799g
pol t5320c 3°LTR t9133c
7.2.2 Revertierte synonyme postinsertionale Mutationen und

LTR-Mutationen

Region Mutationsstelle Region Mutationsstelle
gag c1288t pol c4454t
gag c1492g pol a4856g
gag al525g pol g5063a
gag c1741t pol c5177t
gag a2545g pol g5408a
pro t3177g pol a5843g
pro g3429a env g8067a
pol c4061t env t8244c
pol a4067g 3‘LTR c9006g
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1 ctaaattgta agcgttaata ttttgttaaa attcgcgtta aatttttgtt aaatcagctc
61 attttttaac caataggccg aaatcggcaa aatcccttat aaatcaaaag aatagaccga

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981

gatagggttg
caacgtcaaa

ctaatcaagt
cccccgattt
agcgaaagga
cacacccgcc
caactgttgg
gggatgtgct
taaaacgacg
gccctacgcg
tagttcatag
gctgaccgcc
cgccaatagg
tggcagtaca
aatggcccgc
acatctacgt
ggcgtggata
ggagtttgtt
cattgacgca
ctccatctac
aatactgctt
taatccttta
ctccccacaa
atcaataaat
tcceeggttce
tctctcgtcc
ctggtgccca
ggacaagtcg
ctcggaagaa
ctcttatctc
aaatctaatc
aactttagat

agtgttgttc
gggcgaaaaa
tttttggggt
agagcttgac
gcgggegeta
gcgcttaatg
gaagggcgat
gcaaggcgat
gccagtgagc
ttgacattga
cccatatatg
caacgacccc
gactttccat
tcaagtgtat
ctggcattat
attagtcatc
gcggtttgac
ttggcaccaa
aatgggcggt
tgagataggg
tgtaaagcac
cattgtctat
ttgtcttgtg
actaagggaa
cccttatttc
caccttacga
acgtggaggc
acgagagatc
gctagggtga
agctttatta
aagctatttc
ctaaaagact

cagtttggaa
ccgtctatca
cgaggtgccg
ggggaaagcc
gggcgetgge
cgccgctaca
cggtgcggge
taagttgggt
gcgcgtaata
ttattgacta
gagttccgceg
cgcccattga
tgacgtcaat
catatgccaa
gcccagtaca
gctattacca
tcacggggat
aatcaacggg
aggcgtgtac
aaaaaccgcc
tgagatgttt
gatgccaaga
accctgacac
ctcagaggct
tttctctata
gaaacaccca
ttttctctag
ccgagtacgt
taatggggca
aaattctttt
aaataataga
ggaaaagaat

caagagtcca
gggcgatgge
taaagcacta
ggcgaacgtg
aagtgtagcg
gggcgegtec
ctcttcgcta
aacgccaggg
cgactcacta
gttattaata
ttacataact
cgtcaataat
gggtggacta
gtacgccccc
tgaccttatg
tggtgatgcg
ttccaagtct
actttccaaa
ggtgggaggt
tcagggctgg
atgtgtatgc
cctttgttca
atccccctct
ggcgggatcc
ctttgtctct
caggtgtgta
ggtgaaggta
ctacagtcag
aactaaaagt
aaaaagaggg
acaattttgc
tggtaaggaa
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ctattaaaga
ccactacgtg
aatcggaacc
gcgagaaagg
gtcacgctgc
cattcgccat
ttacgccagce
ttttcccagt
tagggcgaat
gtaatcaatt
tacggtaaat
gacgtatgtt
tttacggtaa
tattgacgtc
ggactttcct
gttttggcag
ccaccccatt
atgtcgtaac
ctataaaacc
aggtgggacc
atatctaaaa
cgtgtttgtc
ttgagaaaca
tccatatgct
gtgtcttttt
ggggcaaccc
cgctcgagceg
ccttacgata
aaaattaaaa
ggagttaaag
ccatggtttc
ctaaaacaag

acgtggactc
aaccatcacc
ctaaagggag
aagggaagaa
gcgtaaccac
tcaggctgcg
tggcgaaagg
cacgacgttg
tgggtaccgg
acggggtcat
ggcccgectg
cccatagtaa
actgcccact
aatgacggta
acttggcagt
tacatcaatg
gacgtcaatg
aactccgccc
cgattgtatg
tgcgggcage
gcacagcact
tgctgaccct
cccacagatg
gaacgctggt
cttttccaaa
acccctacat
tggtcattga
agcttgtgcg
gtaaatatgc
tatctacaaa
cagaacaagg
caggtaggaa



2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701

gggtaatatc
accatttcaa
agattgtaat
atatgtagca
ggaggtgata
atcagagtct
acaacctcaa
gccgccggcet
gcccccagca
tacggcacca
ggaaggagat
aggagcccaa
aatgctaaaa
gacattatta
ggcaaaatcg
ggtacaagaa
tcaactatta
tgaggccatt
aggaagtacc
ttttgtggca
ggtcatagtg
gccattaaaa
tgatggaatc
tgttttagga
tcacttaaaa
aacaggtaga
tcaatgtcgt
ccagcctcag
ttttcaggga
atacaacaat
gcagtctctc
ctgcctgagg
caaattcata
tcttcaattc
tatattaagg
acaggaaagg
attattcaag
gctttaaatc
ataggcacag
aatcaagaaa
gatttattac
agtcaaaaaa
gatggcatta
cctttttagg
aaaaaccagt
tattagcaaa
ctcctgtgtt
ctgtaaacgc
tgatcccaaa
ctctggcaga
aaccagccac
tttgtcagac
atatcattca
actgttatac
agatccaaac
agccacaaaa
tactaggaga
atttgttctc
aggcaacaaa
tagatccctt
tcattattca
cttttacatt

attccactta
acagaagaag
gaaaagacaa
gagccagtaa
tatcctgaaa
aaaccacgag
aagcaggtta
gaacttcagt
ccacagggca
cctagtagac
actgaggcat
gagggagagc
gatatgaaag
gattccattg
tctctctcac
caggtccgaa
ggaataggtc
gagcaagtta
tgcccctcat
aggctccaag
gagttaatgg
ggaaaggttc
ggaggagcta
ggacaagtta
aagaattgcc
gagccacctg
tctaaatttg
gccccacaac
caacaacccc
tgtcccccge
tgcttccagg
ggactgtagg
ctagtgtggt
cttggagtgc
gtggaaatag
ctgcatattg
gaaaacagtt
agtggccaaa
cctcagaagt
gtactgttca
aacaatgggg
tcatgaccaa
aagttccagt
ggcggccact
gtgggtaaat
tgaacagtta
tgtaattcag
cgtaattcaa
agattggcct
gcaggattgt
caggtttcag
ttttgtaggt
ttatattgat
atttctgcaa
ctctactcct
aatagaaata
tattaattgg
tatcttaaga
agaaattaaa
agccccactc
aaatactgat
gtacttggat

