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Zielsetzung

Die Funktionsweise der HERV-K Proteine ist bei weitem noch nicht vollstédndig ver-
standen. Sequenzvergleiche und erste Funktionsstudien deuteten jedoch an, dass auch
die HERV-K113 Proteine aufgrund von Mutationen ihre Funktionalitit verloren ha-
ben konnten. Ziel dieser Arbeit ist es, die Funktionalitidt des HERV-K113 Env- und
Rec-Proteins zu iiberpriifen und gegebenenfalls wiederherzustellen. Mit diesen funk-
tionellen Proteinen sollten weiterfiihrende Studien mdoglich sein. Bisher konnte fiir das
HERV-K113 Env weder ein Einbau in Viruspartikel noch Infektiositdt nachgewiesen
werden. Mit einem rekonstituierten Hiillprotein konnten diese beiden Prozesse wah-
rend der HERV-K Replikation besser verstanden werden.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist es, das funktionelle und onkogenetische Potential
des Rec-Proteins niaher zu charakterisieren. Durch einen ,Yeast Two-Hybrid“-Versuch
mit dem HERV-K Rec-Protein sollen Interaktionspartner des Rec-Proteins detektiert
und die Rolle dieser Interaktion in der Tumorgenese und Virusphysiologie untersucht

werden.



Inhaltsverzeichnis 3

Inhaltsverzeichnis
(1  Einleitung) 8
(L1 Retroviren| . . . . . . . . .. . 8
(L11  Struktureller Aufbau der Retrovirenl. . . . . . . . ... ... .. 9
(1.1.2  Replikationszyklus| . . . . .. .. .. ... ... ... .. ... 11
(I.1.3  Genomischer Aufbau des Provirusf . . . . . . ... .. ... ... 13
(1.2 Endogene Retroviren| . . . . . . . .. ... ... ... . 15
(1.2.1 Die HERV-K(HML-2) Familie und HERV-K113| . . . . ... .. 18
(.2.2  Proviraler Aufbau von HERV-K113 . . . . ... ... ... ... 20
(1.2.3  Die Rolle des Hullproteins Env wahrend der HERV-K Replikation| 21
(1.2.4  Der virale RNA-Transport| . . . . .. ... ... ... ... ... 26
[.24.1  Das HIV-T Rev-Protein| . . . . .. .. ... ... ... 27
(1.2.4.2 HERV-K Rec/RcRE| . . . ... ... ... ....... 30
(.20 HERV-Kund Krebs . . . ... ... ... ... ... ... 31
2__Materialien und Methodenl 35
2.1 Materialien| . . . . .. ..o o 35
[2.1.1 Laborgerate, Apparaturen und Hiltsmittel| . . . . . . .. .. .. 35
[2.1.2  Chemikalien, Enzyme und Grofsenstandards| . . . . . . . . . .. 35
2.1.3  Puffer und Nahrmedien|. . . . . . . .. .. ... L. 36
RIZ KItd . . . oo 37
2.1.0  Konstruktel . . . . ... ... oo 37
2.1.6  Bakterienstammel . . . . . .. ..o 0oL 38
2.1.7 Antibiotikal . . . . .. ..o o 38
2.1.8 Antikorper|. . . . . . . ... 38
2.1.9 Doftwarel . . . . . . ..o 39
[2.1.10 Oligonukleotide (Primer)| . . . . . . ... ... ... ... ... 39
2.2 Methodenl . . . . . . . .. 40




Inhaltsverzeichnis 4

2.2.1.1 Hefe-Transformation| . . . . . . . ... ... ... ... 41
2.2.1.2  Yeast Two-Hybrid Analyse|. . . . . . . . ... ... .. 41
[2.2.2 DNA-Analytikl. . . . ... ... oo 43
[2.2.2.1  Polymerase-Kettenrektion| . . . . . .. .. ... .. .. 43
[2.2.2.2  Expand High Fidelity PCR} . . . . ... ... ... .. 43
[2.2.2.3  Mutagenese-PCR| . . . . . .. ... ... ... .. ... 44
2.2.2.4 Restriktion mit Fndonukleasenl . . . . . . ... .. .. 45
[2.2.2.5  Ligationl . . . . . . .. ... oL 45
[2.2.2.6  DNA-Agarosegelelektrophorese] . . . . . . .. ... .. 46
[2.2.2.7  Aufreinigung und Isolierung von DNA-Fragmenten| . . 46
[2.2.2.8  Herstellung elektrokompetenter ., One Shot* Topl0 E.coli| 47
2.2.29 Transtormationl . . . . . . . . ... 47
[2.2.2.10 Plasmidisolierung| . . . . . . . . . . ... ... ... .. 48
[2.2.2.11 DNA-Bestimmung| . . . . .. ... ... ... ..... 48
[2.2.2.12 Sequenzierungs-PCR| . . . . . ... ... ... ... .. 48
223 Zellkulturl . . . . .. .. o 49
2.2.3.1 Puffer und Medien| . . . . ... ... ..o 49
[2.2.3.2  Zellbiologische Verbrauchsmaterialien. . . . . . . . .. 49
[2.2.3.3  Eukaryotische Zellinien|. . . . . . . .. ... ... ... 50
[2.2.3.4  Zellkultivierung . . . . . . ... ... 50
2.2.35 ransfektionl . . . .. .. ... ..o 51
2.2.3.6  Infektionsversuchel . . . . . . ... ... 52
[2.2.3.7  Androgenrezeptor-lransaktivierungsassays| . . . . . . . 52
[2.2.3.8  Messung des RNA-Transports| . . . . . ... ... ... 53
[2.2.4  Protein-Analytik| . . . ... ... ... ... ... ... 53
[2.2.4.1  Zelllyse/Proteinextraktion| . . . . . . . ... ... ... 53
[2.2.4.2  Immunprazipitation| . . . . ... ... ... ... ... 54
[2.2.4.3  Herstellung rekombinanter Proteine/. . . . . . . . . .. 54
2244 Pull Down Versuchel . . . . .. ... ... ... .. 55




Inhaltsverzeichnis 5

[2.2.4.6  SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)| . . 56

2247 Western Blotl . . . .. .. ..o 000 56

[2.2.4.8  Immunfluoreszenz-Farbung (cLSM) . . . . . .. .. .. 57

[2.2.4.9  p24 Gag-ELISA|. . . . . ... ... ... 58

22410 Cavidil . . . . .. ..o 59

[3 Ergebnisse| 60
[3.1 Funktionelle Untersuchungen zum Hillprotein| . . . . . . . ... .. .. 60
[3.1.1 Codonoptimierung des env-Gens| . . . . . ... ... ... ... 61
[3.1.2  Rekonstitution der ursprunglichen HERV-K113 Env-Proteinsequenz| 62
[3.1.5  Toxizitatsbestimmung| . . . . . . . ... ... 65

[3.1.4 Einbau des rekonstituierten Hullproteins in lentivirale Partikell . 66
[3.1.5  Einbau des Hiillproteins in HERV-K113-Partikell . . . . . . . .. 68
[3.1.6  Untersuchung der intektiosen Figenschaften des HERV-K113 Hiill- |
proteins| . . . . ... 70

[3.1.7  Verstarkung der Infektionsrate durch SEVI . . . .. ... .. .. 71

[3.2  Funktionelle Untersuchungen zum Rec-Protemn| . . . . . . . . .. .. .. 75
[3.2.1 Identifikation von Interaktionspartnern des Rec-Proteins mittels |
emnes ,.Yeast Two-Hybrid"™-Systems| . . . . . . . .. .. ... ... 75

[3.2.2  Optimierung der Rec-Expressionl. . . . . . . .. ... ... ... 78
[3.2.3  Rekonstitution der originalen Rec-Sequenz] . . . . . . . . . . .. 79
[3.2.4  Bestatigung der Interaktion des oricoRecs mit Stauten-1 und |

[ bSGT 1m YTH-Versuchl . . . ... ... ... ... ... .... 82
[3.2.5  Bestatigung der Interaktion mittels Coimmunprazipitation| . . . 82
[3.2.6  Untersuchungen zur Colokalisation| . . . . . .. ... ... ... 83
[3.2.7 Identifikation der oricoRec-interagierenden Domane| . . . . . . . 85
[3.2.8  Einfluss von Staufen-1 und hSG'T aut den viralen RNA-Transport| 88
[3.2.9  Einfluss von Staufen-1 und hSG'I" aut die virale Partikelbildungl 90




Inhaltsverzeichnis 6

Bo10 Dl G R Ao Tt T P - l

se nach dem nukleozytoplasmatischen ‘Iransport und die Virus- |

| RNA-Verteilung| . . . . . .. .. ... ... ... ... 91
[3.2.11 Pathogenetische Effekte der Rec-hSG'T-Interaktion| . . . . . . . 97
4__Diskussion| 106
4.1  Das HERV-K113 Hullprotein|. . . . . . . . ... ... ... ... ... 106
[4.1.1  Rekonstitution des Hiullproteins| . . . . . . . ... ... ... .. 106

[4.1.2  Der Einfluss C-terminaler Modifikationen aut die Eigenschatten |

des Hullproteins|. . . . . . . . . ... ... 0oL 109
“.1.3  Der Finfluss von SEVI auf die Infektiositatl . . . . . .. ... .. 110
4.2 Funktionelle Charakterisierung des HERV-K Rec-Proteins| . . . . . .. 113
[4.2.1  Optimierung der Expression . . . . . . ... . ... ... ... .. 113
[4.2.2  Die Suche nach weiteren Interaktionspartnernl . . . . . . . . .. 115
“.2.3 Rec-Interaktion mit Staufen-11 . . . . . . . ... ... ... ... 116
M.2.4  Interaktion von Rec mit hSGTI. . . . .. ... ... ... .. .. 129
[4.2.4.1  Implikation der Rec-h5G'T-Interaktion in der Krebsent- |
[ wicklung|. . . . . . ... 134
(4.3 Zusammenfassung|. . . . . ... .. 136
[6b  Zusammenfassung der Arbeit| 138
A A g XXXV
IA.1 Oligonukleotide (Primer)| . . . . . . ... ... ... ... ... ..... XXXV
[A.1.1 Sequenzierprimer| . . . . . . . . . . ... XXXV
[A.1.2 Mutageneseprimer| . . . . ... ... ... ... ... ... XXXV
[A.1.3 Klonierungsprimer| . . .. ... ... ... .. ... ....... XXXVI
[A.2 Sequenzen| . . . . . . .. XXXIX
[A.2.1 cokmv-Sequenz| . . . . .. ... Lo XXXIX
[A.3 Abkiirzungen| . . . . . . . ... XL




Inhaltsverzeichnis 7

B Danksagung] XLV

|C Erklarung| XLVII
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1 Einleitung

1.1 Retroviren

Die Familie der Retroviren (Retroviridae) setzt sich aus morphologisch und funk-
tionell unterschiedlichen, umbhiillten Viren zusammen, die zwei Kopien eines RNA-
Einzelstrang-Genoms in Plusstrangorientierung tragen. Thr auffalligstes Merkmal ist die
Reverse Transkription. Wahrend der Replikation wird die genomische RNA durch die
Reverse Transkriptase (RT) in doppelstriangige DNA umgeschrieben und anschliefsend
in das Wirtsgenom integriert. Von der Aktivitdt der Reversen Transkriptase leitet sich
auch der Name der Retroviren ab.

Die zur Zeit giiltige Taxonomie wurde vom ,International Committee on Taxonomy
of Viruses* (ICTV) erstellt. Aufgrund ihrer genetischen Verwandtschaftsverhéltnisse
werden die Retroviridae in zwei Unterfamilien unterteilt: in die Orthoretrovirinae und
in die Spumaretrovirinae. Wéhrend die Lentiviren sowie a-, -, ¥-, -, und e-Retroviren
Genera der Orthoretrovirinae sind, gehoren die Foamy- beziehungsweise Spumaviren
zu den Spumaretrovirinae.

Zu den Retroviren zdhlen Erreger weit verbreiteter Infektionskrankheiten, die sowohl
bei Tieren als auch beim Menschen auftreten konnen. So infizieren sie neben Sauge-
tieren auch andere Wirbeltiere wie Vogel, Amphibien, Reptilien und Fische. Die wohl
bekanntesten Vertreter der Retroviridae, die Humanen Immundefizienzviren (HIV-1/
HIV-2), werden zum Genus der Lentiviren gezdhlt und gelten als Erreger des erwor-
benen Immunschwiche Syndroms, abgekiirzt AIDS (jacquired immunodeficiency syn-
drome") [10], [ITT].

Auch Tumorerkrankungen kénnen durch Retroviren ausgelost werden. Als eines der be-
kanntesten Beispiele gilt hierfiir das Humane T-Zell-Leukédmie-Virus Typ-1 (HTLV-1),
der Verursacher der adulten T-Zell-Leukédmie (ATL) [259]. Ein weiterer wichtiger Ver-
treter der Retroviren ist das zum Genus der 3-Retroviren gehorende ,Mouse Mammary
Tumour Virus* (MMTV), dass erstmals 1936 von John J. Bittner mit malignen Milch-

driisenerkrankungen bei der Maus in Verbindung gebracht wurde [20].
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Neben den infektiosen exogenen gibt es auch endogene Retroviren. Infiziert ein Retro-
virus Zellen der Keimbahn und integriert hier in das Wirtsgenom, kann die Virusinfor-
mation zusammen mit der Elterninformation auf die Nachkommen weitergegeben, also

vertikal vererbt werden.

1.1.1 Struktureller Aufbau der Retroviren

Retroviren bilden charakteristische, umhiillte Viruspartikel mit einem Durchmesser von
circa 100 nm [231]. Der Aufbau des HIV-1-Partikels ist in Abbildung (1| schematisch
dargestellt.

Reverse Transkriptase

Abbildung 1: Schematischer Aufbau eines Retrovirus am Beispiel von HIV-1: In die Mem-
bran ist das Hiillprotein, bestehend aus transmembraner Untereinheit (TM) und Oberfldchen-
glykoprotein (SU), eingelagert. Das Gag-Vorlauferprotein wird in Matrix-, Capsid- und Nukleo-
capsid prozessiert. Im Zentrum befindet sich die vom Nukleocapsid geschiitzte ss(+)RNA. Weiter-
hin befinden sich enzymatische Proteine, wie die Reverse Transkriptase (RT), die Protease (Pro)
und die Integrase (Int) im Virion. Abbildung verédndert nach US National Institute of Health/Carl

Henderson; http://www.niaid.nih.gov /factsheets/graphics/howhiv.jpg

Alle retroviralen Genome bestehen aus mindestens vier Genen: gag, pro, pol und enw.
Das gag-Gen kodiert fiir das Hauptstrukturpolyprotein Gag, dessen alleinige Expres-
sion ausreicht, um unreife, nicht-infektiose Virus-artige Partikel (VLPs) zu bilden. Die
virale Protease wird durch das pro-Gen kodiert und ermdglicht die Partikelreifung,

bei der das Gag-Vorlduferprotein in Matrix-, Capsid- und Nukleocapsidprotein pro-
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Abbildung 2: Morphologie typischer retroviraler Vertreter bei der Knospung, im unrei-

fen Stadium und im reifen Stadium: Dinnschnitt-EM von virusinfizierten Zellen. Die durch-

schnittliche Grofe der retroviralen Partikel liegt zwschen 100 und 150 nm. Unreife Partikel sind im

Zentrum hell und weisen einen dunklen Gag-Ring auf. Wahrend der Partikelreifung wird das Gag-

Vorlauferprotein durch die virale Protease gespalten und es wird das charakteristische virale Cap-
sid ausgebildet. Linker Teil: Es sind Vertreter der a-Retroviren (ALV), S-Retroviren (MMTYV),
~v-Retroviren (MLV), §-Retroviren (BLV), Lentiviren (SIV) und Spumaretroviren (SFV) darge-

stellt. Die entsprechende morphologische Typisierung ist vermerkt. Entnommen aus dem Buch

4Retroviruses* von R. Kurth und N. Bannert [I75]. Rechter Teil: Ergdnzende Aufnahmen zu Typ
A- (TIAP) und Typ D-Retroviren (MPMYV) aus dem Buch ,Retroviruses‘ von J. M. Coffin [64].

zessiert wird. Im reifen Virion befindet sich das virale Capsid beziehungsweise Core

meist im Partikelzentrum und kann von Virusstamm zu Virusstamm verschieden ge-

staltet sein. Abhéngig von ihrer Corestruktur und dem Knospungsprozess konnen die

verschiedenen Retrovirusstimme morphologisch in Typ A, B, C oder D unterschieden

werden. In Abbildung[2]sind elektronenmikroskopische Aufnahmen von knospenden Vi-
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rionen sowie unreifen und reifen Partikeln ausgesuchter Prototypen der verschiedenen
Genera dargestellt. Unter Typ A-Partikeln werden Partikel verstanden, die in das endo-
plasmatische Reticulum knospen. Dazu gehoren die ,Intracisternal Type-A Particles®
(IAPs), die von endogenen Retrovirus-artigen Elementen in Nagern gebildet werden.
Die héufig vorkommende Typ C-Morphologie ist dadurch gekennzeichnet, dass das Co-
re rund oder leicht eckig strukturiert ist und sich im Zentrum der Partikel befindet. Die
Assemblierung der Partikel findet an der Zellmembran statt und knospende Partikel
weisen einen noch nicht vollstdndig geschlossenen Gag-Ring auf. In Typ-B Viren, wie
dem (-Retrovirus MMTV, ist das reife, runde Core exzentrisch im Partikel ausgerich-
tet. Typ D-Viren, wie das ,Mason-Pfizer Monkey Virus“ (MPMV), weisen hingegen ein
stabformiges Core auf. Wie auch in den Spumaviren, erfolgt die Virusassemblierung
in Typ B- und Typ D-Viren nicht an der Plasmamembran, sondern bereits im Zyto-
plasma. Anschliefend wird das vollstdndig geschlossene Viruscapsid zur Zellmembran
transportiert, wo die Virusknospung erfolgt. Lentiviren nehmen in dieser Klassifizie-
rung eine Sonderstellung ein. Obwohl ihre Virusknospung der von Typ C-Viren dhnelt,
weisen die reifen Virionen typische konische Capside auf. Fiir Spumaviren wurden bis-
her keine Reifungsprozesse gezeigt [330].