cagtatggaa
atagtgtttc
ggaaaaaatc
tggctcagtc
cgttaaaatt
gcacaagtcc
aagaaaataa
atcggccacc
gggcgccata
agggtagtga
ggcaattccc
ctcccacagt
agggagtaaa
ctcatggaca
cctctcaatt
gaaatagggc
aaaattggag
gagctatctg
ttaatacagt
atgttgctca
catatgaaaa
ctgcaggatc
tgcataaagc
gaacatttgg
cagtcttaaa
acttatgtcc
ataaaaatgg
aaactggggc
cactgtccca
cacaagcggc
ggagccccca
actaatcttg
tgattcagac
cagtccagga
tgaaataaaa
ggcaagtcag
tgaagggttg
aaattggcct
gtatcaaagt
gccaatgatt
tgcggaaatc
gatgggatat
tgaggctaaa
gtagagcctc
cagtggccgc
gaaaagggtc
aagaaatcag
cccatggggc
ttaattataa
gaaaaatttg
tggaaagtgt
cgagctcttc
gatattttat
gcagaggttg
tttcattatt
agaaaagaca
attcggccaa
ggagactcag
ttagtggaag
caacttttga
cttgtggagt
caaatagcta

tgattgggcc
agtttctgat
ccagaaagaa
aacgcaaaat
agaaggaaaa
tcttccagca
gacccaaccg
cccagaaagt
ccctcagecg
attacatgaa
agtaacgtta
tgaggccaga
acagtatgga
tagactcatt
tttacaattt
tgccaatcct
tactattagt
ccttagagcc
aagacaaggt
aaagtcaatt
cgccaatcct
agatgtaatc
tatgcttatg
aggaaaatgt
caaacagaat
aagatgtaaa
gcaaccattg
attcccaatt
agtgtttcag
agtgcagcag
caaaaaatcc
ggaagatcaa
tataaaggcg
gacaggattg
agaataggag
gtctcagaga
gtagacactg
aaacaaaagg
acggagattt
acttcaattc
accatgcccg
ataccaggaa
ataaatcaaa
ctaaacccat
taccaaaaca
acattgaacc
gcaaatggcg
ctctccaacc
ttgatctaaa
cctttactat
tacctcaggg
aaccagttag
gtgctgcaga
ccaatgctgg
tagggatgca
cattaaaaac
ctctaggcat
acttaaatag
aaaaaattca
tttttgccac
ggtcattcct
cattaatcgg
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attattaaag
gcccctggaa
accgaaagtt
gttgactata
ggtccagaat
ggtcaggtgc
ccagtagcct
cagtatggat
cccactagga
attattgata
gaaccgatgc
tacaagtctt
cccaactccc
ccttatgatt
aagacttggt
ccagttaaca
caacaagcat
tgggaaaaaa
tcaaaagagc
gccgatgaaa
gagtgtcaat
tcagaatatg
gctcaagcaa
tataattgtg
ataactattc
aaaggaaaac
tcgggaaacg
cagccatttg
ggaataagcc
tagatttatg
ctacaggtgt
gtctaaatct
aaattcaatt
ctcaattatt
ggcttggaag
acagacctgt
gagcagatgt
ctgttacagg
tacattgctt
ctcttaatct
ctccattata
agggactagg
aaagagaagg
accattaact
aaaactggag
ttcgttctca
tatgttaact
tgggttgccc
gogattgcttt
accagccata
aatgcttaat
agaaaagttt
aacgaaagat
actggcaata
gatagaaaat
actaaatgat
tcctacttat
taaaagaatg
gtcagcacaa
tgcacattct
tcctcacagt
tcagacaaga

cagctttaga
gctgtataat
tacattgcga
atcaattaca
tagtggggce
ccgtaacatt
accaatactg
atccaggaat
gacttaatcc
aatcaagaaa
cacctggaga
tttcgataaa
cttatatgag
gggagattct
ggattgatgg
tagatgcaga
taatgcaaaa
tccaagaccc
cctatcctga
aagcccgtaa
cagccattaa
taaaagcctg
taacaggagt
gtcaaattgg
aagcaactac
attgggctag
agcaaagggg
ttcctcaggg
agttaccaca
tactatacaa
atatggcccc
aaaaggagtt
ggttattagc
actcctgcca
cactgatccg
gtgtaaggcc
ctctatcatt
acttgtcggc
agggccagat
gtggggtcga
tagccccacg
gaaaaatgaa
aatagggtat
tggaaaacag
gctttacatt
ccttggaatt
gacttaaggg
tctccagcca
tttaccatcc
aataataaag
agtccaacta
tcagactgtt
aaattaattg
gcatctgata
agaaaaatta
tttcaaaaat
gccatgtcaa
ttaaccccag
ataaatagaa
ccaacaggca
acagttaaga
ttacgaataa



5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
8161
8221
8281
8341
8401
8461
8521
8581
8641
8701
8761
8821
8881
8941
9001
9061
9121
9181
9241
9301
9361
9421

taaaattatg
gacaagcctt
ttgataacca
tacctaaaat
ccagcaatgg
aatcggctca
ctatcaatat
ctctaattaa
ctgtaagaaa
cagggccttt
aagcacaaga
atgtcacatg
acctgcccac
aaatggatgt
atacttattc
aaaaacattt
atggaccagg
atacaacagg
cactcaaaac
ctcagatgca
agactactac
aactaatttg
gggggagagg
ctagacattt
agacggagac
gaagaacaga
aagaagctga
gagagtatgc
gcaggagcag
gcagagcgca
ggtgcctaga
ctttttcccg
tttcgcaacg
ggcctcttta
gtgattcttg
ctcgtgcttg
accttcgcgc
ctgctgcgac
ctggtatttc
gttcggcgag
ctggccggcec
caaggctggc
ctccaggggg
cacaaaggaa
gggcgccgtc
999999agg99
ggccagcttg
ggttcattct
gaacacgtgg
tctatccgcet
ccctggttcc
ctgagtactt
caaatcacag
gcgcgttatt
tgctcaacag
aaaaaatttt
ctaaaacgga
ccggttttaa
tgatcatgaa
ctgcctgcgt
atactgcgat
gatatttgat

tgggaatgac
tatcaattct
ttacccaaaa
taccagacgt
aaaagcagct
aagagcagag
tatatcagat
atatagcatg
aagaaatttc
gactaaagca
acttcatgct
gaaacaggca
tcaagaggca
cacacatgta
acatttcata
attgtcttgt
atattgtagt
aattccttat
tcaattagtt
acttaatcta
ttctgcagaa
gtggaaagat
ttttgcttgt
gaagttctac
accgcaatcg
tgaagttgcc
cgcagttagc
tgcttgcagc
ctgcagctaa
catcgcccac
gaaggtggcg
agggtggggg
ggtttgccgce
cgggttatgg
atcccgagct
agttgaggcc
ctgtctcgct
gctttttttc
ggtttttggg
gcggggectg
tgctctggtg
ccggtcggeca
ctcaaaatgg
aagggccttt
caggcacctc
gttttatgcg
gcacttgatg
caagcctcag
tcgcggecge
ggaagatgga
tggaacaatt
cgaaatgtcc
aatcgtcgta
tatcggagtt
tatgggcatt
gaacgtgcaa
ttaccaggga
tgaatacgat
ctcctctgga
gagattctcg
tttaagtgtt
atgtggattt

ccagacaaaa
ggtgcatggc
acaaagatct
gaacctttag
tacacagggc
ttggttgcag
tctgcatatg
gatgatcagt
ccattttata
aatgaacaag
ttgactcatg
aaagatattg
ggagttaatc
ccttcatttg
tgggcaactt
tttgctgtaa
aaagctttcc
aattcccaag
aaacaaaaag
gcactctata
caacatctta
aataaaaata
gtttcaccag
aatgaaccca
agcaccgttg
atccaccaag
tacaaaatat
cttgatgatt
ctatacctac
agtccccgag
cggggtaaac
agaaccgtat
cagaacacag
cccttgcgtg
ggagccaggg

tggcctgggce
gctttcgata

tggcaagata
cccgeggecg
cgagcgcggc
cctggcctcg
ccagttgcgt
aggacgcgge
ccgtcctcag
gattagttct
atggagtttc
taattctcgt
acagtggttc
atggaagacg
accgctggag
gcttttacag
gttcggttgg
tgcagtgaaa
gcagttgcge
tcgcagccta
aaaaagctcc
tttcagtcga
tttgtgccag
tctactggtc
catgccagag
gttccattcc
cgagtcgtct

tagttgtccc
agattggtct
tccagttctt
aaaatgctct
cgaaagaacg
tcattacagt
tagtacaggc
taaaccagct
ttactcatat
ctgacttact
taaatgcagc
tacaacattg
ccagaggtct
gaagattatc
gccaaacagg
tgggagttcc
aaaaattctt
gacaggccat
aagggggaga
ctttaaattt
ctggtaaaaa
agacatggga
gagaaaatca
tcggagatgc
actcacaaga
aaggcagagc
ctagagaaca
gtatcaatgg
cggtcgtgag
aagttggggg
tgggaaagtg
ataagtgcag
gtaagtgccg
ccttgaatta
gcgggecttg

gctggggcecg
agtctctagc

gtcttgtaaa
gcgacgggge
caccgagaat
cgccgecgtg
gagcggaaag
gctcgggaga
ccgtcgettc
ggagcttttg
cccacactga
tggaatttgc
aaagtttttt
ccaaaaacat
agcaactgca
atgcacatat
cagaagctat
actctcttca
ccgcgaacga
ccgtggtgtt
caatcatcca
tgtacacgtt
agtccttcga
tgcctaaagg
atcctatttt
atcacggttt
taatgtatag
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tttaaccaag
tgctaatttt
aaaattgact
aacagtattt
agtaatcaaa
gttacaagat
tacaagggat
attcaattta
tcgagcacac
ggtatcatct
aggattaaaa
cacccagtgt
gtgtcctaat
atatgttcat
agaaagtact
agaaaaaatc
aagtcagtgg
agttgaaaga
cagtaaggag
tttaaacatt
gaacagccca
aatagggaag
gcttcctgtt
aaagaaaagc
tgaacaaaat
cgccgacttg
caaaggtgac
gggaaagtct
gctccggtgce
gaggggtcgg
atgtcgtgta
tagtcgccgt
tgtgtggttc
cttccacctg
cgctttagga
ccgcgtgcga
catttaaaat
tgcgggcecag
ccgtgcgtcc
cggacggggg
tatcgccccg
atggccgctt
gcgggegggt
atgtgactcc
gagtacgtcg
gtgggtggag
cctttttgag
tcttccattt
aaagaaaggc
taaggctatg
cgaggtggac
gaaacgatat
attctttatg
catttataat
cgtttccaaa
aaaaattatt
cgtcacatct
tagggacaag
tgtcgctctg
tggcaatcaa
tggaatgttt
atttgaagaa

gaacaagtta
gtgggaatta
acttggattc
actgatggtt
actccatatc
tttgaccagc
gttgagacag
ttacaacaaa
actaatttac
gcactcataa
aacaaatttg
caagtcttac
gcattatggc
gtaacagttg
tcccatgtta
aaaactgaca
aaaatttcac
actaatagaa
tgtaccactc
tatagaaatc
catgaaggaa
gtgataacgt
tggataccca
acctccgegg
ggtgacgtca
ggcacaacta
acaaacccca
ccctatgcct
ccgtcagtgg
caattgatcc
ctggctccgce
gaacgttctt
ccgcgggect
gctccagtac
gccccttege
atctggtggc
ttttgatgac
gatctgcaca
cagcgcacat
tagtctcaag
ccctgggegg
cccggcecctg
gagtcaccca
acggagtacc
tctttaggtt
actgaagtta
tttggatctt
caggtgtcgt
ccggcgcecat
aagagatacg
atcacttacg
gggctgaata
ccggtgttgg
gaacgtgaat
aaggggttgc
atcatggatt
catctacctc
acaattgcac
cctcatagaa
atcattccgg
actacactcg
gagctgtttc