Im Inneren des Capsids befindet sich die genomische Virus-RNA, die mit dem Nukleo-
capsid (NC) assoziiert ist. Das Matrixprotein (MA) ist iiber Myristinsdurereste mit der
Innenseite der Hiillmembran verankert. In diese Virusmembran sind auch die Glykopro-
teine (Env) eingelagert, die die die Rezeptorerkennung und Membranfusion vermitteln.
Das pol-Gen kodiert fiir die Reverse Transkriptase, Integrase (Int) und RNaseH, die

wichtige Bestandteile des infektiosen Virions sind.

1.1.2 Replikationszyklus

Eine schematische Ubersicht {iber den Verlauf der retroviralen Replikation befindet sich
in Abbildung [3] Die Infektion durch Retroviren beginnt mit der Anheftung des vira-
len Hiillproteins (Env) an spezifischen Rezeptoren auf der Oberfliche der Wirtszelle.

Unter Mitwirkung der transmembranen Untereinheit kommt es zur Fusion der Virus-
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und der Wirtszellmembran. Das Nukleocapsid gelangt in das Zytoplasma der Zielzelle.

Virusreifung

Knospung
Virusbindung Fusion
o
A WV LY
i bo—o
“ 0 T\,
“Te Assemblierung i 3 )
* Gag
APV ‘U
reverse
Transkription B
ranslation
Zytoplasma - .
PIC FESEH Kernexport L ’\3\' S
Kernimport Py,
I ._,'cj\ 3 ¢ 1.4
S\

-~
\or@ Oy Virale RNAs = / i H
GESES :

I \r\.
; S L
i WAV e
Nukleus Integration Transkription

Provirus

N/NT NI NSNS TIN TN TN TN TN
Abbildung 3: Schematische Darstellung des Replikationszyklus von Retroviren: Nach der
Env-vermittelten Rezeptor-spezifischen Anheftung des Virions an die Zielzelle fusioniert die Vi-
rusmembran mit der Wirtszellmembran und die virale RNA wird zusammen mit den viralen
Enzymen in das Zytoplasma freigesetzt. Die virale RNA wird mit Hilfe der Reversen Transkrip-
tase in dsDNA umgeschrieben, als pra-Integrationskomplex (PIC) in den Zellkern transportiert
und dort durch die Integrase als Provirus in das Wirtsgenom integriert. Erfolgt die Transkrip-
tion des Provirus, werden die verschiedenen RNA-Spezies in das Zytoplasma transportiert und
dort translatiert. Zudem wird ungespleifste, virale genomische RNA im Zytoplasma angereichert.
Translatiertes Gag aggregiert zu Viruspartikeln und verpackt dabei die genomische RNA. An
der Zellmembran erfolgt die Knospung der Partikel aus der Zelle, wobei die Virionen von der
Wirtsmembran mit den integrierten viralen Envs umhiillt werden. Nach der Knospung erfolgt die

Virusreifung. RT = reverse Transkriptase. Nisole et al., 2005 [242]

In einem Prozess, der als ,,Uncoating” bezeichnet wird, wird die Capsidstruktur aufge-
16st, wodurch die virale RNA und die Enzyme, welche zur Initiation der Replikation
und Integration notwendig sind, freigesetzt werden. Mit Hilfe der Reversen Transkrip-
tase wird die relativ fragile, virale Einzelstrang-RNA in stabile Doppelstrang-DNA
(dsDNA) umgeschrieben. Aufgrund der fehlenden Korrekturfunktion des Mg?™— oder

Mn?* —abhingigen Enzyms hat die Transkription eine hohe Mutationsrate zur Folge
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[264]. Durch die Aktivitdt der RNaseH wird der virale RNA-Strang des Heteroduplex
hydrolytisch abgebaut und anschlieffend durch einen DNA-Strang ersetzt. Die reverse
Transkription ermoglicht es der Integrase, das Virusgenom in die Wirtszell-DNA zu
integrieren [34], [83]. Das Provirus wird dann bei jeder Zellteilung an die Tochterzellen
weitergegeben.

Ob das Provirus transkribiert wird oder latent vorliegt, héngt bei vielen Retroviren
vom Aktivierungszustand der Zelle ab [298]. Erfolgt eine Transkription, werden je
nach Virusstamm zwei bis 30 verschiedene RNA-Spezies durch differenzielles Spleifsen
gebildet [197]. Die Volllingen-RNA dient entweder als genomische RNA, welche in
neue Viruspartikel verpackt wird oder als mRNA zur Translation der Gag- und Pol-
Vorlauferproteinen. Das Env-Vorlauferprotein wird aus einer einfach gespleifiten viralen
mRNA am rauen endoplasmatischen Reticulum (rER) synthetisiert und so wéhrend
der Synthese in die Membran integriert. Abhéngig vom Retrovirusstamm erfolgt die
Gag-Aggregation im Zytoplasma oder an der Virusmembran. Als Erbinformation fiir
einen neuen Infektionszyklus wird ungespleifste Volllingen-RNA in das Viruspartikel
verpackt. Auflerdem interagiert das Gag-Protein mit dem zytoplasmatischen Anteil des
Hiillproteins, was zur Knospung der neugebildeten Viruspartikel fiihrt. Die noch unrei-
fen Viruspartikel werden freigesetzt. Durch proteolytische Spaltung des Gag-Vorlaufers
wird das zentrale Capsid ausgebildet. Dieser Prozess wird als Partikelreifung bezeich-

net. Reife Partikel konnen nun neue Wirtszellen infizieren.

1.1.3 Genomischer Aufbau des Provirus

Das virale Genom selbst besteht aus zwei (+)RNA-Einzelstréngen (ss(+)RNA) mit
einer Linge von 7 bis 12 Kilobasen (kb). Das integrierte virale Erbgut wird als Pro-
virus bezeichnet. Der typische Aufbau eines Provirus ist in Abbildung [4] dargestellt.
Die viralen Gensequenzen werden von den ,Long Terminal Repeats‘ (LTRs) begrenzt.
LTRs sind regulatorische Sequenzen, die an den Genomenden in gleicher Orientierung
vorliegen und aus den U3-, R- und U5- Bereichen bestehen. Auch cis-aktive Sequen-

zen, welche die retrovirale Genexpression kontrollieren, sind in der LTR-Region, vor
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Abbildung 4: Aufbau eines typischen Provirus: Die Provirus DNA wird mit den ,Long Ter-

env 5'CAP

minal Repeats* (LTRs) in das Wirtsgenom integriert. Die LTRs setzen sich aus U3-, R- und
Ub-Elementen zusammen. Wichtige Sequenzen innerhalb der LTRs, wie Enhancer, Promotor und
das Poly(A)-Signal, sind eingezeichnet. Die Leserahmen fiir gag, pro, pol und env befinden sich
bei allen Proviren in der selben Reihenfolge. Die méglichen Positionen akzessorischer Gene sind
ebenfalls vermerkt. Diese konnen zudem mit enwv, der U3-Region oder untereinander iiberlappen.
Selten sind sie an anderen Positionen zu finden. Das primére Transkriptionsprodukt ist in der
zweiten Reihe dargestellt. Sequenzen, die fiir die Replikation eine wichtige Rolle spielen, sind
eingezeichnet. Dazu gehéren das 5’Cap, die Primerbindestelle (PBS), das ¥-Verpackungssignal,
die Spleifdonor- (SD) und Spleifakzeptorstellen (SA), sowie der Polypurin-Trakt (PPT), das
Polyadenylierungssignal (PA), der Poly(A)-Schwanz (AAA) und Frameshift-Regionen (FS). Die
gespleifste mRNA des Env-Proteins ist in der unteren Reihe dargestellt. Retroviren mit akzesso-
rischen Genen besitzen weitere SD und SA und damit zusétzliche, gespleifste mRNAs. Erstellt
nach ,Retroviruses”, 1997 Cold Spring Harbor Laboratory Press.

allem im U3-Bereich, enthalten. Hinter dem U5-Bereich der 5’'LTR befindet sich die
Primerbindestelle (PBS) des Provirus, an der die spezifische, zelluldire tRNA bindet.
Hier findet die Initiierung der RT-Reaktion statt, bei der die tRNA als Primer fun-
giert. Weiterhin liegt im 5’-Bereich die sogenannte W-Site, die als Verpackungssignal
der viralen RNA dient.

Komplexe Retroviren besitzen neben den Hauptstrukturprotein-Genen auch Nicht-
strukturprotein-Gene, die fiir die Replikation essentiell sind beziehungsweise diese ver-
starken und die Wirtsabwehr aufer Kraft setzen kénnen [122]. HIV-1 besitzt beispiels-
weise die akzessorischen Gene tat, rev, vif, nef, vpu und vpr. HTLV-1 besitzt zusétzlich

die rez-, rof-, taz- und tof-Gene und Foamyviren exprimieren das tas- und das bet-Gen.
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1.2 Endogene Retroviren

Aufgrund ihres besonderen Merkmals der Reversen Transkription und aufgrund der
Expression des einzigartigen Enzyms der viralen Integrase ist es Retroviren moglich, in
das Genom von Oozyten beziehungsweise Spermatozyten des Wirtes zu integrieren. Ge-
nomanalysen verschiedenster Organismen zeigten, dass Retroviren in der evolutionéren
Vergangenheit schon sehr oft die Keimbahn ihrer Wirte infiziert haben. Dabei schwankt
der Anteil retroviraler Elemente im Genom von Wirbeltieren zwischen 5 und 10 % . Das
menschliche Genom besteht zu 8 % aus retroviralen Elementen [293], [L79], [319]. Eine
Ubersicht verschiedener endogener Retroviren (ERV) befindet sich in Abbildung
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Abbildung 5: Dendrogramm verschiedener (endogener) Retroviren: Fiir das Dendrogramm
wurden pol-Sequenzen der sieben retroviralen Genera verwendet: a-, (-, v-, 0-, €, lenti- und

spuma-artige Retroviren. Die farbigen Symbole markieren die verschiedenen Wirte. Aus Jern et

al., 2005 [153).
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Im menschlichen Genom wurden bisher 31 verschiedene Humane Endogene Retrovi-
rus (HERV)-Familien beschrieben, die wahrscheinlich auf 31 unabhéngige Keimbahn-
infektionen durch Retroviren zuriickzufiihren sind. Dieser initialen Infektion folgen Ver-
mehrungsprozesse wie Reinfektion, Retrotransposition und Komplementation in trans
durch intakte Helferviren, die es den HERVs erméglichen, sich iiber das gesamte humane
Genom zu verteilen und gleichzeitig sicherstellen, dass die viralen Proteine weitestge-
hend intakt bleiben [26]. Eine Ubersicht zu diesen Vermehrungsprozessen befindet sich
in Abbildung [6]
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Abbildung 6: Amplifizierungsmechanismen von endogenen Retroviren (ERVs): (a) Rein-
fektion: Grundvoraussetzung ist ein funkionelles Hiillprotein, das den Wiedereintritt des Virus
in die Keimzellbahn des Wirtes vermittelt. Eine kurze Replikationsperiode in somatischen Zel-
len fiihrt zur weiteren Anpassung und erhoht die Fitness des Retrovirus. (b) Retrotransposition
stellt einen intrazelluldiren Amplifikationsmechanismus von Retrotransposons und ERVs dar. Die
Mechanismen der ERV-Retrotransposition sind wenig verstanden. Es ist aber wahrscheinlich,
dass Ubergangsformen von Core-Partikeln gebildet werden, die virale RNA enthalten. (c) Fiir die
Komplementation in trans wird ein Helfervirus (rot) benétigt. Dieses Helfervirus stellt Proteine
bereit, die vom ERV benétigt werden, um Partikel zu bilden, die sowohl durch Retrotransposition

als auch durch Reinfektion proliferieren kénnen. Abbildung aus Bannert und Kurth, 2006 [7].
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Da sich im Laufe der Generationen jedoch immer mehr Mutationen anh&ufen oder
gar ganze Genabschnitte verloren gehen, nimmt die Aktivitdt der ERVs wahrend der
Evolution meist immer weiter ab, bis hin zum vollstdndigen Aktivitdtsverlust. Eine
Ausnahme kénnen dabei retrovirale Gene sein, die sich fiir den Wirtsorganismus als
niitzlich erwiesen haben. Eines der bestuntersuchtesten Beispiele dafiir sind die Gen-
produkte der env-Gene von HERV-W und HERV-FRD: Syncytin-1 und Syncytin-2.
Beide humanen Syncytine spielen eine wichtige Rolle in der Plazentaentwicklung. Auf-
grund seiner immunsuppressiven Figenschaften trigt Syncytin-2 moglicherweise auch
dazu bei, die Abstofsung des Embryos durch die Mutter zu verhindern [226], [120], [24].
Anhand von phyologenetischen Stammb&dumen kann das Alter der einzelnen ERV-
Familien abgeschétzt werden. Neben Stammbaumanalysen wird das Alter eines Pro-
virus auch iiber den Sequenzvergleich der LTRs bestimmt. Bei der genomischen Inte-
gration des Retrovirus in das humane Genom sind beide LTRs absolut identisch. Pro
Jahr kénnen Mutationen mit einer Haufigkeit von 2,3 x 107 bis 5 x 107 im HERV
Element auftreten. Statistisch gesehen kommt es daher alle 200.000 bis 450.000 Jahre
zu einem Basenaustausch in einer LTR [I55]. Je stérker sich beide LTRs voneinander
unterscheiden, umso lédnger liegt der Integrationszeitpunkt zuriick. Der Integrationszeit-
punkt der Humanen Endogenen Retroviren variiert dabei sehr stark. Einige Retroviren
integrierten bereits vor weit iiber 35 Millionen Jahren, andere Elemente hingegen erst
vor 200.000 Jahren.

Es gibt auch Retroviren, die sowohl als exogene als auch endogene Retroviren vorlie-
gen. Eines der prominentesten Beispiele dafiir ist das Koala Retrovirus (KoRV). KoRV
liegt als replikationskompetentes, Volllingen-Provirus im Genom vieler Koalabéren vor.
Sequenzvergleiche des KoRV-Provirus mit anderen Retroviren zeigten eine grofe Ahn-
lichkeit zum exogenen Gibbonleukdmievirus (GALV). Dies lasst einen erst kiirzlich
vollzogenen , Artensprung” des Virus vermuten [132], [102]. Zudem ist die Prévalenz
des Provirus selbst in Australien stark unterschiedich. Wahrend in Nordaustralien alle
untersuchten Tiere endogenes KoRV aufwiesen, konnten in Siidaustralien Tiere ohne
KoRV Provirus ausfindig gemacht werden. Diese Ergebnisse deuten auf eine noch nicht

abgeschlossene KoRV-Endogenisierung hin [304].
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1.2.1 Die HERV-K(HMUL-2) Familie und HERV-K113

Die Namensgebung der HERVs erfolgte sehr heterogen. Oft erhielten HERVs ihren
Namen aufgrund nahe gelegener Gene. Auch Cosmid- oder Klonnummern kénnen Ur-
sprung des Namens sein. Die meisten Mitglieder sind jedoch nach ihrer spezifischen,
zellularen tRNA benannt, die als Primer fiir die RT dient. Hierbei wird der Na-
me nach dem Einbuchstabencode der Aminosduren vergeben. Die Primerbindestel-
le der HERV-K Familie wird beispielsweise durch eine Lysin-tragende tRNA erkannt
(Lysin=K). Die HERV-K Familie gehért zu den 3-Retroviren. Aufgrund der Ahnlich-
keit zu MMTV wurde HERV-K 1982 erstmals im menschlichen Genom entdeckt [50].
Auker HERV-K(C4) und HERV-K(14C) werden deshalb die Mitglieder dieser Familie
als Jhuman MMTV-like* (HML-1 bis 9) bezeichnet.