9481

9541

9601

9661

9721

9781

9841

9901

9961

10021
10081
10141
10201
10261
10321
10381
10441
10501
10561
10621
10681
10741
10801
10861
10921
10981
11041
11101
11161
11221
11281
11341
11401
11461
11521
11581
11641
11701
11761
11821
11881
11941
12001
12061
12121
12181
12241
12301
12361
12421
12481
12541
12601
12661
12721
12781
12841
12901
12961
13021
13081
13141

tgaggagcct
tcttcgccaa
ctggtggcgce
caggtatcag
agggggatga
tggatctgga
gtcctatgat
aggatggatg
tcgttgaccg
tggaatccat
acgatgacgc
cggaaaaaga
gaggagttgt
aaatcagaga
atgatgacga
gatcagattg
tgtactaaga
ccgtgctctc
ggatgtgctt
ccctaatctc
ggaaagccag
ggaagggaaa
gattagtata
ctccctgtcc
tgagataggg
tgtaaagcac
cattgtctat
ttgtcttgtg
actaagggaa
cccttatttc
caccttacga
tcttacacct
aaacgtctgc
gttcccttta
tgtgaaattg
aagcctgggg
ctttccagtc
gacgcgtttt
tcgttcggcet
aatcagggga
gtaaaaaggc
aaaatcgacg
ttcccectgg
tgtccgcectt
tcagttcggt
ccgaccgctg
tatcgccact
ctacagagtt
tctgcgctct
aacaaaccac
aaaaaggatc
aaaactcacg
ttttaaatta
acagttacca
ccatagttgc
gccccagtgce
taaaccagcc
tccagtctat
gcaacgttgt
cattcagctc
aagcggttag
cactcatggt

tcaggattac
aagcactctg
tccectctet
gcaaggatat
taaaccgggc
taccgggaaa
tatgtccggt
gctacattct
cctgaagtct
cttgctccaa
cggtgaactt
gatcgtggat
gtttgtggac
gatcctcata
tggtggtttt
ttactgtgtc
aaaattcttc
tgaaacatgt
tgttaaacag
aagtacccag
gtattgtcca
gacctgaccg
agaggaagga
ctgggcaatg
aaaaaccgcc
tgagatgttt
gatgccaaga
accctgacac
ctcagaggct
tttctctata
gaaacaccca
aaggtttatc
atgtgtttgt
gtgagggtta
ttatccgctc
tgcctaatga
gggaaacctg
gcgtattggg
gcggcgageg
taacgcagga
cgcgttgctg
ctcaagtcag
aagctccctc
tctccctteg
gtaggtcgtt
cgccttatcc
ggcagcagcc
cttgaagtgg
gctgaagcca
cgctggtagc
tcaagaagat
ttaagggatt
aaaatgaagt
atgcttaatc
ctgactcccc
tgcaatgata
agccggaagg
taattgttgc
tgccattgct
cggttcccaa
ctccttcggt
tatggcagca

aagattcaaa
attgacaaat
aaggaagtcg
gggctcactg
gcggtcggta
acgctgggcg
tatgtaaaca
ggagacatag
ctgattaagt
caccccaaca
cccgcecgcecg
tacgtcgcca
gaagtaccga
aaggccaaga
gtcgaaaaga
tgtgtagaaa
tgccttgaga
gctgtgtcaa
atgcttgaag
ggacacaaaa
aggtttctcc
tcccccagec
atgcctcttg
gaatgtctcg
tcagggctgg
atgtgtatgc
cctttgttca
atccccctct
ggcgggatcc
ctttgtctct
caggtgtgta
tttagactaa
gggcagacag
attgcgcgct
acaattccac
gtgagctaac
tcgtgccagc
cgctcttccg
gtatcagctc
aagaacatgt
gcgtttttcc
aggtggcgaa
gtgcgctctc
ggaagcgtgg
cgctccaagc
ggtaactatc
actggtaaca
tggcctaact
gttaccttcg
ggtggttttt
cctttgatct
ttggtcatga
tttaaatcaa
agtgaggcac
gtcgtgtaga
ccgcgagacc
gccgagcgca
cgggaagcta
acaggcatcg
cgatcaaggc
cctccgatcg
ctgcataatt

gtgcgctgct
acgatttatc
gggaagcggt
agactacatc
aagttgttcc
ttaatcaaag
atccggaagc
cttactggga
acaaaggcta
tcttcgacgc
ttgttgtttt
gtcaagtaac
aaggtcttac
agggcggaaa
aaagggggaa
gaagtagaca
ttctgttaat
ctcagagttg
gcagcatgct
actgcggaag
ccatgtgata
cgacacccgt
cagttgagac
gtataaaacc
aggtgggacc
atatctaaaa
cgtgtttgtc
ttgagaaaca
tccatatgct
gtgtcttttt
ggggcaaccc
catatattga
gcggcecgcca
tggcgtaatc
acaacatacg
tcacattaat
tgcattaatg
cttcctcgct
actcaaaggc
gagcaaaaggd
ataggctccg
acccgacagg
ctgttccgac
cgctttctca
tgggctgtgt
gtcttgagtc
ggattagcag
acggctacac
gaaaaagagt
ttgtttgcaa
tttctacggg
gattatcaaa
tctaaagtat
ctatctcagc
taactacgat
cacgctcacc
gaagtggtcc
gagtaagtag
tggtgtcacg
gagttacatg
ttgtcagaag
ctcttactgt
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ggtgccaacc
taatttacac
tgccaagagg
agctattctg
attttttgaa
aggcgaactg
gaccaacgcc
cgaagacgaa
tcaggtggct
aggtgtcgca
ggagcacgga
aaccgcgaaa
cggaaaactc
gatcgccgtg
atgtggggaa
taggagactc
ctatgacctt
aatggattaa
ccttaagagt
gccgeaggga
gtctgaaata
aaagggtctg
aagaggaagg
cgattgtatg
tgcgggceagce
gcacagcact
tgctgaccct
cccacagatg
gaacgctggt
cttttccaaa
acccctacac
actctatgta
ccgcgggtgce
atggtcatag
agccggaagc
tgcgttgcgce
aatcggccaa
cactgactcg
ggtaatacgg
ccagcaaaag
cccccctgac
actataaaga
cctgccgctt
tagctcacgc
gcacgaaccc
caacccggta
agcgaggtat
tagaaggaca
tggtagctct
gcagcagatt
gtctgacgct
aaggatcttc
atatgagtaa
gatctgtcta
acgggagggc
ggctccagat
tgcaacttta
ttcgccagtt
ctcgtcgttt
atcccccatg
taagttggcc
catgccatcc

ctattctcct
gaaattgctt
ttccatctgc
attacacccg
gcgaaggttg
tgtgtgagag
ttgattgaca
cacttcttca
cccgctgaat
ggtcttcccg
aagacgatga
aagttgcgcg
gacgcaagaa
taaaccggtc
aagcaagaga
cattttgtta
acccccaacc
gggcggtgca
catcaccact
cctctgccta
tggcctcgtg
tgctgaggag
catctgtctc
ctccatctac
aatactgctt
taatccttta
ctccccacaa
atcaataaat
tccceegottce
tctctcgtcc
tctataattt
aatcaaaact
tccagctttt
ctgtttcctg
ataaagtgta
tcactgcccg
c¢gcgcegggga
ctgcgctcgg
ttatccacag
gccaggaacc
gagcatcaca
taccaggcgt
accggatacc
tgtaggtatc
cccgttcagc
agacacgact
gtaggcggtg
gtatttggta
tgatccggca
acgcgcagaa
cagtggaacg
acctagatcc
acttggtctg
tttcgttcat
ttaccatctg
ttatcagcaa
tccgectcca
aatagtttgc
ggtatggctt
ttgtgcaaaa
gcagtgttat
gtaagatgct



1320
1326
1332
1338
1344
1350
1356
1362

1
1
1
1
1
1
1
1

tttctgtga
gttgctctt
tgctcatca
gatccagtt
ccagcgttt
cgacacgga
agggttatt
gggttccge

CMVoriEGFP-Sequenz

c
g
t
C
C
a

g
g9

tggtgagta
cccggegte
tggaaaacg
gatgtaacc
tgggtgage
atgttgaat
tctcatgag
cacatttcc

Cc
a
t
Cc
a
a
Cc
C

tcaaccaag
atacgggat
tcttcgggg
actcgtgca
aaaacagga
ctcatactc
ggatacata
cgaaaagtg

t
a
C
(o3
a
t
t
C

cattctgag
ataccgcgc
gaaaactct
ccaactgat
ggcaaaatg
tcctttttc
ttgaatgta
cac

a
(o]
(0]
C
C
a
t

atagtgtat
acatagcag
aaggatctt
ttcagcatc
cgcaaaaaa
atattattg
ttagaaaaa

g
a

a
t
g
a
t

cggcgaccga
actttaaaag
ccgctgttga
tttactttca
ggaataaggg
agcatttatc
aaacaaatag

1 ctaaattgta agcgttaata ttttgttaaa attcgcgtta aatttttgtt aaatcagctc
61 attttttaac caataggccg aaatcggcaa aatcccttat aaatcaaaag aatagaccga

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941

gatagggttg
caacgtcaaa

ctaatcaagt
cccccgattt
agcgaaagga
cacacccgcc
caactgttgg
gggatgtgct
taaaacgacg
gccctacgcg
tagttcatag
gctgaccgcc
cgccaatagg
tggcagtaca
aatggcccgc
acatctacgt
ggcgtggata
ggagtttgtt
cattgacgca
ctccatctac
aatactgctt
taatccttta
ctccccacaa
atcaataaat
tcceeggttce
tctctcgtcc
ctggtgccca
ggacaagtcg
ctcggaagaa
ctcttatctc
aaatctaatc
aactttagat
gggtaatatc
accatttcaa
agattgtaat
atatgtagca
ggaggtgata
atcagagtct
acaacctcaa
gccgccggcet
gcccccagca
tacggcacca
ggaaggagat
aggagcccaa
aatgctaaaa
gacattatta
ggcaaaatcg
ggtacaagaa

agtgttgttc
gggcgaaaaa
tttttggggt
agagcttgac
gcgggcgcta
gcgcttaatg
gaagggcgat
gcaaggcgat
gccagtgagc
ttgacattga
cccatatatg
caacgacccc
gactttccat
tcaagtgtat
ctggcattat
attagtcatc
gcggtttgac
ttggcaccaa
aatgggcggt
tgagataggg
tgtaaagcac
cattgtctat
ttgtcttgtg
actaagggaa
cccttatttc
caccttacga
acgtggaggc
acgagagatc
gctagggtga
agctttatta
aagctatttc
ctaaaagact
attccactta
acagaagaag
gaaaagacaa
gagccagtaa
tatcctgaaa
aaaccacgag
aagcaggtta
gaacttcagt
ccacagggca
cctagtagac
actgaggcat
gagggagagc
gatatgaaag
gattccattg
tctctctcac
caggtccgaa

cagtttggaa
ccgtctatca
cgaggtgccg
ggggaaagcc
gggcgetggce
cgccgctaca
cggtgcgggce
taagttgggt
gcgcgtaata
ttattgacta
gagttccgcg
cgcccattga
tgacgtcaat
catatgccaa
gcccagtaca
gctattacca
tcacggggat
aatcaacggg
aggcgtgtac
aaaaaccgcc
tgagatgttt
gatgccaaga
accctgacac
ctcagaggct
tttctctata
gaaacaccca
ttttctctag
ccgagtacgt
taatggggca
aaattctttt
aaataataga
ggaaaagaat
cagtatggaa
atagtgtttc
ggaaaaaatc
tggctcagtc
cgttaaaatt
gcacaagtcc
aagaaaataa
atcggccacc
gggcgccata
agggtagtga
ggcaattccc
ctcccacagt
agggagtaaa
ctcatggaca
cctctcaatt
gaaatagggc

caagagtcca
gggcgatgge
taaagcacta
ggcgaacgtg
aagtgtagcg
gggcgegtec
ctcttcgcta
aacgccaggg
cgactcacta
gttattaata
ttacataact
cgtcaataat
gggtggacta
gtacgccccc
tgaccttatg
tggtgatgcg
ttccaagtct
actttccaaa
ggtgggaggt
tcagggctgg
atgtgtatgc
cctttgttca
atccccctct
ggcgggatcc
ctttgtctct
caggtgtgta
ggtgaaggta
ctacagtcag
aactaaaagt
aaaaagaggg
acaattttgc
tggtaaggaa
tgattgggcc
agtttctgat
ccagaaagaa
aacgcaaaat
agaaggaaaa
tcttccagca
gacccaaccg
cccagaaagt
ccctcagecg
attacatgaa
agtaacgtta
tgaggccaga
acagtatgga
tagactcatt
tttacaattt
tgccaatcct
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ctattaaaga
ccactacgtg
aatcggaacc
gcgagaaagg
gtcacgctgc
cattcgccat
ttacgccagc
ttttcccagt
tagggcgaat
gtaatcaatt
tacggtaaat
gacgtatgtt
tttacggtaa
tattgacgtc
ggactttcct
gttttggcag
ccaccccatt
atgtcgtaac
ctataaaacc
aggtgggacc
atatctaaaa
cgtgtttgtc
ttgagaaaca
tccatatgct
gtgtcttttt
ggggcaaccc
cgctcgagceg
ccttacggta
aaaattaaaa
ggagttaaag
ccatggtttc
ctaaaacaag
attattaaag
gcccctggaa
accgaaagtt
gttgactata
ggtccagaat
ggtcaggtge
ccagtagcct
cagtatggat
cccactagga
attattgata
gaaccgatgc
tacaagtctt
cccaactccc
ccttatgatt
aagacttggt
ccagttaaca