Vor allem die Mitglieder der HERV-K(HML-2) Familie besitzen besondere Eigenschaf-
ten unter den ERVs, die sie fiir die Forschung sehr interessant machen. Als Ono et al.
als erstes das HERV-K10 Genom sequenzierten, fanden sie dieses erstaunlich gut erhal-
ten vor [244], [245]. HERV-K(HML-2) integrierte vor 35 Millionen Jahren zum ersten
Mal in das Genom der Vorfahren von Altweltaffen. Wiederholte Replikationsereignis-
se fiihrten dazu, dass sich mehr als 60 provirale Kopien und iiber 2500 Einzel-LTRs
im Genom manifestieren konnten [7], [202]. Diese Amplifizierung ist in erster Linie
die Folge von Reinfektionen der Keimbahn durch replikationskompetente HERV-Ks.
Seit der Trennung der humanen Linie von der Schimpansen-Linie vor sechs Millio-
nen Jahren blieb die Insertionsrate von Neuintegraten konstant. Dies fiihrte zu iiber
70 humanspezifischen Insertionen, von denen 15 bis 20 hochkonservierte Vollléngen-
Proviren darstellen [I4], [15]. Bisher konnte jedoch noch kein replikationskompetentes,
infektioses HERV-K gefunden werden. Verschiedene Gruppe konnten aber kiirzlich mit
Hilfe von human-spezifischen Consensus-HERV-K(HML2)-Elementen zeigen, dass die-
se ,single cycle™Infektiositat besitzen. Die Consensus-Elemente sind in der Lage, Zellen
zu infizieren und in das Genom zu integrieren. Es konnte jedoch nicht gezeigt werden,
dass diese Elemente replizieren und neue infektise, replikationskompetente Viruspar-

tikel bilden kénnen [85], [186].
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HERV-K(HML-2) Mitglieder kénnen anhand von Merkmalen ihrer kodierenden Regio-
nen und LTRs, sowie Ahnlichkeiten in ihrer Sequenz in zwei Gruppen unterteilt werden.
Typ-I Proviren weisen eine Deletion von 292 Basenpaaren (bp) im env-Bereich auf, die
die fiir das Rec-Protein notwendige Spleifistelle entfernt. Diese Proviren sind nicht mehr
in der Lage, Env oder Rec zu bilden. Stattdessen wird eine alternative Spleifsstelle ver-
wendet, was zur Bildung des Np9-Proteins fiihrt. Bei den Typ-II Viren ist der Bereich
des pol-env-Ubergangs vollstindig, so dass sowohl Env als auch das Rec-Protein expri-
miert werden konnen. Bisher wurden 10 verschiedene HERV-K(HML-2) Typ-I und 11
verschiedene Typ-IT Proviren genauer charakterisiert [9], [66], [299], [313].

Das HERV-K113 Provirus, welches zu den Typ-II Proviren zahlt, ist das bisher einzige
bekannte Mitglied der HERV-K(HML-2)-Familie, das fiir alle viralen Proteine voll-
stdndige, offene Leserahmen besitzt. Turner et al. konnten es erstmals mit Hilfe einer
HERV-K-Polymerase-Gensonde in einer humanen RP11-BAC-Bibliothek nachweisen
[313]. Das Provirus integriert auf dem Chromosom 19p13.11, tritt jedoch mit einem
allelen Polymorphismus auf, das heifst nur ein gewisser Prozentsatz der Population ist
Triger des Provirus. Eine besonders hohe Verbreitung kann man mit bis zu 30 % in
der afrikanischen Bevdélkerung finden, wohingegen in Asien und Europa die Pravalenz
bei circa 15 % liegt [234], [12]. Dies legt die Vermutung nahe, dass der Ursprung des
Virus auf dem afrikanischen Kontinent liegt.

Sequenzvergleiche der beiden LTRs lieken zunéchst vermuten, dass die Integration im
Chromosom 19 vor 150.000 bis 200.000 Jahren stattfand [313]. Neuere Analysen erga-
ben jedoch, dass Rekombinationsereignisse zwischen den beiden LTRs stattgefunden
haben miissen und somit dass eigentliche Alter verfialscht wurde [I2]. Das tatséch-
liche Alter wird nun auf zwei Millionen Jahre geschétzt. Trotz dieser Korrektur bleibt
das HERV-K113 eines der jiingsten und am besten erhaltenen Proviren der HERV-K-
Gruppe. Es ist nicht auszuschliefsen, dass innerhalb der Weltbevolkerung noch replika-

tionskompetente Proviren existieren [84].



Einleitung 20

1.2.2 Proviraler Aufbau von HERV-K113

Obwohl HERV-K113 ein endogenes Retrovirus ist, besitzt es noch den charakteris-
tischen proviralen Aufbau exogener Retroviren. Das integrierte HERV-K113 Provirus-
genom besitzt eine Lange von circa 8,9 kb und wird von den beiden LTRs flankiert.
Obwohl die 5’LTR und die 3’LTR aufgrund von Mutationen nicht mehr vollig identisch
sind, ist die 5’'LTR als proviraler Promotor noch deutlich aktiv [13].

In Abbildung [7] ist der provirale Aufbau von HERV-K113 dargestellt. Wie alle exoge-
nen und konservierten endogenen Retroviren besitzt auch HERV-K113 den typischen
genetischen Aufbau 5'- gag - pro - pol - env - 3 [6], [199]. Gag kodiert fiir das Matrix-,
Capsid- und Nukleocapsidprotein und ist somit das Hauptstrukturprotein. Pro trigt
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Abbildung 7: Proviraler Aufbau von HERV-K113: HERV-K113 besitzt offene Leserahmen fiir
gag, pro, pol und env. Zusétzlich befindet sich ein weiterer Leserahmen fiir das Rec-Protein in der
proviralen Sequenz. Das Provirus wird durch die 5’LTR und die 3’'LTR begrenzt. Unterhalb der
proviralen Sequenz sind die drei gebildeten mRNA-Spezies dargestellt. Die gestrichelten Linien
verdeutlichen die Spleifsstellen. In der unteren Hélfte der Abbildung sind die drei Hauptprotein-
Spezies dargestellt. Sowohl das Env- als auch das Gag-Pro-Pol-Vorlduferprotein werden weiter

prozessiert.
die genetische Information fiir die Protease, die eine Spaltung der Vorlauferproteine
katalysiert, deren Leserahmen den des Gag-Vorlauferproteins am 3‘-Ende tiberlappen.
Pol kodiert fiir die Reverse Transkriptase, RNaseH und Integrase. Am 3‘-Ende des fiir
pol-kodierenden Bereichs befindet sich der Leserahmen des Glykoproteins (env), der

die genetische Information fiir das Hiillprotein enthélt.
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Im Gegensatz zu den meisten anderen endogenisierten Retroviren, besitzt die HERV-K-
Familie weitere akzessorische Proteine. HERV-K113 exprimiert ein akzessorisches Pro-
tein: das Rec-Protein. Rec ist dem HIV-1 Rev-Protein und dem HTLV Rex-Protein
funktionell sehr dhnlich und vermittelt den viralen RNA-Transport vom Zellkern in
das Zytoplasma [200], [206], [205]. Zusétzlich tritt eine dritte 1,5 kb grofe Spleifiva-
riante auf, die als hel-Transkript bezeichnet wird, deren Funktion jedoch noch nicht

geklart wurde.

1.2.3 Die Rolle des Hiillproteins Env wiahrend der HERV-K Replikation

Mit Hilfe von Sequenzvergleichen konnten 18 vollstandige env-Gene innerhalb der Fa-
milie der humanen endogenen Retroviren identifiziert werden [45], [253]. Davon gehéren
allein sechs env-Gene zur HERV-K(HML-2) Familie. Sie sind sehr gut erhalten und wei-
sen eine Aminosiureidentitat von 97 % auf, was darauf hinweist, dass diese Viren erst
wkiirzlich* in das humane Genom integriert sind [84].

Das HERV-K113 env-Gen, das fiir ein Env-Vorlauferprotein kodiert, befindet sich
am 3-Ende des viralen Genoms. In Abbildung [§] ist der schematische Aufbau des
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Abbildung 8: Schematischer Aufbau des HERV-K113 Hiillproteins: Das 80 kDa-Protein setzt
sich aus einem Signalpeptid (SP), einem Oberflichenglykoprotein (SU) und einer transmembranen
Untereinheit (TM) zusammen. Die putativen Glykosylierungsstellen, die Schuittstelle fiir zellulare

Furinproteasen (CS) und der transmembrane Bereich (MSD) sind eingezeichnet.

HERV-K113 Env-Proteins dargestellt. Das unprozessierte Hiillprotein besitzt ein Mole-
kulargewicht von circa 80 kDa und setzt sich aus dem Oberflachenglykoprotein (SU) mit
einem theoretischen Molekulargewicht von 44 kDa, der transmembranen Untereinheit
(TM) mit einem Molekulargewicht von 26 kDa und einem 10 kDa grofsen Signalpeptid
zusammen. Hiillproteine wie das von HERV-K113, deren subzelluldre Destination die

umgebende Plasmamembran der Wirtszelle ist, werden am rauen endoplasmatischem
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Reticulum gebildet und gelangen iiber den Golgiapparat an die Zelloberfliche [322],
[256], [190]. Fiir die richtige Lokalisation ist die aminoterminale Signalsequenz verant-
wortlich. Beziiglich des Signalpeptids nimmt das HERV-K113 Env eine Sonderstellung
unter den Retroviren ein, da es mit 279 Aminosduren ungewohnlich lang ist. Noch wah-
rend das Protein am ER gebildet und durch die Membran geféddelt wird, wird kotrans-
lational das Signalpeptid entfernt und es finden erste Modifikationen des Envs mit
N-verkniipften Oligosacchariden statt [275], [L70]. Die Verankerung des transmembra-
nen Hiillproteins in der Zellmembran findet bereits wihrend der Synthese am rauen ER
statt. Die transmembrane Untereinheit besitzt dafiir eine Region bestehend aus meh-
reren hydrophoben Aminosiduren, den sogenannten transmembranen Bereich (MSD).
Am zytoplasmatischen C-Terminus befindet sich eine kurze Aminoséuresequenz, die
bei einigen y-Retroviren als R-Peptid bezeichnet wird [124], [138], [I50]. Dieser Ab-
schnitt des Hiillproteins scheint beim Einbau in die Viruspartikel eine wichtige Rolle
zu spielen. Retrovirale R-Peptide von D-Typ- und C-Typ-Viren besitzen beispielswei-
se Fusions-inhibierende Eigenschaften [341], [342]. Die Spaltung des R-Peptids durch
die retrovirale Protease ermoglicht es dem Hiillprotein, in einen fusogenen Zustand zu
gelangen [41], [267], [269]. Verschiedene Gruppen haben zudem berichtet, dass durch
eine Trunkierung des C-Terminus die Fusogenitéit und der Einbau des Hiillproteins in
Viruspartikel gesteigert werden kann. Fiir die Hiillproteine des ,Porcine Endogenous
Retrovirus® (PERV) und des ,Jaksiekte Sheep Retrovirus* (JSRV) wurde beispielsweise
gezeigt, dass das Abspalten eines kurzen Fragments am C-Terminus die Membranfusion
begiinstigt [25], [74]. Auch der Einbau in die Zellmembran konnte durch C-terminale
Deletionen der zytoplasmatischen Doméne verbessert werden [225], [291], [290]. Beim
HERV-W Env hingegen fiihrt eine Trunkierung des C-Terminus zu einem Verlust in
der Fusogenitét [58].

Noch wéhrend des Transports zur Membran wird das Vorlauferprotein durch eine zel-
luldre Furin-Protease proteolytisch in seine beiden Untereinheiten gespalten. Diese er-
kennt eine fiinf Aminoséuren umfassende Sequenz mit dem Motiv R-X-K/R-R, die als
cleavage site” (CS) bezeichnet wird und spaltet nach dem letzten Arginin (R) [86],

[254], [221]. Beide Untereinheiten bleiben anschlieftend nicht-kovalent miteinander ver-
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bunden.

Auferdem erféhrt das Hiillprotein wihrend seiner Reise durch das ER/Golgi-Netzwerk
weitere Modifikationen, wie die Verkniipfung oder Eliminierung von Kohlenhydraten
und die Ausbildung von Disulfidbriicken [109], [I70]. Fiir die Funktionalitdt des Hiill-
proteins sind Verzuckerungen essentiell. Die kovalente Bindung zwischen der Zucker-
gruppe und dem Protein erfolgt an einer Asparaginseitenkette mit der entsprechenden
Aminoséuresequenz N-X-S/T, wobei es sich bei dem X um eine beliebige Aminoséure
handelt, mit Ausnahme von Prolin.

Uber das trans-Golgi-Netzwerk gelangt das Hiillprotein an die Orte der Zellmembran,
wo es zur Viruspartikelbildung kommt. Dafiir interagiert das Virus-Capsid mit der
Wirtsmembran und den darin eingelagerten viralen Hiillproteinen. Es gibt verschiede-
ne Hinweise darauf, dass das Hiillprotein entscheidenen Einfluss auf die subzellulére
Lokalisation des Gag-Proteins und der viralen RNAs hat. Die Env-Expression verén-
dert beispielsweise die Verteilung der HIV-1 RNA in HeLa-Zellen drastisch [63]. Auch
das Gag-Protein muss gerichtet zum Ort der Virus-Knospung (Budding) transpor-
tiert werden. Env wird bendtigt, um Gag aus den spéten endosomalen/lysosomalen
Kompartimenten zu den endosomalen Membranen der RNA-haltigen Vesikel zu leiten
[63]. Auch fiir einige andere Retroviren wurde der Einfluss der endosomalen Kompar-
timente und der Env-Expression auf den RNA-Vesikeltransport nachgewiesen. Sowohl
fir das ,Murine Leukémie Virus“ (MLV), einem C-Typ-Virus, welches an der Mem-
bran assembliert als auch fiir ,Mason-Pfizer Monkey Virus“, das intrazelluliar an den
Centriolen assembliert, wurde gezeigt, dass die endosomalen Kompartimente und die
Env-Expression essentiell fiir den intrazelluliren RNA-Transport sind [289).

Friihe elektronenmikroskopische Untersuchungen des Hiillproteins von HIV-1 lieferten
Hinweise darauf, dass sich mehrere Hiillprotein-Monomere zu Oligomeren zusammen-
lagern [115], [246], [116]. Die Bildung von Oligomeren, vor allem Trimeren aus prozes-
sierten Env-Untereinheiten, wurde an zahlreichen Virionen gezeigt. Die Hiillprotein-
Monomere von HIV-1 sind untereinander durch eine schwache, nicht-kovalente Inter-
aktion miteinander verbunden [339], [260], [93]. Alle drei Env-Monomere miissen voll-

stdndig prozessiert sein, um die Verschmelzung der Membranen und den Eintritt des
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Virus in die Wirtszelle zu vermitteln [331].

Die infektiosen Viruspartikel werden anschliefend durch Knospung freigesetzt. Die SU-
Untereinheit des viralen Hiillproteins ist ausschlieflich auferhalb des Partikels lokali-
siert und leitet die Adsorption bei einer spéteren Infektion ein. Es erkennt spezifische
Rezeptormolekiile auf der Plasmamembran der Wirtszelle und erméglicht es dem Vi-
rus, sich an diese anzuheften. Die TM-Untereinheit, die die Fusion der Virusmembran
mit der Wirtszellmembran vermittelt, besteht aus einer extrapartikuldren, transmem-
branen und intrapartikuldren Domé&ne. Am Beispiel des Env-Proteins des ,Moloney
Murine Leukemia Virus“ (MoMLV) wurde gezeigt, dass der transmembrane Bereich
ebenfalls an der Fusion beteiligt ist [305]. Es wird davon ausgegangen, dass nach der
Rezeptorerkennung die Verkniipfung zwischen der SU- und TM-Untereinheit aufgelost
wird, wodurch die TM-Untereinheit freigelegt wird und die Membranfusion und der
Viruseintritt begiinstigt werden [279]. Der genaue Prozess ist jedoch bislang nur sehr
wenig verstanden.