acgtggactc
aaccatcacc
ctaaagggag
aagggaagaa
gcgtaaccac
tcaggctgcg
tggcgaaagg
cacgacgttg
tgggtaccgg
acggggtcat
ggcccgectg
cccatagtaa
actgcccact
aatgacggta
acttggcagt
tacatcaatg
gacgtcaatg
aactccgccc
cgattgtatg
tgcgggcage
gcacagcact
tgctgaccct
cccacagatg
gaacgctggt
cttttccaaa
acccctacat
tggtcattga
agcttgtgcg
gtaaatatgc
tatctacaaa
cagaacaagg
caggtaggaa
cagctttaga
gctgtataat
tacattgcga
atcaattaca
tagtggggce
ccgtaacatt
accaatactg
atccaggaat
gacttaatcc
aatcaagaaa
cacctggaga
tttcgataaa
cttatatgag
gggagattct

ggattgatgg
tagatgcaga



3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661

tcaactatta
tgaggccatt
aggaagtacc
ttttgtggca
ggtcatagtg
gccattaaaa
tgatggaatc
tgttttagga
tcacttaaaa
aacaggtaga
tcaatgtcgt
ccagcctcag
ttttcaggga
atacaacaat
gcagtctctc
ctgcctgagg
caaattcata
tcttcaattc
tatattaagg
acaggaaagg
attattcaag
gctttaaatc
ataggcacag
aatcaagaaa
gatttattac
agtcaaaaaa
gatggcatta
cctttttagg
aaaaaccagt
tattagcaaa
ctcctgtgtt
ctgtaaacgc
tgatcccaaa
ctctggcaga
aaccagccac
tttgtcagac
atatcattca
actgttatac
agatccaaac
agccacaaaa
tactaggaga
atttgttctc
aggcaacaaa
tagatccctt
tcattattca
cttttacatt
taaaattatg
gacaagcctt
ttgataacca
tacctaaaat
ccagcaatgg
aatcggctca
ctatcaatat
ctctaattaa
ctgtaagaaa
cagggccttt
aagcacaaga
atgtcacatg
acctgcccac
aaatggatgt
atacttattc
aaaaacattt

ggaataggtc
gagcaagtta
tgcccctcat
aggctccaag
gagttaatgg
ggaaaggttc
ggaggagcta
ggacaagtta
aagaattgcc
gagccacctg
tctaaatttg
gccccacaac
caacaacccc
tgtccccecge
tgcttccagg
ggactgtagg
ctagtgtggt
cttggagtgc
gtggaaatag
ctgcatattg
gaaaacagtt
agtggccaaa
cctcagaagt
gtactgttca
aacaatgggg
tcatgaccaa
aagttccagt
ggcggccact
gtgggtaaat
tgaacagtta
tgtaattcag
cgtaattcaa
agattggcct
gcaggattgt
caggtttcag
ttttgtaggt
ttatattgat
atttctgcaa
ctctactcct
aatagaaata
tattaattgg
tatcttaaga
agaaattaaa
agccccactc
aaatactgat
gtacttggat
tgggaatgac
tatcaattct
ttacccaaaa
taccagacgt
aaaagcagct
aagagcagag
tatatcagat
atatagcatg
aagaaatttc
gactaaagca
acttcatgct
gaaacaggca
tcaagaggca
cacacatgta
acatttcata
attgtcttgt

aaaattggag
gagctatctg
ttaatacagt
atgttgctca
catatgaaaa
ctgcaggatc
tgcataaagc
gaacatttgg
cagtcttaaa
acttatgtcc
ataaaaatgg
aaactggggc
cactgtccca
cacaagcggc
ggagccccca
actaatcttg
tgattcagac
cagtccagga
tgaaataaaa
ggcaagtcag
tgaagggttg
aaattggcct
gtatcaaagt
gccaatgatt
tgcggaaatc
gatgggatat
tgaggctaaa
gtagagcctc
cagtggccgc
gaaaagggtc
aagaaatcag
cccatggggc
ttaattataa
gaaaaatttg
tggaaagtgt
cgagctcttc
gatattttat
gcagaggttg
tttcattatt
agaaaagaca
attcggccaa
ggagactcag
ttagtggaag
caacttttga
cttgtggagt
caaatagcta
ccagacaaaa
ggtgcatggc
acaaagatct
gaacctttag
tacacagggc
ttggttgcag
tctgcatatg
gatgatcagt
ccattttata
aatgaacaag
ttgactcatg
aaagatattg
ggagttaatc
ccttcatttg
tgggcaactt
tttgctgtaa

tactattagt
ccttagagcc
aagacaaggt
aaagtcaatt
cgccaatcct
agatgtaatc
tatgcttatg
aggaaaatgt
caaacagaat
aagatgtaaa
gcaaccattg
attcccaatt
agtgtttcag
agtgcagcag
caaaaaatcc
ggaagatcaa
tataaaggcg
gacaggattg
agaataggag
gtctcagaga
gtagacactg
aaacaaaagg
acggagattt
acttcaattc
accatgcccg
ataccaggaa
ataaatcaaa
ctaaacccat
taccaaaaca
acattgaacc
gcaaatggcg
ctctccaacc
ttgatctaaa
cctttactat
tacctcaggg
aaccagttag
gtgctgcaga
ccaatgctgg
tagggatgca
cattaaaaac
ctctaggcat
acttaaatag
aaaaaattca
tttttgccac
ggtcattcct
cattaatcgg
tagttgtccc
agattggtct
tccagttctt
aaaatgctct
cgaaagaacg
tcattacagt
tagtacaggc
taaaccagct
ttactcatat
ctgacttact
taaatgcagc
tacaacattg
ccagaggtct
gaagattatc
gccaaacagg
tgggagttcc
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caacaagcat
tgggaaaaaa
tcaaaagagc
gccgatgaaa
gagtgtcaat
tcagaatatg
gctcaagcaa
tataattgtg
ataactattc
aaaggaaaac
tcgggaaacg
cagccatttg
ggaataagcc
tagatttatg
ctacaggtgt
gtctaaatct
aaattcaatt
ctcaattatt
ggcttggaag
acagacctgt
gagcagatgt
ctgttacagg
tacattgctt
ctcttaatct
ctccattata
agggactagg
aaagagaagg
accattaact
aaaactggag
ttcgttctca
tatgttaact
tgggttgccc
ggattgcttt
accagccata
aatgcttaat
agaaaagttt
aacgaaagat
actggcaata
gatagaaaat
actaaatgat
tcctacttat
taaaagaatg
gtcagcacaa
tgcacattct
tcctcacagt
tcagacaaga
tttaaccaag
tgctaatttt
aaaattgact
aacagtattt
agtaatcaaa
gttacaagat
tacaagggat
attcaattta
tcgagcacac
ggtatcatct
aggattaaaa
cacccagtgt
gtgtcctaat
atatgttcat
agaaagtact
agaaaaaatc

taatgcaaaa
tccaagaccc
cctatcctga
aagcccgtaa
cagccattaa
taaaagcctg
taacaggagt
gtcaaattgg
aagcaactac
attgggctag
agcaaagggag
ttcctcaggg
agttaccaca
tactatacaa
atatggcccc
aaaaggagtt
ggttattagc
actcctgcca
cactgatccg
gtgtaaggcc
ctctatcatt
acttgtcggc
agggccagat
gtggggtcga
tagccccacg
gaaaaatgaa
aatagggtat
tggaaaacag
gctttacatt
ccttggaatt
gacttaaggg
tctccagcca
tttaccatcc
aataataaag
agtccaacta
tcagactgtt
aaattaattg
gcatctgata
agaaaaatta
tttcaaaaat
gccatgtcaa
ttaaccccag
ataaatagaa
ccaacaggca
acagttaaga
ttacgaataa
gaacaagtta
gtgggaatta
acttggattc
actgatggtt
actccatatc
tttgaccagc
gttgagacag
ttacaacaaa
actaatttac
gcactcataa
aacaaatttg
caagtcttac
gcattatggc
gtaacagttg
tcccatgtta
aaaactgaca



6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
8161
8221
8281
8341
8401
8461
8521
8581
8641
8701
8761
8821
8881
8941
9001
9061
9121
9181
9241
9301
9361
9421
9481
9541
9601
9661
9721
9781
9841
9901
9961
10021
10081
10141
10201
10261
10321
10381

atggaccagg
atacaacagg
cactcaaaac
ctcagatgca
agactactac
aactaatttg
gggggagagg
ctagacattt
agacggagac
gaagaacaga
aagaagctga
gagagtatgc
gcaggagcag
cccgtcagtg
gcaattgatc
actggctccg
tgaacgttct
cccgegggcec
ggctccagta
agccccttcg
aatctggtgg
tttttgatga
ggatctgcac
ccagcgcaca
gtagtctcaa
gccctgggey
tcccggecect
tgagtcaccc
cacggagtac
gtctttaggt
gactgaagtt
gtttggatct
tcaggtgtcg
cggggtggtg
gtccggcgag
caccggcaag
gtgcttcagc
cgaaggctac
cgccgaggtg
cttcaaggag
cgtctatatc
caacatcgag
cgacggcccc
agaccccaac
cactctcggc
tcgaaggtaa
atgacgatgg
cagattgtta
actaagaaaa
tgctctctga
tgtgctttgt
taatctcaag
aagccaggta
agggaaagac
tagtataaga

cctgtccctg
gatagggaaa
aaagcactga
tgtctatgat
tcttgtgacc
aagggaactc
ttatttcttt

atattgtagt
aattccttat
tcaattagtt
acttaatcta
ttctgcagaa
gtggaaagat
ttttgcttgt
gaagttctac
accgcaatcg
tgaagttgcc
cgcagttagc
tgcttgcagc
ctgcagctaa
ggcagagcge
cggtgcctag
cctttttccc
ttttcgcaac
tggcctettt
cgtgattctt
cctcgtgett
caccttcgceg
cctgctgcga
actggtattt
tgttcggcga
gctggecgge
gcaaggctgg
gctccagggg
acacaaagga
cgggcgecgt
tggggggagy
aggccagctt
tggttcattc
tgaacacgtg
cccatcctgg
ggcgagggceg
ctgcccgtgce
cgctaccccg
gtccaggagc
aagttcgagg
gacggcaaca
atggccgaca
gacggcagcg
gtgctgctgce
gagaagcgcg
atggacgagc
gcctatccct
tggttttgtc
ctgtgtctgt
attcttctgc
aacatgtgct
taaacagatg
tacccaggga
ttgtccaagg
ctgaccgtcc
ggaaggaatg
ggcaatggaa
aaccgcctca
gatgtttatg
gccaagacct
ctgacacatc
agaggctgge
ctctatactt

aaagctttcc
aattcccaag
aaacaaaaag
gcactctata
caacatctta
aataaaaata
gtttcaccag
aatgaaccca
agcaccgttg
atccaccaag
tacaaaatat
cttgatgatt
ctatacctac
acatcgccca
agaaggtggc
gagggtgggg

gggtttgccg
acgggttatg

gatcccgagc
gagttgaggc
cctgtctcgce
cgctttrtttt
cggtttttgg
ggcggggcect
ctgctctggt
cccggtcggce
gctcaaaatg
aaagggcctt
ccaggcacct
ggttttatgc
ggcacttgat
tcaagcctca
gtcgeggeceg
tcgagctgga
atgccaccta
cctggcccac
accacatgaa
gcaccatctt
gcgacaccct
tcctggggca
agcagaagaa
tgcagctcgce
ccgacaacca
atcacatggt
tgtacaagta
aaccctctcc
gaaaagaaaa
gtagaaagaa
cttgagattc
gtgtcaactc
cttgaaggca
cacaaaaact
tttctcccca
cccagcccga
cctcttgcag
tgtctcggta
gggctggagg
tgtatgcata
ttgttcacgt
cccctcectttg
gggatcctcc
tgtctctgtg

aaaaattctt
gacaggccat
aagggggaga
ctttaaattt
ctggtaaaaa
agacatggga
gagaaaatca
tcggagatgc
actcacaaga
aaggcagagc
ctagagaaca
gtatcaatgg
cggtcgagct
cagtccccga
gcggggtaaa
gagaaccgta
ccagaacaca
gcccttgcgt
tggagccagg
ctggcctggg
tgctttcgat
ctggcaagat
gcccgcggec
gcgagcgegg
gcctggcctc
accagttgcg
gaggacgcgg
tccgtcctca
cgattagttc
gatggagttt
gtaattctcg
gacagtggtt
catggtgagc
cggcgacgta
cggcaagctg
cctcgtgacc
gcagcacgac
cttcaaggac
ggtgaaccgc
caagctggag
cggcatcaag
cgaccactac
ctacctgagc
cctgctggag
actcgagaga
tcggtctcga
gggggaaatg
gtagacatag
tgttaatcta
agagttgaat
gcatgctcct
gcggaaggcc
tgtgatagtc
cacccgtaaa
ttgagacaag
taaaacccga
tgggacctgc
tctaaaagca
gtttgtctgc
agaaacaccc
atatgctgaa
tectttttctt
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aagtcagtgg
agttgaaaga
cagtaaggag
tttaaacatt
gaacagccca
aatagggaag
gcttcctgtt
aaagaaaagc
tgaacaaaat
cgccgacttg
caaaggtgac
tggtaagtct
agcttcgtga
gaagttgggg
ctgggaaagt
tataagtgca
ggtaagtgcc
gccttgaatt
ggcgggcectt