Bei der Infektion scheinen auch eine Vielzahl von Wirtsfaktoren eine Rolle zu spielen.
Eine beispielhafte Auflistung einiger beteiligter Wirtsproteine findet sich in Tabelle
2007 publizierten Miinch et al., dass durch die Prostata amyloide Fibrillen in die Sa-
menfliissigkeit gegeben werden, die eine Infektion durch HIV-1 begiinstigen und um
ein Vielfaches verstirken. Dabei aggregieren natiirlich vorkommende Fragmente der
,Prostata sauren Phosphatase” (PAP) zu kurzen, amyloiden Fibrillen [237]. Aufgrund
der positiven Ladung dieser Fibrillen, die auch als ,Semen-derived Enhancer of Virus
Infection (SEVI) bezeichnet werden, wird die Anlagerung und die Fusion der Virionen
mit der Zielzelle begiinstigt [273]. SEVI fungiert dabei als polykationische Briicke, die
eine Abstofung der HIV-1-Partikel durch die negativ geladene Zelloberflache verhin-
dert.

Fiir das HERV-K113 Env konnte bis dato keinerlei Funktionalitét gezeigt werden [84].
Die Ursachen dafiir sind noch unbekannt. Es gibt aber verschiedene Hinweise, dass post-
translationale Modifikationen eine Rolle spielen kénnten. So kann das HERV-K(HML-2)
Env zwar als glykosyliertes Protein in Sduger- und Insektenzellen exprimiert werden, es

wird jedoch nicht nach der Abspaltung des Signalpeptids in TM und SU-Untereinheit
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prozessiert oder an die Zelloberfléche transportiert [314]. Wahrscheinlich ist die fehlende
Prozessierung und Spaltung des Envs eine Ursache dafiir, dass bislang keine infektiosen

HERV-K(HML-2) Partikel im Menschen nachgewiesen werden konnten.

1.2.4 Der virale RNA-Transport

Retroviren haben verschiedene Strategien entwickelt, um das Ausmaf der viralen RNA-
Prozessierung zu regulieren und damit ein ausgewogenes Verhéltnis von ungespleifster
und gespleifster RNA zu erhalten. Dazu gehoren suboptimale 3’-Spleifsstellen, ,splicing
enhancer” (ESE) und ,splicing silencer (ESS). Fiir das virale Spleifsen wird die zellu-
ldare Spleifs-Maschinerie verwendet. Die Nutzung zelluldrer Proteine, wie SR-Proteine
oder hnRNPs, fiir die Regulation des Spleifsprozesses legt nahe, dass das Ausmaf der
RNA-Prozessierung und damit auch das Ausmafs der Virusreplikation durch Wirts-
faktoren mitbestimmt wird. Die Spleiftfaktoren konnen jedoch von Spezies zu Spezies
verschieden sein, wodurch unter anderem dem Virus die Wirtsspezifitdt vorgegeben
wird [350], [185].

Die Unterdriickung des Spleifsprozesses allein reicht aber nicht aus, um ausreichende
Mengen an ungespleifster viraler RNA im Zytoplasma zu erhalten. Es mussten zusétz-
lich Mechanismen entwickelt werden, die einen effizienten nukledren Export der viralen
Transkripte gewihrleisten. Einfach strukturierte Retroviren, wie das MPMV, die nur
zwei mRNA-Spezies (Vollldngen- und env-RNA) bilden, besitzen dafiir auf der viralen
mRNA cis-aktive, stark gefaltete Strukturen, die so genannten ,Constitutive Transport
Elements‘ (CTEs) [36], [06]. Unabhéngig vom Spleifprozess bindet der zelluldre Ex-
portrezeptor TAP an diese Strukturen und sorgt dann fiir einen effizienten Transport
der viralen Transkripte ins Zytoplasma [288].

Ein CTE-Element geniigt komplexen Retroviren jedoch nicht, um die verschiedenen
viralen RNA-Spezies effektiv aus den Zellkern zu transportieren. Stattdessen besitzen
sie haufig akzessorische Proteine, die den RNA-Transport durchfithren. Bei HIV-1 ist
dies das Rev-, bei HTLV das Rex- und bei HERV-K das Rec-Protein. Eine Ubersicht
dieser drei verschiedenen RNA-Transportmolekiile findet sich in Abbildung [9}
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1.2.4.1 Das HIV-1 Rev-Protein Rev (Regulator of expression of virion proteins)
ist schon lange dafiir bekannt, den nukleozytoplasmatischen Transport von ungespleifs-
ter und nicht vollstdndig gespleifster RNA zu stimulieren [71], [I45], [261]. Die zweifach
gespleifite rev-mRNA wird iiber den zellularen TAP vermittelten mRNA Exportweg
in das Zytoplasma transportiert. Nach der Translation bindet Rev iiber sein nukleéres
Importsignal (NLS), einer argininreichen Doméne, direkt an den Kern-Importrezeptor
Importin-G [251], [297], [76], [123], [146], [296], [346], [347], [16], [46], [173], [208], [255].
Dies stellt insofern eine Besonderheit dar, als dass die meisten Proteine mit einer ba-
sischen NLS {iber Adaptorproteine mit Importin-G interagieren miissen. Der dimere
Rev/Importin-3-Komplex interagiert mit Proteinen der Nukleopore und gelangt so in
den Kern. Hier bindet Importin-# an RanGTP und der Rev/Importin -Komplex zer-
fallt.

Rev bindet zunéchst als Monomer an einem spezifischen Bereich der viralen RNA, das

sogenannte Rev responsive Element (RRE). Dafiir besitzt die NLS eine a-Helix, die

Multimerisierungsdomane  Start Exon2
A

r lJr

HERV-K Rec | _NLS WLNES.  LRD. |
1 K ; 4 Kk 105

13 20 50 59 77 83 87
I . 1
HIV-1Rev | _NLS . LNES.
1 A A A 15
34 50 75 83
Y I A \
HTLV-1 Rex  [uubILS -Nﬁ |
1 4 4 189
1 19 79 99

Abbildung 9: Rec, Rev und Rex sind RNA-Transportproteine: Alle drei Proteine entstehen
aus zweifach gespleifiter RNA. Der Ubergang von Exon 1 zu Exon 2 ist durch einen Pfeil markiert.
Typisch fiir die Transportfaktoren ist die Arginin-reiche Kernlokalisationssequenz (NLS) und die
Leucin-reiche Kernexportsequenz (NES). Das Rec-Protein besitzt zudem eine weitere Leucin-
reiche Doméne (LRD). Zusétzlich verfiigen die drei Proteine iiber eine Multimerisierungsdoméne.

Alle Regionen sind mit den entsprechenden Aminosédurepositionen angegeben.

in die groke Furche der Rev-Bindestelle innerhalb des RRE bindet. Das RRE ist ein
351 Nukleotide umfassender Bereich von ausgepragter Sekundérstruktur, der innerhalb

der env-Sequenz lokalisiert ist. Nachdem Rev an diesen Bereich gebunden hat, bildet
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das Protein Multimere aus [216], [349]. Fiir die Multimerisierung des Revs sind wahr-
scheinlich die flankierenden N- und C-terminalen Regionen der NLS verantwortlich [29],
[204], [243], |[348]. Die carboxyterminale Region, die urspriinglich als Aktivierungsdomé-
ne bezeichnet wurde, enthélt das Kernexportsignal (NES) [210], [318], [329], [105], [332].
Die NES ist eine Leucin-reiche Doméne, die an den Exportrezeptor Crm1/Exportin-1
bindet [210], [250], [329]. Crm1/Exportin-1 muss jedoch von RanGTP aktiviert worden
sein. Der terndre RNA-Protein Komplex, bestehend aus dem viralen RRE-Transkript,
mehreren Rev-Molekiilen, Crm1 und RanGTP, interagiert mit den Nucleoporinen und
der gesamte Komplex wird durch die Kernpore bewegt. Im Zytoplasma vermittelt das
Ran-GTPase aktivierende Protein (Ran-GAP) zusammen mit dem Ran-Bindeprotein 1
(RanBP1) die Hydrolyse von RanGTP zu RanGDP und der Komplex zerfillt in seine
Bestandteile. Rev kann nun erneut in den Kern transportiert werden. In Lokalisations-
studien zeigt Rev eine iiberwiegend nukleoldre Lokalisation. Trotz einer ,steady-state”
Akkumulation in den Nukleoli bewirken die NES und die NLS, dass Rev sich stédndig
zwischen Kern und Zytoplasma bewegt. Eine Ubersicht zum Rev-vermittelten Trans-
port zeigt die Abbildung [10]

Es haufen sich zunehmend Berichte, dass das HIV-1 Rev auch nach dem nukleozytoplas-
matischen RNA-Transport eintscheidende regulatorische Aufgaben besitzt. Der Trans-
port der RNAs durch Rev und andere RNA-Transportproteine kdnnte, beispielsweise
durch den Aufbau von speziellen Transportgranulas, diese RNAs so markieren, dass
sie bestimmte Ziele im Zytoplasma erreichen [33], [219], [301]. So hat Rev-unabhéngig
translatiertes Gag gegeniiber Rev-abhéngig translatiertem Gag grundsétzlich ande-
re Lokalisierungen innerhalb der Zelle [300]. Ebenso kénnen gag-pol-RNAs; die nicht
Rev-abhéangig den Zellkern verlassen, nicht mit Polysomen assoziieren und werden da-
her nicht effizient translatiert [4], [75], [I54]. Rev scheint im Zytoplasma am RRE zu
verbleiben und die Translation der RNAs zu erhohen [5], [I84]. Die Art des RNA-
Exports legt demzufolge das Schicksal der RNAs fest [68], [154].

Rev wird auferdem mit der Verpackung der genomischen RNA von HIV-1 in Ver-
bindung gebracht. Trotz des Ubermafes an genomischer RNA gegeniiber der viralen

RNA im Zytoplasma der infizierten Zellen wird die virale genomische RNA aus diesem
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Cytoplasm
Nudlear | |

(2)
Nucleus
[imp B | A
ey

CRRE)

Abbildung 10: Modell des Rev-vermittelten, nukleozytoplasmatischen RN A-Transports:

(1) Nach der Synthese bindet Rev an Importin-3, welches daraufhin mit den Kernporen interagiert
und somit zum nukledren Import des Rev-Importin-G-Komplexes fiihrt. (2) Im Nukleus bindet
Importin-3 an Ran-GTP. Rev wird freigesetzt. (3) Rev bindet und multimerisiert am RRE der
frisch gebildeten, ungespleifiten bzw. einfach-gespleifften RNA. (4) Crml und RanGTP werden
durch den Rev-RRE-Komplex rekrutiert und der gesamte Komplex wird aus dem Zellkern expor-
tiert. (5) Im Zytoplasma induzieren das Ran-GTPase aktivierende Protein (RanGAP) und das
Ran-Bindeprotein (RanBP1) die Hydrolyse des Ran-GTPs, wodurch Crm1 den Komplex verlisst.
(6) Feigesetztes, monomeres Rev kann nun wieder in den Kern einwandern. Abbildung von Wang
et al., 2000 [323).
riesigen Pool selektiert. Wahrend des Buddings interagiert die Nukleocapsid-Doméne
des Gags mit dem Verpackungssignal in der 5’UTR des RNA Genoms [17], [88], [188].
Der Stemloop 3 innerhalb des Verpackungssignals wird dabei als Hauptregion ange-
sehen [62], [135]. Das Verpackungssignal allein reicht jedoch nicht fiir die Verpackung
aus und andere Strukturen miissen noch ein Rolle spielen [18], [I88]. 2007 publizierten
Brandt et al., dass die Rev-RRE Interaktion wichtig bei der Selektion der Volllangen-
RNA wéhrend der Capsidbildung ist [35]. Wird Rev oder das RRE in einem proviralen
Vektor eliminiert, dann hat dies nur geringe Effekte auf zytoplasmatische Vektor-RNA-
Levels (Reduzierung um Faktor 2). Auf Vektor-Titer-Ebene sind die Effekte mit Faktor

33 jedoch dramatisch [35], [195]. Interessanterweise scheint die Bindung des Revs an
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das RRE bereits im Kern erfolgen zu miissen. Ein Rev, dessen NLS ausgeschaltet wur-
de und daher nicht mehr in den Zellkern einwandern kann, unterstiitzt nicht mehr die
Verpackung der genomischen RNA [126]. Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dass

nukleéire Ereignisse bei der Verpackung eine Rolle spielen [301].

1.2.4.2 HERV-K Rec/RcRE Sequenzanalysen zeigten, dass auch HERV-K Pro-
viren neben den Transkripten gag, pro, pol und env weitere Transkripte kodieren, die
durch alternatives Spleifen entstehen. HERV-K Viren des Typs II besitzen innerhalb
der env-Gensequenz einen offenen Leserahmen, der fiir Rec (,regulator of expression
encoded by corf“) kodiert [200]. Durch das Vorhandensein von mehrfach gespleifsten
viralen Transkripten und der Existenz des regulatorischen Proteins Rec ist HERV-K
den komplexen Retroviren zuzuordnen.

1995 konnten Lower et al. erstmals das cORF-Protein, heute Rec genannt, in keimzell-
tumorabgeleiteten Zellen nachweisen [200]. Rec besteht aus 105 Aminosiuren und wird
aus doppelt gespleiftter mRNA abgelesen. Wéahrend des Spleifiprozesses der rec mRNA
stimmt der erste Spleifsdonor und -akzeptor mit dem der env-RNA iiberein. Somit ist
auch das erste Exon von rec, welches fiir die N-terminalen 87 Aminosauren kodiert, mit
dem 5’Ende von env identisch. In einem zweiten Spleifsereignis wird das zweite Exon,
welches die C-terminalen 18 Aminoséduren kodiert, angefiigt, wobei eine Verschiebung
im Leseraster bewirkt, dass die Aminosduresequenz des zweiten Exons nicht mit der
Env-Sequenz iibereinstimmt.

Funktionell und strukturell ist das Rec Protein mit den Rev/Rex Proteinen von HIV-1
beziehungsweise HTLV-1 verwandt [206]. Analog zu Rev und Rex erstreckt sich im
N-terminalen Bereich des Proteins von Aminosdure 13 bis 20 eine argininreiche Do-
méne (siehe Abbildung @ Durch Funktionsanalysen und Lokalisationsstudien konnte
gezeigt werden, dass es sich bei dieser Doméne um das nukledre Importsignal (NLS)
handelt [205].

Ebenso wie Rev und Rex vermittelt Rec den nukleozytoplasmatischen Export der vira-
len Volllingen- und subgenomischen enwv-Transkripte durch Bindung an sein responsi-

ves Element [206]. Das Rec responsive Element (RcRE) umfasst einen Bereich von 430
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Nukleotiden und befindet sich in der U3-Region der 3’LTR. Das HERV-K RcRE besteht
aus einer komplexen, gefalteten RNA Sekundérstruktur mit zahlreichen Stem-Loops.
Analysen des RcRE durch gerichtete Mutagenesen oder Deletionen zeigten, dass fiir die
Bindung von Rec an sein RcRE ein weitaus groferer Sequenzbereich benotigt wird, als
das bei Rev und Rex der Fall ist. Rev und Rex benétigen zur Bindung einen Sequenz-
bereich von 20-30 Nukleotiden innerhalb eines Stem-Loops ihres responsiven Elements.
Rec hingegen bendétigt einen Bereich von mehr als 210 Nukleotiden, um an sein RcRE
zu binden [12§]. Es wird vermutet, dass die Bindung iiber verschiedene Kontaktpunkte
innerhalb der vier Stem-Loops erfolgt [12§], [207]. Wurde einer dieser Kontaktpunk-
te mutiert oder deletiert, fiihrte das zwar nicht zum Verlust der Rec/RcRE-Bindung,
verhinderte jedoch, dass die Protein-RNA-Interaktion den Aufbau eines aktiven Ex-

portkomplexes induzierte.

1.2.5 HERV-K und Krebs

Endogene Retroviren sind oft mit Tumorerkrankungen assoziiert. So verursacht das
Maus-Mammatumor-Virus (MMTV) Brusttumore bei Mausen und das Jaagsiekte Sheep
Retrovirus (JSRV) Lungenkarzinome in Schafen [249).

Die Mechanismen der Krebsentstehung sind dabei vielfaltig. Zum einen kann die pro-
virale chromosomale Integration die Expression benachbarter Gene empfindlich stéren
[163], [I8T], [180], [182]. Haufig kodieren Retroviren aber auch Proteine, die onko-
gen sind. Ein Beispiel dafiir ist das src-Onkogen des Rous Sarcoma Virus (RSV), das
tar-Gen des Humanen T-Zell-Leukdmievirus oder das env-Gen des JSRV. Onkogene
retrovirale Proteine stimulieren haufig die Zellproliferation, indem sie zellulére Signal-
kaskaden oder die Cytokinproduktion beeinflussen, was in unkontrolliertem Zellwachs-
tum und/oder Immunsuppression resultiert.

In gesunden Geweben ist die HERV-K(HML-2)-Expression gew6hnlich reprimiert. Hau-
fig zeigen jedoch maligne Gewebe wie Keimzelltumore, Melanome oder Eierstocktumore
eine Reaktivierung der viralen Proteine [198], [236], [48], [139], [320], [47]. Zudem ist
das Niveau von HERV-K env-RNA in Brustkrebsgeweben und gag-RNA in periphe-



Einleitung 32

ren Blutzellen von Leukidmiepatienten sowie von Patienten mit Prostata- oder Eier-
stockkrebs erhoht [324], [95], [82], [I51]. Haufig bilden Patienten mit Keimzelltumoren
(GCT) eine Immunantwort gegen HERV-K Gag und Env-Proteine aus [199], [I18]. Da-
bei korreliert die Antikorperantwort gegen HERV-K Proteine stark mit der klinischen
Erscheinungsform der GCTs und kann deshalb als diagnostischer und prognostischer
Marker verwendet werden [169]. Hahn et al. zeigten 2008, dass die Immunantwort ge-
gen HERV-K Genprodukte negativ mit den Uberlebenschancen von Melanompatienten
korreliert [129]. Sowohl in Melanom-, Mammakarzinom- als auch in Teratokarzinom-
zelllinien konnte die Bildung von HERV-K(HML-2)-Partikeln nachgewiesen werden.
Contreras-Galindo et al. konnten im Plasma von HIV-1 Patienten sowie im Blut von
Brustkrebs- und Lymphompatienten HERV-K(HML-2)-RNA detektieren. Mittels elek-
tronenmikroskopischer Untersuchungen zeigte die Gruppe erstmals, dass virusidhnliche
Partikel im Plasma von Lymphompatienten enthalten sind [65]. Dennoch ist es bisher
unklar, ob die erh6hte HERV-K-Expression Ursache oder Folge der Zelltransformation
ist. Obwohl verschiedene Gruppen bereits gezeigt haben, dass die Rec-, Np9- und Env-
Expression die Tumorentwicklung unterstiitzen kann, sind die Mechanismen, durch die
HERV-K onkogen sein konnte, nicht genau verstanden.

Es gibt verschiedene Hinweise darauf, dass das Rec-Protein mit Wirtsproteinen inter-
agieren muss, um seiner Funktion wihrend der Virusassemblierung gerecht zu werden.
Solche Interaktionen konnen aber auch negative Auswirkungen auf den Wirtsstoft-
wechsel haben. HERV-K Genexpression kénnte daher dazu beitragen, dass die Zelle
in ein Vorkrebsstadium gebracht wird. Transgene Mé&use, die Rec exprimierten, zeig-
ten beispielsweise eine gestorte Keimzellentwicklung und einige Tiere zeigten sogar
degenerative Lésionen, die den Lésionen von Seminomen sehr dhnelten [I10]. Sowohl
das Rec, als auch das Np9-Protein interagieren mit dem Promyelozytischen Leukdmie
Zinkfinger Protein (PLZF) 28], [81]. Transiente Co-Expression von Rec oder Np9 mit
PLZF beeintrachtigte die PLZF-Funktion als negativer Regulator des Protoonkogens
c-myc und fiihrte zu einem Zellzyklusarrest und Apoptose [81]. PLZF ist zudem fiir
die Regeneration der Spermatogonien in M&ausen verantwortlich und steht unter Ver-

dacht, bestimmte humane Leukédmien auszulosen [42], [67]. Aufgrund dieser Stérung
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PLZF-vermittelte Repression von Rec und Np9 induzieren die Aktivierung von c-Myc
c-Myc
W [np9)
PLZF pLZF
N-Coy ' ]
A c-Myc N-CoR c-Myc

; Initiation der c-Myg-abhdngigen
: Transkripti
” Repression ranshﬁp ion
| Y

Y
F e : | @2f5,

a K TF —am—
c-Myc abhdngiger Promotor o
erhdhte c-Myc-Promotoraktivitat:

- Uberproduktion von c-Myc und Fehlregulation von iiber

600 c-Myc-kontrollierten Genen
- erhhtes Zellwachstum und Proliferation
- Interferenz mit der Stammzellpluripotenz im ha-

matopoetischen System und in der Keimbahn

Abbildung 11: Die Interaktion von Rec bzw. Np9 mit PLZF fiihrt zu einer Fehlregula-
tion von c-Myc: PLZF ist ein Repressor des c-Myc-Proteins. Es verhindert eine iberméfige
Transkriptions-Aktivitdt von c-Myc. Binden Rec oder Np9 an PLZF, verliert das Protein sei-
ne reprimierende Wirkung. Daraus resultiert eine erhohte c-Myc-Promotoraktivitat, die mit der
Fehlregulation von iiber 600 Zielgenen verbunden ist. N-Cor: Co-Repressor von c-Myc, TF: Trans-

kriptionsinitiationsfaktor.

der Prozesse wahrend der Keimzellbildung kénnten HERV-K Rec und Np9 direkt mit
der Ausbildung von Keimzelltumoren in Verbindung gebracht werden. Eine schemati-
sche Ubersicht der Rec-PLZF-Interaktion ist in Abbildung [11] dargestellt.

Der Einfluss der anderen HERV-K Proteine auf die Zelltransformation oder Tumor-
erkennung durch das Immunsystem ist momentan noch nicht geklart. Es ist jedoch
moglich, dass das retrovirale Hiillprotein dabei eine Rolle spielt [84]. Einige retrovirale
Hiillproteine zeigen immunsuppressive Eigenschaften. Verschiedene Gruppen berich-
teten bereits {iber immunsuppressive Eigenschaften der Transmembranproteine von
v-Retroviren, wie das Hiillprotein pl15E des Porcinen Endogenen Retrovirus (PERV),
von 0-Retroviren und des HERV-H Env in immunokompetenten Tieren [212], [22],
[213]. Ahnliche Effekte sind fiir das Syncytin-2 (Env von HERV-FRD), jedoch nicht
fiir das Syncytin-1 (Env von HERV-W) beschrieben worden [23|, [215]. Experimente
mit Deletionsmutanten zeigten, dass die immunsuppressive Doméne (ISU) der trans-

membranen Untereinheit des Hiillproteins (TM) fiir diese Immunsuppression verant-
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wortlich ist. Durch gezielte Mutagenese in dieser Region konnte ein immunsuppressives
Syncytin in ein nicht-supprimierendes Syncytin gewandelt werden und wice versa. Der
immunsuppressive Effekt ist dabei nicht nur lokal, sondern hat auch Auswirkungen
auf die humorale Immunantwort. In einem , Tumor-Rejection-Assay* bildeten Mé&use
viel mehr spezifische Antikorper gegen das nicht-immunsuppressive Syncytin-1 als ge-
gen das Syncytin-2. Ebenso bewirkte ein siRNA-knockdown des immunsuppressiven
TMs eine spontane Tumorabstofung in diesem Assay [214]. Neueste Daten zeigten,
dass das HERV-K TM, &hnlich wie das HIV-1 TM gp41, die Cytokinexpression mo-
duliert (personliches Gespriach mit Dr. Joachim Denner). Das Herbeifiihren eines anti-
inflammatorischen Millieus durch einen Tumor wiirde die Wahrscheinlichkeit senken,
dass dieser durch das Immunsystem erkannt wird und wiirde das Tumorwachstum be-
glinstigen. Aus diesem Grund stellt sich die Frage, ob sowohl das HERV-K113 Env als
auch das Rec neben ihrer Funktion bei der Virusreplikation eine Rolle in der Tumor-

genese spielen.
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2 Materialien und Methoden

Dieses Kapitel dient der Aufzéhlung der verwendeten Materialien und der Erlauterung

der angewandten Methoden.

2.1 Materialien

2.1.1 Laborgerate, Apparaturen und Hilfsmittel

Apparatur Hersteller

Alphalmager 2200 Multilmage Light Cabinet Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, Deutschland

Beckman L8-70M Ultracentrifuge Beckman Coulter, Fullerton, USA

CO2-Inkubator C 200 fiir eukaryotische Zellen Labotect, Gottingen, Deutschland

Coulter-Counter (Zellzéhler) Coulter Electronics Inc., Miami, USA

Digital Grafic Printer UP-D895 Sony Corporation, USA

DNA Engine Thermocycler BioRad, Hercules, USA

Sub-Cell GT Agarose Gel Electrophoresis System | BioRad, Hercules, California, USA

Mini-Protean 3 Electrophoresis BioRad, Hercules, California, USA

Gene Pulser XCell + Shock Pod BioRad, Hercules, USA

Horizontalschiittler GFL 3016 GFL Gesellschaft fiir Labortechnik GmbH, Burgwedel,
Deutschland

Inkubator Innova 4200 New Brunswick Scientific, Edison, USA

Inverses Lichtmikroskop Helmut Hund GmbH, Wetzlar, Deutschland

Konfokales Laser Scanning Mikroskop LSM 510 | Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland
META (cLSM)

Microplate Luminometer Centro LB 960 BERTHOLD TECHNOLOGIES Bioanalytic, Bad Wildbad,
Deutschland

Multifuge 1S-R Kendro, Langenselbold, Deutschland

NanoDrop Spectrophotometer ND-1000 Nanodrop, Wilmingon, USA

Photometer UV-1202 Shimadzu, Duisburg, Deutschland

Power Pac HC BioRad, Hercules, California, USA

Sterilbank Thermo HeraSafe Kendro, Langenselbold, Deutschland

Trans-Blot SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer | BioRad, Hercules, California, USA
Cell
UV-Transilluminator BioView, Billerica, USA

Tabelle 2: Gerite

2.1.2 Chemikalien, Enzyme und Groéfienstandards

Chemikalien / Enzyme Hersteller

Agarose Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland
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Chemikalien / Enzyme

Hersteller

Benzonase® Nuclease, >90 % purity
BigDye 3.1

Dihydrotestosteron

dNTP’s

EDTA

Ethanol

Ethidiumbromid

Generuler 1kb Ladder Plus
L-Glutamin
Glutathion-Sepharose 4B
Ni-NTA-Sepharose
Natriumarsenit

PageRuler Prestained Protein Ladder
Protease-Inhibitor (Tabletten)
Restriktionsenzyme

Sucrose

T4-DNA-Ligase
Taq-DNA-Polymerase
Wasserstoffperoxid, 30 %

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

ABI Terminator Chemie, Applied Biosystems, Foster City,
USA

Sigma-Adrich Corporation St. Louis, MO, USA
Fermentas International Inc., Burlington, Canada
Serva, Heidelberg, Deutschland

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Fermentas International Inc., Burlington, Canada
Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

GE Healthcare, Fairfield, USA

Sigma-Adrich Corporation St. Louis, MO, USA
Fermentas International Inc., Burlington, Canada
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland
New England Biolabs Inc., Beverly, USA
Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Miinchen, Deutschland
New England Biolabs Inc., Beverly, USA

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Tabelle 3: Chemikalien bzw. Enzyme und ihre Bezugsquelle

2.1.3 Puffer und Nihrmedien

Puffer/ Medium

Zusammensetzung

6 x DNA-Proben-
puffer

2x YT-Medium
LB-Medium

LB-Agar

10 % SDS
SOB-Medium

SOC-Medium

10 mM Tris-Acetat, 50 mM EDTA, 10 % Ficoll-400 (w/v) (Serva), 0,4 %
Orange-G (w/v) (Sigma) in H,O

1 % Bacto-Trypton; 1 % Bacto Hefe Extrakt; 0,5 NaCl

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

LB-Medium mit 20 g/l Agar

(w/v) in A. bidest

20 g Bacto-Tryptone, 5 g Bacto-Yeast-Extract, 0,186 g KCI, 0,584 g
NaCl ad. 970 ml H50, pH 7,0

9,7 Teile SOB, 0,1 Teil Mg-Mix, 0,2 Teile Glukose
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Puffer/ Medium Zusammensetzung
1 x TAE 40 mM Tris-Acetat, 1 mM EDTA, pH 7,2
1 x TE 10 mM Tris/HCL, 1 mM EDTA, pH 8,0

Tabelle 4: Zusammensetzung verwendeter Puffer und Medien

2.1.4 Kits
Kit Bezugsquelle
Dual-Glo® Luciferase Assay System Promega Corporation, Madison, USA
Effectene Transfection Reagent Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Endo-free Plasmid Maxi Kit Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Expand High Fidelity PCR System Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Luciferase 1000 Assay System Promega Corporation, Madison, USA
PolyFect Transfection Reagent Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
QuikChange® Multi Site-Directed Mutagenesis Kit | Stratagene Europe, Amsterdam, Holland
Y-DER Yeast DNA Extraction Kit Pierce, Rockford, USA

Tabelle 5: Bezugsquellen verwendeter Kits

2.1.5 Konstrukte

Name Bezugsquelle/Publikation
oricoEnvA Philipp Kramer [133]
pSIveclenvLuc Bannert et al., [§], [142]
pCMV-Rev Bannert et al., [§]
pSVIII-KS Bannert et al., [§], [142]
HERV-KCON-GFP Lee et al., [186]
CMVoricoHERV-K113 Bannert et al., n.p.
CMVoricoHERV-K113-GFP Philipp Kramer, n.p.
ARR_tkLuz Tiley et al., [43], [44]
HERV-K113 LTR-Luz Nadine Beimforde et al., 2008 [13]
HERV-K10 LTR-Luz Nadine Beimforde, n.p
KoRV LTR-Luz Beimforde et al., 2008 [13]
HIV-1 LTR-Luz Beimforde et al., 2008 [13]
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Name Bezugsquelle/Publikation
pCMV-AR Tilley et al., [43], [44]
pcDNA3-wtRecV5 Bannert et al. [13]
TIA-1-YFP Kedersha et al., [162]
DCPla Kedersha et al., [162]

APOBEC3G-YFP
pTH-XMRV-coEnv

Malim et al., [113]
Oliver Hohn, [144]

Tabelle 6: Verwendete Konstrukte; n.p. nicht publiziert

2.1.6 Bakterienstamme

Stamm

Bezugsquelle

E.coli Topl0
E.coli BL21 (DE3)
E.coli XL10 Blue
E.coli KC8

Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

Stratagene Europe, Amsterdam, Holland

Stratagene Europe, Amsterdam, Holland

Clontech Laboratories, Inc. Mountain View, USA

Tabelle 7: Verwendete E.coli-Stamme

2.1.7 Antibiotika

Antibiotikum

Bezugsquelle

Ampicillin

Geneticindisulfat (G418 Sulfat)

Gentamycin

100 x Penicillin/Streptomycin

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

Tabelle 8: Verwendete Antibiotika und ihre Bezugsquelle

2.1.8 Antikorper

Antikorper Spezies Bezugsquelle

a-V5-HRP Maus Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

a-V5-HRP Ziege Novus Biologicals, Inc., Littleton, USA

a-V5 Maus AbD Serotec, MorphoSys AG, Martinsried, Deutschland
a-V5-Cy3 Maus Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Miinchen, Deutschland
a-FLAG-HRP M2 Maus Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Miinchen, Deutschland
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Antikorper Spezies Bezugsquelle

a-FLAG Kaninchen Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Miinchen, Deutschland
aMaus-IgG-Cy3 Ziege Jackson Immuno Research, Baltimore, USA
AlexaFluor® 488aMaus-IgG Ziege Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

AlexaFluor® 488aRabbit-IgG Esel Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

AlexaFluor® 488aGoat-IgG Huhn Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

AlexaFluor® 594aMaus-IgG Ziege Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

AlexaFluor® 594aRabbit-IgG Esel Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

AlexaFluor® 594aGoat-IgG Huhn Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA
aHuman-IgG-AP Kaninchen Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Miinchen, Deutschland
aMouse IgG-HRP Ziege Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Miinchen, Deutschland
aV5-Sepharose Maus Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Miinchen, Deutschland
aV5-Sepharose Ziege Novus Biologicals, Inc., Littleton, USA

a-FLAG® M2 Affinity Gel Maus Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Miinchen, Deutschland
HERV-K aEnv (A-h HERV K envp79kDa | Maus Austral Biologicals, San Ramon, USA

IgG2a 100)

HERV-K aGag (HERM-1811-5) Maus Austral Biologicals, San Ramon, USA

Tabelle 9: Verwendete Antikérper und ihre Bezugsquelle

2.1.9 Software

Software Bezugsquelle

Adobe Photoshop® CS4 Adobe Systems Inc., San José, USA

BioEdit Sequence Alignment Editor v7.0.9.0 Tom Hall (1999) [131]

Nanodrop ND-1000 v3.3 Molecular Dynamics /Amersham Bioscience
Nanodrop, Wilmingon, USA

Berthold Luminometer Analysis Software BERTHOLD TECHNOLOGIES Bioanalytic, Bad Wildbad,
Deutschland

Tabelle 10: Software und ihre Bezugsquellen. Neben diesen speziellen Programmen wurden Stan-
dardprogramme wie das Microsoft Office Packet, ITEX, und allgemeine Internetapplikationen
bzw. Datenbanken (NCBI, ClustalW, Phylogenetic Tree Printer u.a.) verwendet.