cgctggggcc
aagtctctag

agtcttgtaa
ggcgacgggg
ccaccgagaa
gcgecgeegt
tgagcggaaa
cgctcgggag
gccgtcgett
tggagetttt
ccccacactg
ttggaatttg
caaagttttt
aagggcgagg
aacggccaca
accctgaagt
accctgacct
ttcttcaagt
gacggcaact
atcgagctga
tacaactaca
gtgaacttca
cagcagaaca
acccagtccg
ttcgtgaccg
tctggcecgge
ttctacgcgt
tggggaaaag
gagactccat
tgaccttacc
ggattaaggg
taagagtcat
gcagggacct
tgaaatatgg
gggtctgtge
aggaaggcat
ttgtatgctc
gggcagcaat
cagcacttaa
tgaccctctc
acagatgatc
cgctggttcc
ttccaaatct

aaaatttcac
actaatagaa
tgtaccactc
tatagaaatc
catgaaggaa
gtgataacgt
tggataccca
acctccgcegg
ggtgacgtca
ggcacaacta
acaaacccca
ccctatgcct
ggctccggtg
ggaggggtcg
gatgtcgtgt
gtagtcgccg
gtgtgtggtt
acttccacct
gcgctttagg
gccgegtgeg
ccatttaaaa
atgcgggcca
cccgtgcegtc
tcggacgggg
gtatcgcccc
gatggccgcet
agcgggcggyg
catgtgactc
ggagtacgtc
agtgggtgga
ccctttttga
ttcttccatt
agctgttcac
agttcagcgt
tcatctgcac
acggcgtgca
ccgccatgcec
acaagacccg
agggcatcga
acagccacaa
agatccgcca
cccccategg
ccctgagcaa
ccgccgggat
tgggcccgtt
accggtcatg
caagagagat
tttgttatgt
cccaaccccg
cggtgcagga
caccactccc
ctgcctagga
cctcgtggga
tgaggaggat
ctgtctcctc
catctactga
actgctttgt
tcctttacat
cccacaattg
aataaatact
ccggttcccce
ctcgtcccac
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11761
11821
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11941
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12121
12181
12241
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12361
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12481
12541
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12781

cttacgagaa
tacacctaag
cgtctgcatg
ccctttagtg
gaaattgtta
cctggggtgce
tccagtcggg
gcgttttgcg
ttcggctgcg
caggggataa
aaaaggccgc
atcgacgctc
cccctggaag
ccgcctttct
gttcggtgta
accgctgcgc
cgccactggc
cagagttctt
gcgctctgct
aaaccaccgc
aaggatctca
actcacgtta
taaattaaaa
gttaccaatg
tagttgcctg
ccagtgctgc
accagccagc
agtctattaa
acgttgttgc
tcagctccgg
cggttagctc
tcatggttat
ctgtgactgg
gctcttgccc
tcatcattgg
ccagttcgat
gcgtttctgg
cacggaaatg
gttattgtct
ttccgcgecac

acacccacag
gtttatcttt
tgtttgtggg
agggttaatt
tccgctcaca
ctaatgagtg
aaacctgtcg
tattgggcgc
gcgagcggta
cgcaggaaag
gttgctggcg
aagtcagagg
ctccctcgtg
cccttcggga
ggtcgttcgc
cttatccggt
agcagccact
gaagtggtgg
gaagccagtt
tggtagcggt
agaagatcct
agggattttg
atgaagtttt
cttaatcagt
actccccgtc
aatgataccg
cggaagggcc
ttgttgccgg
cattgctaca
ttcccaacga
cttcggtcct
ggcagcactg
tgagtactca
ggcgtcaata
aaaacgttct
gtaacccact
gtgagcaaaa
ttgaatactc
catgagcgga
atttccccga

gtgtgtaggg
agactaacat
cagacaggcg
gcgegettgg
attccacaca
agctaactca
tgccagctgc
tcttccgcett
tcagctcact
aacatgtgag
tttttccata
tggcgaaacc
cgctctcctg
agcgtggcgce
tccaagctgg
aactatcgtc
ggtaacagga
cctaactacg
accttcggaa
ggtttttttg
ttgatctttt
gtcatgagat
aaatcaatct
gaggcaccta
gtgtagataa
cgagacccac
gagcgcagaa
gaagctagag
ggcatcgtgg
tcaaggcgag
ccgatcgttg
cataattctc
accaagtcat
cgggataata
tcggggcgaa
cgtgcaccca
acaggaaggc
atactcttcc
tacatatttg
aaagtgccac

gcaacccacc
atattgaact
gccgecaccg
cgtaatcatg
acatacgagc
cattaattgc
attaatgaat
cctcgctcac
caaaggcggt
caaaaggcca
ggctccgecc
cgacaggact
ttccgaccct
tttctcatag
gctgtgtgca
ttgagtccaa
ttagcagagc
gctacactag
aaagagttgg
tttgcaagca
ctacggggtc
tatcaaaaag
aaagtatata
tctcagcgat
ctacgatacg
gctcaccgge
gtggtcctge
taagtagttc
tgtcacgctc
ttacatgatc
tcagaagtaa
ttactgtcat
tctgagaata
ccgcgccaca
aactctcaag
actgatcttc
aaaatgccgc
tttttcaata
aatgtattta
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cctacactct
ctatgtaaat
cgggtgctcc
gtcatagctg
cggaagcata
gttgcgctca
cggccaacgc
tgactcgctg
aatacggtta
gcaaaaggcc
ccctgacgag
ataaagatac
gccgcettacc
ctcacgctgt
cgaacccccce
cccggtaaga
gaggtatgta
aaggacagta
tagctcttga
gcagattacg
tgacgctcag
gatcttcacc
tgagtaaact
ctgtctattt
ggagggctta
tccagattta
aactttatcc
gccagttaat
gtcgtttggt
ccccatgttg
gttggccgeca
gccatccgta
gtgtatgcgg
tagcagaact
gatcttaccg
agcatctttt
aaaaaaggga
ttattgaagc
gaaaaataaa

ataattttct
caaaactaaa
agcttttgtt
tttcctgtgt
aagtgtaaag
ctgcccgett
gcggggagac
cgctcggtcg
tccacagaat
aggaaccgta
catcacaaaa
caggcgtttc
ggatacctgt
aggtatctca
gttcagcccg
cacgacttat
ggcggtgcta
tttggtatct
tccggcaaac
cgcagaaaaa
tggaacgaaa
tagatccttt
tggtctgaca
cgttcatcca
ccatctggcc
tcagcaataa
gcctccatcc
agtttgcgca
atggcttcat
tgcaaaaaag
gtgttatcac
agatgctttt
cgaccgagtt
ttaaaagtgc
ctgttgagat
actttcacca
ataagggcga
atttatcagg
caaatagggg
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DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DNA Desoxyribonukleinsdure

ds doppelstrangig
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