2.1.10 Oligonukleotide (Primer)

Die verwendeten Primer sind im Anhang unter aufgelistet. Alle Primer wurden
durch die Firma Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA synthetisiert und lyophilisiert
geliefert. Vor Gebrauch wurden die Oligonukleotide mit A. bidest auf eine Endkonzen-

tration von 100 pmol/ul verdiinnt.
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2.2 Methoden
2.2.1 Yeast Two-Hybrid System

Das Two-Hybrid-System wurde von Fields und Song entwickelt und basiert auf Ar-
beiten iiber den LexA-Repressor von E.coli und dem Gal4-Protein aus der Hefe [103],
[39]. Eukaryotische Transkriptionsfaktoren bestehen aus zwei Doménen: der DNA-Bin-
dungsdoméne (DNA-BD), die es dem Transkriptionsfaktor ermoglicht, in rdumlicher
Néhe zum Transkriptionsstartpunkt zu binden, und der Aktivierungsdoméne (AD), die
mit der Transkriptionsmaschinerie interagiert und damit die Transkription von Genen
initiiert. In dieser Arbeit wurde das DupLEX-A® Yeast Two-Hybrid System (OriGene)
verwendet, ein LexA-basiertes System, welches auch als ,interaction trap bezeichnet
wird [127]. Da LexA ein bakterielles Protein ist, kann eine Aktivierung durch die Hefe
ausgeschlossen werden. Als ¢cDNA-Bibliothek wurde eine ,random primed“ Milz Bi-
bliothek (Invitrogen) verwendet. Fiir grofstmogliche Spezifitdt wurde der Hefestamm
Saccharomyces cerevisiae EGY48 (Invitrogen) verwendet, dessen Chromosom so verén-
dert wurde, dass er sechs lezA-Operatoren vor dem Leucin2-Gen (Leu2) besitzt. Dieser
Stamm, der zusétzlich ein $-Galactosidase-Reportergen (LacZ) trégt, ist auxotroph fiir
Leucin (Leu2), Uracil (URA3), Histidin (HIS3) und Tryptophan (Trp). Mit Hilfe von
speziellen Mangelmedien (BD Clontech) konnte so gezielt die Plasmid-Transformation

tiberpriift und eine Interaktion festgestellt werden (siehe Tabelle [11)).

Plasmid Selektionsmedium
Rec-Koderplasmid HIS3~
Bibliotheks-Beuteplasmid TRP1~
URAS3-Reporterplasmid URA3~

Leu2-Reporterplasmid LEU2~

LacZ-Reporterplasmid Glukose-freies Gal/Raf-Medium
LacZ-Reporterplasmid X-Gal

Tabelle 11: Verwendete YTH-Selektionsmedien

Es wurden die vorgeschriebenen Minimal und Mangelmedien (sogenannte Dropout-
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Medien, BD Clontech) verwendet, wobei fiir die Dropout-Medien 10 x Stammlésungen
und fiir die Minimalmedien 5 x konzentrierte Losungen eingesetzt wurden. Als Koder-
plasmid wurde der Vektor pEG202 (Origene) verwendet. Die cDNA-Bibliothek lag in
dem Vektor pYesTrp (Invitrogen) vor.

2.2.1.1 Hefe-Transformation Die Transformation erfolgte mit Hilfe der Lithium-
acetat-Methode [117], [285]. In Gegenwart von Lithiumionen, Polyethylenglykol (PEG)
und DMSO wurde die DNA mittels Hitzeschock in die Hefezellen gebracht. Die Trans-
formation der cDNA-Biblithek erfolgte nach dem ,large scale“-Transformationsprotokoll
von BD Clontech in zehn Parallelen. Die iibrigen Plasmide wurden mit Hilfe des ,small
scale’-Transformationsprotokolls (BD Clontech) in die Hefen gebracht. Die Protokol-
le wurden geringfiigig modifiziert. Statt eines 15 miniitigen Hitzeschocks, wurden die
Hefen in drei Phasen geschockt: nach acht Minuten bei 42 °C wurden die Zellen fiir
weitere acht Minuten auf Eis inkubiert, bevor sie erneut fiir acht Minuten bei 42 °C
geschockt wurden. Weiterhin wurden die Hefezellen vor dem Ausplattieren zusétzlich
fiir eine Stunde in 5 ml (bzw. 50 ml bei ,large scale‘-Transformationen) Mangelmedi-
um bei 30 °C und 225 rpm inkubiert. Anschlieflend wurden die Hefen zentrifugiert, in

TE-Puffer resuspendiert und auf Selektionsplatten ausplattiert.

2.2.1.2 Yeast Two-Hybrid Analyse Fiir die Yeast Two-Hybrid Analyse mit dem
Lex-A Yeast Two-Hybrid System (Origene) wurden zunéchst der Kéder mittels PCR,
Restriktionsverdau und Ligation in den pEG202 Vektor kloniert. Entsprechend der
Herstellerangaben erfolgte nach dem Test auf Autoaktivierung die Transformation der

Bibliotheksfragmente und die Untersuchung zur Spezifitdt der Wechselwirkung.

e Repressions-Assay: Die Fusionsproteine miissen in den Zellkern gelangen, um
die Funktionalitdt des Ansatzes zu gewéhrleisten. Um festzustellen, ob das Kéder-
protein in den Zellkern gelangt, wird zusétzlich zum pEG202-Kéderplasmid das
pJK101-Plasmid kotransformiert. Dieses Plasmid enthélt ein Reporterplasmid,
welches neben dem Reportergen einen lexA-Operator tragt. Gelangt das Koder-

fusionprotein in den Zellkern, wird durch dessen Bindung an den lezA-Operator
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die Transkription des Reportergens gehemmt beziehungsweise vollstandig unter-

driickt.

e Interaktionstest: Die Interaktionstests erfolgten sowohl auf Glukose-haltigen
als auch auf Galactose-haltigen Mangelmedien. Fehlt Glukose als Kohlenstoffquel-
le, so sind die transformierten Hefen, die aufgrund einer Proteininteraktion die
(-Galactosidase exprimieren, in der Lage, Galactose als alternative Kohlenstoff-
quelle zu verwenden. Durch zusétzliche Gabe des Indikatorfarbstoffes X-Gal, wird
die LacZ-Expression durch Blaufarbung der Kolonien sichtbar gemacht. Zuséatz-
lich miissen die Hefen bei einer positiven Interaktion auf einem LEU2™ HIS3™,

TRP1~, URA3"-Mangelmedium wachsen koénnen.

e Spezifitatstest: Um eine unspezifische Interaktion auszuschliefsen, wurden statt
des Koderplasmids der pEG202-Leervektor beziehungsweise statt der cDNA-Bi-
bliothek das pYesTrp-Leerplasmid transfiziert. Erfolgt auch mit diesen Leervek-
toren eine Interaktion, handelt es sich um ein unspezifisches Signal. Auch dieser
Test wurde sowohl auf Glukose- als auch auf Galactose-haltigem Medium durch-

gefiihrt.

¢ Plasmidvereinzelung und Retransformation: Da Hefen mehrere Biblioheks-
Plasmide gleichzeitig tragen kéonnen und es daher nicht eindeutig bestimmt wer-
den kann, welches Expressionsprodukt fiir die Interaktion verantwortlich ist, wur-
de Plasmid-DNA aus den Hefen mit Hilfe des ,Yeast Plasmid Isolation Kits* (Pier-
ce) isoliert und durch Transformation in E.coli KC8 (BD Clontech) vereinzelt.
K(C8-Zellen sind auxotroph fiir TRP1, LEU2 und HIS3 und kénnen daher auf
M9 Trp~-Minimalmedium (BD Clontech) gezielt auf Bibliotheksplasmide selek-
tiert werden. Nach erneuter Plasmidisolation wurden diese mit Alul verdaut, um
gleiche Bibliotheksfragmente festzustellen. Die verschiedenen Bibliotheksplasmi-
de wurden nun in Hefen mit dem Koderplasmid retransformiert, um eine erneute
Interaktion feststellen zu kénnen. War diese Interaktion positiv, wurde das Bi-

bliotheksfragment mit Hilfe von spezifischen Plasmid-Primern sequenziert.
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2.2.2 DNA-Analytik

2.2.2.1 Polymerase-Kettenrektion Die Polymerase-Ketten-Reaction (PCR) wur-
de verwendet, um einen spezifischen DNA-Abschnitt in vitro zu vermehren. Der ver-

wendete Standardansatz setzt sich aus
e 500 pg bis 100 ng Template DNA
e 5 pul 10 x Polymerase-Puffer
e 15 pmol For/Rev-Primer
e 2.5 Einheiten Polymerase

zusammen. Die anschliefende PCR-Reaktion besteht aus Denaturierungs-, Annealing-

und einer Elongationsphase.

PCR-Bedingungen: 2 min 95 °C Denaturierung
30 s 95 °C Denaturierung
30 s 60 °C Primer-Annealing 35x
1 min pro kb 72 °C Elongation
10 min 72 °C Finale Elongation

2.2.2.2 Expand High Fidelity PCR Das Expand High Fidelity PCR System
(Roche) basiert auf einem Gemisch aus der Taq (Thermus aquaticus) DNA Polymerase
und dem Tgo (Thermococcus gorgonarius) Polymeraseenzym. Letzteres besitzt eine

,proofreading“-Aktivitat fiir eine hohere Genauigkeit der Amplifikation.

Ansatz 1 Ansatz 2

dANTP-Mix 800 uM 10 x Puffer 1x

Primer F 300 nM Enzyme-Mix 2,5 Einheiten
Primer R 300 nM

Template-DNA 200 ng

Tabelle 12: Verwendete Reagenzien der Expand High-Fidelity PCR



Materialien und Methoden 44

Um die Degradierung von Template oder Primern zu verhindern, wurde die PCR-

Reaktion in zwei Reaktionsansétzen vorbereitet und am Ende vereint. Die Zusammen-
setzung der Ansétze ist in Tabelle [I2) aufgefiihrt. Die PCR-Bedingungen sind in Tabelle
[13] dargestellt.

Phase Temperatur Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung 94 °C 2 min 1 x
Denaturierung 94 °C 15s 10 x
Annealing 53 °C 30s

Elongation 72 °C 2 min

Denaturierung 94 °C 15 s 20 x
Annealing 53 °C 30s

Elongation 72 °C 2min + 5 s

Finale Elongation 72 °C 7 min 1 x

Tabelle 13: Bedingungen der Expand High-Fidelity PCR

2.2.2.3 Mutagenese-PCR Fiir den Austausch einzelner oder mehrerer Basen be-
ziehungsweise Aminoséuren wurden Primerpaare verwendet, die so an die DNA binden,
dass die zu verandernde Position genau im Zentrum der Primer lag. Bei einzelnen Mu-
tagenesen wurde ein komplementéares Primerpaar verwendet. Mit der Pfu Turbo-DNA-
Polymerase (Stratagene) wurde der komplette Vektor neu amplifiziert. Anschliefend
wurde der methylierte Ursprungsvektor mit 20 Einheiten Dpnl fiir eine Stunde bei 37 °C
verdaut. Dpnl erkennt nur die methylierte DNA | nicht jedoch die neusynthetisierte, mu-
tagenisierte DNA. Von diesem Ansatz wurden 1 pl in elektrokompetente Top10-Zellen
(Invitrogen) elektroporiert und so vermehrt. In Reaktionen, in denen mehrere Nukleo-
tide gleichzeitig ausgetauscht werden sollten, wurden bis zu fiinf Primer gleichzeitig
eingesetzt. Die verwendeten Primer binden dabei ausschliefslich an den selben DNA-
Strang. Die Schmelztemperatur (Tm) der Primer wurde nach Herstellerangaben auf

mindestens 75 °C eingestellt und wurde mit folgender Formel berechnet:
T = 81,54 0,41(% GC) — 675/N — %mismatch

Dabei steht % GC fiir den prozentualen Guanin und Cytosin-Anteil und N fir die

Primergesamtlange. Der optimale GC-Gehalt des Primers sollte bei mindestens 40 %
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liegen. Der typische PCR-Ansatz ist in Tabelle [14] dargestellt.

PCR-Bedingungen: 1 min 95 °C Initiale Denaturierung
1 min 95 °C Denaturierung
1 min 55 °C Primer-Annealing 30x
2 min/kb 65 °C Elongation

Komponente Konzentration Typischer Reaktionsansatz

10 x QuikChange Multi Reac- 1x 2,5 ul

tion Buffer

Quik Solution, 25 x 1x 0,5 ul

Template-DNA 100 ng 2 ul

Mutagenese Primer 1-3 Primer (& 100 ng), 4-5 0,5-1,5 pl (je nach
Primer (& 50 ng) Primerlénge)

dNTP-Mix, 25 x 1x 1l

QuikChange Multi Enzyme 2,5 Einheiten 1 pl

Blend

A. bidest ad. 25 ul

Tabelle 14: Ansatz der Mutagenese-PCR

2.2.2.4 Restriktion mit Endonukleasen Zur Uberpriifung von Vektoren und fiir
Klonierungen wurden die entsprechenden DNAs mit spezifischen bakteriellen Endonu-
kleasen verdaut. Die verwendeten Typ-2-Restriktionsendonukleasen erkennen jeweils
eine palindromartige Sequenz und erzeugen Enden mit 5'-Uberhang. Die Reaktion er-
folgt nach Herstellerangaben (NEB). Ein Restriktionsverdau belduft sich auf ca. zwei
Stunden bei 37 °C. Anschliefsend wird die Qualitit des Verdaus per Agarosegelelektro-
phorese kontrolliert (siehe Abschnitt [2.2.2.7).

2.2.2.5 Ligation Die T4-DNA-Ligase verkniipft freie 3'-OH-Gruppen mit 5-Phos-
phatresten durch Bildung von Phosphodiesterbindungen. Dieser Prozess benotigt ATP.
Durch Ligation kénnen DNA-Abschnitte in geschnittene Vektoren eingefiigt werden.

Die Zusammensetzung eines Ligationsansatzes ist in Tabelle [15] aufgelistet. Der Ligati-
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onsansatz wurde eine Stunde bei Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 16 °C inkubiert.
Anschliefsend wurde 1 pl der Ligationsreaktion in elektrokompetente E.coli transfor-

miert und auf LB-Selektionsplatten ausgestrichen.

Komponente Eingesetztes Volumen /Konzentration
Verhéltnis Insert:Vektor 3:1 (max. 8 pl)

Ligationspuffer, 10 x 1 pl

T4-DNA-Ligase 0,5 pl (100 Einheiten)

A. bidest ad. 10 pl

Tabelle 15: Ligationsansatz

2.2.2.6 DNA-Agarosegelelektrophorese Diese analytische Methode diente der
Auftrennung von DNA-Fragmenten nach Grofe und Ladung und ermdoglichte so eine
Qualitdts- und Grofenkontrolle der DNA. Agarose wurde mit 1 x TAE-Puffer auf eine
Endkonzentration von 0,8 bis 2 % gebracht, in einer Mikrowelle bis zum vollstandi-
gen Losen erhitzt und mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid (Sigma) versetzt [278|. Die zu
untersuchende Proben wurde mit 6 x DNA-Ladepuffer versetzt. Die Auftrennung der
DNA-Fragmente im 1 % Agarosegel erfolgte in 1 x TAE-Laufpuffer bei einer Spannung
von 50-120 V.

Als Grofenstandard wurden ja nach zu erwartenden Fragmentgrofen die DNA-Marker
,Generuler 1 kb Ladder Plus“ oder ,,Generuler 100 bp Ladder (Fermentas) verwendet.

Zur Dokumentation wurde der Alphalmager 2200 verwendet.

2.2.2.7 Aufreinigung und Isolierung von DNA-Fragmenten

e Aufreinigung von PCR-Produkten: Die Aufreinigung von PCR-Produkten
erfolgte mit dem QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) nach Hersteller-An-
gaben. Dabei wurden DNA-Fragmente zwischen 100 und 10.000 bp bei einem
pH-Wert von < 7,5 und hohen Salzkonzentrationen an eine Silikagelmembran

gebunden, durch Waschschritte gereinigt und mit 30 ul Aqua bidest eluiert.

o Gelextraktion: Mit Hilfe der Agarosegel-Elektrophorese wurden DNA-Fragmente
durch ihre Mobilitédt im elektrischen Feld der Gréfe nach aufgetrennt und durch



Materialien und Methoden 47

Ethidiumbromid im UV-Licht sichtbar gemacht. Nach erfolgter DNA-Auftrennung
wurde das Gel auf einen UV-Transilluminator gelegt und die DNA-Banden mit
einem Skalpell ausgeschnitten.

Die DNA-Aufreinigung erfolgte mit dem ,QIAquick Gel Extraction Kit“ (Qiagen)
nach den Hersteller-Angaben. Dabei wird das Gel bei 50 °C in einem Losungs-
und Bindepuffer mit pH-Indikator gelost. Das weitere Aufreinigungsprinzip ist

identisch mit dem der PCR-Aufreinigung.

2.2.2.8 Herstellung elektrokompetenter ,,One Shot*“ Topl0 E.coli Topl0
E.coli wurden aus einem Glycerin-Stock auf 2YT-Platten ausgestrichen. Am néchsten
Tag wurde eine Einzelkolonie in 10 ml 2YT-Medium tibertragen und tiber Nacht bei
37 °C und 250 rpm inkubiert. Die 10 ml-iiber-Nacht-Kultur wurde auf vier Kolben
mit 250 ml Medium verteilt und ebenfalls bei 37 °C und 250 rpm inkubiert. Sobald
die Kulturen eine optische Dichte von 0,6 bis 0,8 erreichten, wurden je zwei Kulturen
vereint und fiir 15 bis 30 Minuten auf Eis gestellt. Die Bakterien werden anschliefend
bei 4000 rpm und 4 °C fiir 20 Minuten zentrifugiert und die Bakterienpellets werden in
je 250 ml eiskaltem 1 mM HEPES resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation wurden
die Pellets mit je 125 ml 1 mM HEPES vermischt und wiederholt zentrifugiert. Es
folgten die Resuspendierung der Pellets in 25 ml 1 mM HEPES/10 % Glycerin und
eine erneute Zentrifugation bei 5000 rpm, 4 °C und 20 Minuten. Der Uberstand wurde
vollstéandig abgenommen und die Bakterien in 3 ml eiskaltem 10 % Glycerin aufge-
nommen. Aliquots a 55 pl wurden in fliissigem Stickstoff Schock-gefroren. Die Top10
E.coli-Zellen wurden bei -80 °C gelagert.

2.2.2.9 Transformation Transformationen wurden sowohl chemisch, als auch durch
Elektroporation durchgefiihrt. Bei der chemischen Transformation wurde die zu trans-
formierende DNA zu den E.coli Top10 oder BL21 pipettiert und das Bakterien-DNA-
Gemisch fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock bei 42 °C fiir
20 Sekunden. Anschlieflend wurden die Bakterien mit 250 pul SOC-Medium (Invitro-

gen) versetzt und eine Stunde bei 37 °C inkubiert.
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Transformationen durch Elektroporation erfolgten in speziellen 2 mm Elektroporati-
onskiivetten (BioRad). 55 ul elektrokompetenter E.coli Topl0 (Invitrogen) oder KC8
(BD Clontech) wurden mit 1 ul DNA versetzt und bei 2,5 kV, 25 uF und 200 2 mit dem
,Gene Pulser 11 (BioRad) transformiert. Unmittelbar nach dem Puls wurden 250 pul
SOC zugegeben und die Bakterien bei 37 °C fiir eine Stunde inkubiert. Ein Teil des

Transformationsansatzes wurde auf Selektionsplatten ausgestrichen.

2.2.2.10 Plasmidisolierung Fiir die Plasmidisolierungen wurden das ,QIAprep
Spin Miniprep Kit* bzw. das ,,JEndo-free Plasmid Maxi Kit* (beides Qiagen) verwendet.

Die Isolation erfolgte nach Herstellerangaben.

2.2.2.11 DNA-Bestimmung Die DNA-Bestimmungen wurde mit dem Gerét ,,Na-

nodrop-1000“ (Thermo) entsprechend der Herstellerangaben durchgefiihrt.

2.2.2.12 Sequenzierungs-PCR Fiir DNA-Sequenzierungen wurde die Kettenab-
bruchmethode verwendet [280]. Eine Auflistung der eingesetzten Sequenzierprimer fin-
det sich unter [A.Il Die Sequenzierprimer bestehen aus 18 bis 25 Nukleotiden, weisen
einen Mindest-GC-Gehalt von 40 % auf und besitzen eine Schmelztemperatur von min-
destens 51 °C. Fiir die Sequenzierreaktion wurde ein BigDye Premix (ABI Terminator
Chemie, Applied Biosystems) verwendet, der neben der AmpliTaq DNA-Polymerase
und dNTPs auch einen fluoreszenzmarkierten 2’,3’-Didesoxynukleotrisphosphat-Mix
(ddNTPs) enthélt. Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes ist in Tabelle |16 dar-
gestellt. Die Sequenzanalyse wurde im Sequenzierungslabor durchgefiihrt und mit dem

Computerprogramm BioEdit Sequence Alignment Editor [I31] ausgewertet.

PCR-Bedingungen: 2 min 96 °C Denaturierung
10 s 96 °C Denaturierung
10 s 53 °C Primer-Annealing 25%
4 min 60 °C Elongation



Materialien und Methoden

49

Komponente Eingesetztes Volumen/Konzentration
5x ABI-Puffer 1l

Big-Dye 2 ul

DNA 1 g (150-300 ng)

Sequenzierprimer (10 pM) 0,5 ul

A. bidest ad. 10 pl

Tabelle 16: Reaktionsansatz fiir Sequenzierungen

2.2.3 Zellkultur
2.2.3.1 Puffer und Medien

Puffer und Medien

Zusammensetzung bzw. Bezugsquelle

CIP-Waschpuffer

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
RPMI-1640

Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM)
FKS (Fetales Kalberserum)

2 x HEPES Buffer Saline (HBS)

Isoton® II Diluent
Zelllysispuffer

1 % Marvel

Phosphate buffered saline (PBS)

Trypsin/EDTA

200 mM L-Glutamin
100 x Penicillin/Streptomycin

1 % Triton-X 100; 20 mM Tris (pH 7,7); 150 mM NaCl;
0,1 % SDS

Gibco (Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA)

Gibco (Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA)

Gibco (Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA)
Biochrom, Berlin, Deutschland

5,6 ml 5 M NaCl; 10 ml 0,5 M HEPES (pH 7,1); 1 ml
0,15 M NagHPOy; ad. 100 ml Aqua bidest.

Beckman Coulter, Inc., Fullerton, USA

1 % Triton-X 100; 20 mM Tris (pH 7,7); 150 mM NaCl
1 % Milchpulver in PBS

123 mM Natriumchlorid; 2,7 mM Kaliumchlorid; 10 mM
Dinatriumhydrogenphosphat; 2 mM Kaliumdihydrogen-
phosphat; pH 7,0

0,056 % Trypsin (pH 7,2), 0,02 % EDTA in PBS;
TPP /Biochrom, Berlin, Deutschland

TPP /Biochrom, Berlin, Deutschland

10000 IE  Penicillin/10000 pg/ml  Streptomycin;
TPP /Biochrom, Berlin, Deutschland

Tabelle 17: Verwendete Puffer und Medien fiir zellbiologische Arbeiten

2.2.3.2 Zellbiologische Verbrauchsmaterialien

Arbeitsmittel

Hersteller

96 Well Plates
6 Well Plates

TPP /Biochrom, Berlin, Deutschland
TPP /Biochrom, Berlin, Deutschland
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Arbeitsmittel Hersteller

24 Well Plates TPP /Biochrom, Berlin, Deutschland

100 mm Plates TPP /Biochrom, Berlin, Deutschland

Filter fiir Spritzen, 0,45 pm Whatman Schleicher & Schuell, Springfield Mill, UK
Kryoréhrchen, 2 ml TPP /Biochrom, Berlin, Deutschland

Lab-Tek II Chamberslides NUNC, Wiesbaden, Deutschland

Spritzen, Injekt 20 ml B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
Zentrifugenrohrchen UZ, Cellulose Nitrate Tubes Beckman Coulter, Inc., Fullerton, USA
Zellkulturflaschen, 75 cm? TPP /Biochrom, Berlin, Deutschland

Zellschaber TPP /Biochrom, Berlin, Deutschland

Tabelle 18: Zellbiologische Verbrauchsmaterialien

2.2.3.3 Eukaryotische Zellinien

Zelllinie Ursprungsgewebe verwendetes Medium

HEK 293T humanes embryonales Nierenkarzinom DMEM + FKS + L-Glutamin
Huh-7 humanes Hepatokarzinom DMEM + FKS + L-Glutamin
HeLa Epithelzellen eines Zervixkarzinoms DMEM + FKS + L-Glutamin
LNCaP humanes Prostatakarzinom RPMI + FKS

DU 145 humanes Prostatakarzinom EMEM -+ FKS

Tera-1 humanes Teratokarzinom DMEM + FKS + L-Glutamin
GH humanes Teratokarzinom DMEM + FKS + L-Glutamin

Tabelle 19: Verwendete Zelllinien

2.2.3.4 Zellkultivierung Die verschiedenen Zelllinien (siche Tabelle[L9) wurden in
75 cm? Zellkulturflaschen kultiviert und passagiert. Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C,
5 % CO4 und 98 % Luftfeuchtigkeit. Die verwendeten Medien wurden vor ihrer Verwen-
dung entsprechend der Angaben in Tabelle [19| mit 10 % FKS, 2 mM L-Glutamin und
1 x Penicillin/Streptomycin komplementiert. Die Zellen wurden zunéchst vorsichtig mit
10 ml PBS gewaschen und anschliefend mit Trypsin/EDTA vom Kulturflaschenboden
gelost. Entsprechend der Zellteilungsraten wurde ein Teil der Zellen weiterkultiviert
und der Rest verworfen. Wurden Zellen fiir weiterfiihrende Experimente bendtigt, wur-
den die Zellen 5 Minuten bei 1.500 rpm zentrifugiert, in 10 ml Medium resuspendiert,
die Zellzahl mit Hilfe des Coulter Counters Z2 (Coulter Electronics) bestimmt und die

Zellen entsprechend ihrer Wachstumsraten in den verschiedenen Kultivierungsgefiafien
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ausgesit (siche Tabelle [20).

Zelllinie 96 Well Chamberslide 24 Well 6 Well 100 mm
Platte
HEK 293T 20.000 100.000 100.000 600.000 4.000.000
HUH-7 - 80.000 80.000 400.000 2.500.000
HeLa - 70.000 70.000 250.000 2.000.000
LNCaP - 125.000 125.000 650.000 4.000.000
DU 145 - 100.000 100.000 600.000 4.000.000
Tera-1 - 150.000 150.000 650.000 4.000.000
GH - 120.000 120.000 500.000 3.000.000

Tabelle 20: Verwendete Zellzahlen

2.2.3.5 Transfektion Die Transfektion eukaryotischer Zellen erfolgte in Cham-
berslides, 24 Well- und 6 Well-Platten mit Polyfect oder Effectene (beides Qiagen)
entsprechend der Herstellerangaben. Wurden 100 mm Platten transfiziert, wurde die
Calciumchlorid-Methode verwendet. Fiir diese Transfektion wurden 25 pug DNA ein-
gesetzt. In Pseudotypisierungsexperimenten wurden 15 pg SHIV-Luziferasekonstrukt
(pSIveclenvLuc) [142], [8], 5 g pCMV-Rev [8] und 0,5 ug Hiillprotein eingesetzt. Als
Negativkontrolle wurde stets das nicht funktionelle HIV-1 EnvAKS (pSVIII-KS) ver-
wendet [8], [142]. Der DNA-Mix wurde mit A. bidest auf 450 pl aufgefiillt und mit 50 pl
2,5 M Calciumchlorid versetzt. Anschliefsend wurde dieser Ansatz vorsichtig auf 500 ul
2 x HBS getropft. Nach einer 30 miniitigen Inkubation wurde der Transfektionsan-
satz auf die gewaschenen und mit 8 ml Medium versehenen Zellen gegeben. Nach acht
bis zehn Stunden wurde das Medium gewechselt und die Zellen bis zur gewiinschten
Expressionsstérke kultiviert. In Pseudotypisierungsexperimenten wurde nach 48 Stun-
den der Virus-haltige Uberstand abgenommen, steril filtriert und in 1 ml Aliquots bei

-80 °C gelagert. Die Viruskonzentration wurde mittels p24 Gag-,,enzyme-linked immu-

nosorbent assay* (ELISA) ermittelt (siehe Abschnitt [2.2.4.9)).
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2.2.3.6 Infektionsversuche Infektionsversuche mit den HERV-K113 Hiillprotein-
konstrukten erfolgten in 6 Well-Mafstab, wohingegen XMRV-Env (pTH-XMRV-coEnv)
Infektionen in 96 Well-Platten durchgefiihrt wurden. Vor der Infektion wurden die
Zellen mit PBS gewaschen und mit Medium versehen. Pro Well wurden in 6 Well-
Platten 200 pl Medium vorgelegt, in 96 Well-Platten wurden 50 pl Medium gegeben.
Entsprechend der p24 Gag-Konzentrationen wurden die Virusiiberstinde mit Medi-
um normalisiert. In 6 Well-Platten, wurden die Zellen mit 400 pl Virusiiberstand, in
96 Well-Platten mit 100 ul Virussuspension versetzt. In 96 Well-Platten wurden Infek-
tionen in sechs Parallelen, in 6 Well-Versuchen in drei Parallelen durchgefiihrt. Nach
vier Stunden wurde das Medium in 6 Well-Platten auf 1,5 ml aufgefiillt. Die Zellen
wurden 48 Stunden mit der Virussuspension inkubiert. Anschliefend wurde das Me-
dium vorsichtig abgenommen, die Zellen mit PBS gewaschen und in 70 ul ,Cell lysis
reagent (Promega) lysiert. Je zweimal 10 pl des Zelllysats oder Verdiinnungen davon
wurden fiir das ,Luciferase Assay System* (Promega) verwendet. Die Bestimmung der
Luziferaseaktivitdt und damit auch der Infektionsraten erfolgte nach Herstelleranga-
ben.

In Infektionsversuchen mit SEVI oder Samenfliissigkeit wurden die Virusiibersténde vor
der Infektion fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur mit der entsprechenden SEVI- bzw.
Samenkonzentration inkubiert. Sowohl SEVTI als auch Samenfliissigkeit wurden von Jan
Miinch zur Verfiigung gestellt. In Experimenten mit SEVI, wurden die Suspensionen
nach der Inkubationszeit direkt zu den Zellen gegeben. In Experimenten mit Samenfliis-
sigkeit wurden 10 ul des Virusiiberstands mit dem gleichen Volumen Samenfliissigkeit
bzw. fiinfach-Verdiinnungen davon versetzt. Dieses Virus/Samen-Suspensionen wur-
den auf Zellen mit 280 pl Medium gegeben und somit 15-fach verdiinnt. Um weitere
zytotoxische Effekte zu vermeiden, wurde der Uberstand nach zwei Stunden durch fri-
sches Medium mit 50 pg/ml Gentamycin (Sigma) ersetzt. Nach 48 Stunden erfolgte die

Bestimmung der Infektionsraten mit Hilfe des ,Luciferase Assay Systems* (Promega).

2.2.3.7 Androgenrezeptor-Transaktivierungsassays Fiir den Androgenrezep-

tor-Transaktivierungsassay wurden HEK 293T, HeLa, Tera-1, GH, LNCap und DU
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145-Zellen in 24 Well-Platten ausgesit und am néchsten Tag mit 0,1 bis 5 ng pPCMV-AR
[43], 5 bis 20 ng ARR_ tkLuc-Reporterkonstrukt [43], 2 bis 100 ng pcDNA3oricoRec-V5
und 1 bis 50 ng pCMV-hSGT beziehungsweise den entsprechenden Leervektoren trans-
fiziert. Fiir Normalisierungen wurden 2 ng pCMV-Renilla transfiziert. Nach 24 Stunden
wurden die Zellen mit 75 pl Passive Lysis Buffer (Promega) lysiert, wovon 50 pl fiir
das Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega) verwendet wurden.

In Versuchen zur Uberpriifung der Androgenabhiéingigkeit der Virus-LTRs wurde statt
des ARR_tkLuc-Reporterkonstrukts, das entsprechende pGL3-LTR-Konstrukt ver-
wendet. Als Kontrollplasmid diente das pGL-SV40-Konstrukt (Promega).

Zusétzlich wurden die Zellen mit Dihydrotestosteron (DHT) behandelt. DHT (Sigma)
wurde entsprechend des Herstellers in Ethanol gelost. Zwei Stunden nach der Trans-
fektion wurden die Zellen auf eine Endkonzentration von 0,1 bis 1nM DHT eingestellt.

Die Kontrollen wurden mit derselben Menge Ethanol behandelt.

2.2.3.8 Messung des RN A-Transports Fiir die Messung des Rec-vermittelten
RNA-Transports wurden HEK 293T-Zellen mit 100 ng Shuttle-Reporterkonstrukt, 1 bis
100 ng pBud-oricoRec und 1 bis 50 ng pCMV-hSGT beziehungsweise pCMV-Staufen-1
transfiziert. Nach fiinf Stunden wurden die Zellen in 75 ul ,Cell lysis reagent* (Promega)
lysiert, wovon 50 pl fiir das ,,Luciferase Assay Systems* (Promega) verwendet wurden.
Zur Normalisierung wurden gleichzeitig 10 ul des Lysats fiir eine Proteinbestimmung

nach Bradford mit dem ,BCA Protein Assay Kit“ (Pierce) verwendet.

2.2.4 Protein-Analytik

2.2.4.1 Zelllyse/Proteinextraktion Fiir molekularbiologische Analysen der

HERV-K-Proteine wurden die transfizierten Zellen mit PBS gewaschen und anschlie-
fend in Lysispuffer resuspendiert (siehe Tabelle [17). Durch Detergenzien im Puffer,
werden die Zellmembranen, jedoch nicht die Kernmembranen aufgelost. Vor der Zelly-
se wurde der Lysispuffer mit einer ,complete” Protease-Inhibitor-Tablette (Roche) ver-
setzt, um eine Degradation zu vermeiden. Fiir die Lyse von Zellen im 6 Well-Format

wurden 100 pl, fiir 100 mm Platten wurden 500 pl Puffer eingesetzt. Die Zelllysate
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wurden anschlieffend in Reaktionsgefife auf Eis tiberfiihrt und fiir 10 Minuten bei
5000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Anschliekend wurde der Uberstand vorsichtig abge-
nommen und in neue Reaktionsgeféifie tiberfithrt. Fiir weitere Analysen wurden diese
Uberstéinde bei -20 °C gelagert oder direkt fiir Western Blot-Analysen verwendet und

mit 2 x Laemmli-Puffer versetzt (BioRad).

2.2.4.2 Immunprizipitation Fir die Anreicherung von Proteinen und zum In-
teraktionsnachweis wurden Immun- bzw. Koimmunprézipitationsexperimente durchge-
fithrt. Dafiir wurden Zelllysate mit 20 ul Antikérper-konjugierter Sepahrose, zum Bei-
spiel aV5-Sepharose (Sigma) oder aFLAG-Sepharose (Sigma), versetzt. Die Protein-
Sepharose-Gemische wurden mit CIP-Puffer (siehe Tabelle auf 1 ml aufgefiillt und
fiir vier Stunden bei 4 °C {iber Kopf rotiert. Anschliefflend wurde das Gemisch fiir fiinf
Minuten bei 2000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Die Uberstinde wurden verworfen und
das Pellet wurde mindestens fiinfmal in CIP-Puffer mit Protease-Inhibitor gewaschen.
Nach dem letzten Waschschritt wurde das Pellet in 20 pl Wasser gelost und bei -20 °C

gelagert.

2.2.4.3 Herstellung rekombinanter Proteine Fiir die Herstellung rekombinan-
ter Proteine wurden die entsprechenden DNA-Sequenzen in den His-markierten pET16b
(Novagen) oder in den GST-markierten pGex (GE Healthcare) umkloniert und an-
schlieffend in E.colt BL21 transformiert. Pro Expression wurde eine Kolonie iiber Nacht
in 10 ml LB Ampicillin angezogen und am néchsten Morgen in 250 ml LB Ampicil-
lin iiberfiithrt. Die Proteinexpression wurde bei einer optischen Dichte (OD) von 0,6
bis 0,8 mit 0,1 mM Isopropyl-3-D-thiogalactopyranosid (IPTG) durch Stimulation des
lac-Operons initiiert. Nach 4 Stunden wurden die Bakterien bei 4500 rpm und 4 °C fiir
20 Minuten zentrifugiert, in 50 ml PBS gewaschen und die Bakterienpellets bei -20 °C
gelagert.

Der Bakterienaufschluss erfolgte in 30 ml Bakterienlysispuffer (50 mM Tris-HCI, 5 %
Glycerin, 50 mM NaCl, pH 7,2 und ,complete’* Protease-Inhibitor) unter Zugabe von 5

bis 10 Einheiten Benzonase (Merck). Die Suspension wurde mit drei Ultraschallpulsen
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a 20 Sekunden bei 250 W und 10 sekiindigen Unterbrechungen durch Inkubation auf
Eis aufgeschlossen. Anschliefsend wurden nichtlosliche Bestandteile durch 30-miniitige
Zentrifugation bei 14.000 rpm und 4 °C von l6slichem Protein getrennt. 1 ml Ni-NTA-
Sepharose (Qiagen) bzw. Glutathion-Sepharose 4B (GE Healthcare) wurden dreimal
in 30 ml PBS gewaschen und zu dem klaren Bakterienlysat gegeben. Das Sepharose-
Protein-Gemisch wurde nun fiir zwei Stunden bei 4 °C auf einem Rotator inkubiert. An-
schliefend wurden die Protein-Sepharose-Suspensionen auf Leersdulen (PolyPrep Chro-
matography Columns, BioRad) tiberfiihrt und viermal mit Waschpuffer gewaschen. Fiir
His-markierte Proteine wurde ein Waschpuffer bestehend aus 50 mM Tris-HCI, 5 % Gly-
cerin, 50 mM NaCl, 5 mM Imidazol und 0,5 % Triton X-100 (pH 7,2) verwendet. Fiir
die folgenden Elutionsschritte wurde die Imidazolkonzentration schrittweise auf 1 M er-
hoht. GST-Fusionsproteine wurden stattdessen dreimal mit kaltem PBS gewaschen und
mit Glutathion-Elutionspuffer (50 mM Tris-HCI, 10 mM reduziertes Glutathion, pH 8)
eluiert. Fiir weiterfithrende Versuche wurden die aufgereinigten Proteine per Dialyse
gegen PBS umgepuffert und aliquotiert bei -20 °C gelagert. Die Protein-Konzentration
wurde mit Hilfe des ,BCA Protein Assay Kits“ (Pierce) bestimmt.

2.2.4.4 Pull Down Versuche Mit dieser Methode ist es méglich, Protein-Protein-
Wechselwirkungen in vitro zu detektieren. Hierfiir wird rekombinant hergestelltes Pro-
tein verwendet, was auch eine Analyse von Deletionsmutanten ermoglicht. Sowohl die
Glutathion- als auch die Ni-NTA-Sepharosen wurden fiir 20 Minuten mit 5 % Milch-
pulver /PBS bei 4 °C blockiert. Fiir die Pull Down Experimente wurden 3 ug des zu
untersuchenden His-Proteins mit 3 g GST-Protein versetzt, in 500 1 GST /Ni-Binding
Buffer (1 % Triton X-100, 100 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 0.1 % Bovines Serum Al-
bumin (BSA), Proteaseinhibitor und 5 mM Imidazol im Ni-Binding Buffer) verdiinnt
und mit der Sepharose vermischt. Nach einer zweistiindigen Inkubation bei 4 °C auf
einem Rotator wurden die Sepharosen griindlich mit Binding Buffer/0,02 % SDS ohne
BSA gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurden die Proben in Probenpuffer re-
suspendiert und das gebundene Protein und sein Interaktionspartner im Western Blot

analysiert.
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2.2.4.5 Ultrazentrifugation (UZ) Die Aufkonzentrierung von Virusiiberstanden
erfolgte per Ultrazentrifugation unter Verwendung des SW32Ti-Rotors in der Beckman
Optima-L100K Ultrazentrifuge. Vor der Zentrifugation wurden die Virusiiberstédnde
sterilfiltriert und so von Zelltriimmern befreit. Anschliekend wurde die Virussuspensi-
on in Ultrazentrifugationsrohrchen vorsichtig auf ein 20 % Sucrosekissen geschichtet.
Die Viruspartikel wurden fiir drei Stunden bei 28.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Die
Ubersténde wurden abgenommen und die Viruspellets in 100 z1 0,05 M HEPES resus-
pendiert.

2.2.4.6 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)  Die SDS-Page
wurde verwendet, um Proteine in einem elektrischen Feld entsprechend ihrer Grofe auf-
zutrennen [I77]. Es wurde ein 5 % Sammelgel und ein 10 bis 15 % Trenngel verwendet.
Die Konzentration des Trenngels war dabei abhéngig von der zu detektierenden Prote-
ingrofe. Je kleiner ein Protein ist, desto hoher sollte das Trenngel konzentriert sein. Die
Vernetzung der Acrylamid-Monomere wird durch Ammonium-Persulfat (APS) und N,
N, N’, N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED, Sigma) katalysiert. Vor der Auftren-
nung werden die Proben mit einem gleichen Volumen von 2 x Lammlipuffer mit 5 %
B-Mercaptoethanol (BioRad) versetzt und bei 92 °C fiir finf Minuten denaturiert. Die
Auftrennung erfolgte bei einer Spannung von 100 bis 180 V. Als Gréfsenstandard wur-
de die ,Pageruler Prestained Protein Ladder (Fermentas) verwendet. Die Gele wurden
anschliefend mit dem ,Silver Stain Kit* (BioRad) oder mit Coomassie Colloidal Blau

(Sigma) gefiarbt beziehungsweise fiir Western Blots verwendet.

2.2.4.7 Western Blot Im Western Blot werden die elektrophoretisch aufgetrenten
Proteine auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran (Sigma) oder Nitrocellulose-

Membran (BioRad) iibertragen und mittels eines Antikorpers anschliefend spezifisch

detektiert.
Puffer und Reagenzien Zusammensetzung und Hersteller
Acrylamid Rotiphorese ® 10 x SDS-PAGE (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)
APS, 10 % w/v in A. bidest gelost (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)

Blockierungspuffer 5 % Milchpulver (Sucofin, TSI GmbH, Zeven, Deutschland) in PBS/1 % Tween
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Puffer und Reagenzien Zusammensetzung und Hersteller

Laufpuffer 2,5 mM Tris, pH 8.3, 19,2 mM glycine, 0.01 % (SDS BioRad, Hercules, California, USA)

Transferpuffer 2,5 mM Tris, 19,2 mM glycine, pH 8.3, 20 % Methanol (BioRad, Hercules, California,
USA)

2 x Laemmli Probenpuffer 62,5 mM Tris-HCl, pH 6.8, 2 % SDS, 25 % Glycerol, 0.01 % Bromphenol Blau, 5 %
(B-Mercaptoethanol (BioRad, Hercules, California, USA)

PBS/Tween 0,1 % 0,1 % Tween 20 (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) in PBS
Stripping Buffer 50 % PBS, 50 % Wasserstoffperoxid (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)
TEMED BioRad, Hercules, California, USA

Tabelle 21: Puffer und Reagenzien fiir SDS-PAGE und Western Blotting

Zunichst wurde das SDS-Gel fiir 20 Minuten in Transferpuffer dquilibriert (siehe Tabel-
le [21]). Der Proteintransfer erfolgte nach dem Semi-Dry-Blot-Verfahren. Dafiir wurde
das Proteingel als Sandwich zwischen zwei Filterpapieren (BioRad) auf die Membran
aufgelegt. PVDF-Membranen wurden vorher fiir fiinf Minuten mit Methanol aktiviert.
Das Blotting erfolgte bei 20 V fiir 30 Minuten. Um unspezifische Bindungen der An-
tikdrper zu vermeiden, wurde die Membran anschliefend fiir eine Stunde in Blockie-
rungspuffer geschwenkt. Die Inkubation mit dem priméren Antikorper erfolgte fiir eine
Stunde bei Raumtemperatur oder bei 4 °C iiber Nacht. Nach der Inkubation wurde
die Membran 3 x fiir fiinf Minuten in PBS/Tween 0,1 % gewaschen und anschliefend
detektiert oder mit einem sekundédren Antikorper inkubiert. Die Detektion des mit
Meerrettichperoxidase (HRP) konjugierten Antikorpers erfolgte mit Hilfe des ,Super-
Signal West Dura Extended Duration Substrate (Pierce). Die Reaktion wurde durch
Schwérzung eines Rontgenfilms (X-Ray Retina, Fotochemische Werke Berlin GmbH)
sichtbar.

2.2.4.8 Immunfluoreszenz-Farbung (cLSM) Die Immunfluoreszenz erméglicht
es, das entsprechende Antigen durch fluoreszenzmarkierte Antikorper in der Zelle sicht-
bar zu machen. Dafiir wurden die Zellen in ChamberSlides kultiviert und transfiziert.
Nach 24 bis 48 Stunden wurden die Zellen mit 800 ul 2 % Paraformaldehyd fiir 30
Minuten fixiert. Anschlieffend wurden die Zellen dreimal mit 1 ml PBS gewaschen.

Fir intrazellulare Antikorpermarkierungen wurden die Zellen mit 800 ul 0,5 % Tri-
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ton X-100 permeabilisiert. Unspezifischen Bindungen wurden mit 1 ml 1 % Marvel fiir
15 bis 30 Minuten blockiert (siche Tabelle [I7). Im Anschluss wurden die Zellen drei-
mal mit PBS gewaschen und fiir 60 Minuten mit dem priméren Antikorper bei 37 °C
inkubiert. War dieser Antikorper bereits Fluoreszenz-markiert, fanden alle Arbeiten
lichtgeschiitzt statt. Es folgten erneut drei Waschschritte mit PBS, bevor die Zellen
mit dem Sekundéarantikorper fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und dann
wieder griindlich gewaschen wurden. Die Zellen wurden nun mit Mowiol luftblasenfrei
mit Deckglédschen eingebettet. Waren Kernfarbungen erforderlich, wurde dem Mowiol
DAPI in einer 1:40.000 Verdiinnung zugesetzt. Die Préparate wurden bei 4 °C dunkel
gelagert und am konfokalen Laser Scanning Mikroskop LSM-510 ausgewertet. Als Ne-
gativkontrolle dienten untransfizierte, gefarbte Zellen.

Fiir die Stressversuche wurden die Zellen eine Stunde vor der Fixierung mit 0,5 mM
Natriumarsenit fiir eine Stunde bei 37 °C gestresst. Anschliefend wurden die Zellen

wie die ungestressten Zellen behandelt.

2.2.4.9 p24 Gag-ELISA Fiir die Quantifizierung von pseudotypisierten Virus-
iiberstdanden wurde der p24 Gag-ELISA verwendet, mit dessen Hilfe das SIV Gag nach-
gewiesen werden kann. Am Vortag wurden ELISA-Platten (BD) mit dem monoklonalen
a-SIV Gag-Antikérper AG3.0 MP (hergestellt von Norley et al.) beschichtet. Am Tag
der Messung wurden die Platten mit 2 % Milchpulver in PBS bei 37 °C fiir eine Stunde
blockiert. Die zu untersuchenden Uberstéinde wurden mit 0,2 % Tween fiir 10 Minuten
inaktiviert und anschliefsend auf die ELISA-Platte aufgetragen. Als Positivkontrolle
diente SIVmac Antigen (Norley et al.). Jede Probe wurde in mehrfachen Verdiinnungs-
schritten mit PBS/2 % Milchpulver/0,1 % Tween (PMT) aufgetragen. Nach einer In-
kubation von 60 Minuten bei 37 °C wurden die Platten dreimal mit PBS/0,05 % Tween
gewaschen und mit HIV-Pool-Plasma, 1:400 in PMT verdiinnt, versetzt. Nach einer 30
miniitigen Inkubation und griindlichen Waschschritten, wurden die Proben fiir 30 Minu-
ten bei 37 °C mit a-Human-IgG (verdiinnt 1:1000 in PMT, Sigma) inkubiert. Es folgten
erneute Waschschritte und die Detektion des Peroxidase-markierten Antikorpers. Da-

fiir wurden OPD-Tabletten (Sigma) entsprechend der Herstellerangaben in PBS pH 6,0
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gelost und die Reaktion mit Wasserstoffperoxid gestartet. Das Nachweisreagenz wur-
de in definierten Zeitabstdnden zu den Proben gegeben. Sobald die Positivkontrollen
quittengelb gefarbt waren, wurde die Nachweisreaktion durch Zugabe von schwefliger
Séure gestoppt und in einem ELISA Reader bei einer Wellenléinge von 492/570 nm

ausgelesen. Als Negativkontrolle dienten Uberstidnde von nichttransfizierten Zellen.

2.2.4.10 Cavidi Zur Bestimmung und Quantifizierung der Virusexpression wurde
der ;HS-Mg RT Activity Kit“ (Cavidi) verwendet. Dafiir wurden exakt die Vorgaben

des Herstellers eingehalten.
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3 [Ergebnisse

HERV-K113 zahlt zu den komplexen Retroviren, da es neben der einfach gespleifiten
env-RNA auch eine zweifach gespleifite rec-RNA kodiert. Diese Arbeit beschéftigt sich
mit genau diesen beiden Proteinen. Obwohl die N-terminalen 87 Aminoséduren identisch
sind, konnte die Funktion beider Proteine im viralen Replikationszyklus nicht unter-
schiedlicher sein. Das Rec-Protein ist essentiell fiir die frithen Phasen der Replikation
und gewéhrleistet das richtige Verhéltnis von translatierter und genomischer RNA. Das
Env-Protein hingegen ist ein Protein der spéten Phase und wird erst zum Ende des
Replikationszyklus in die Viruspartikel eingebaut. In der Tumorgenese hingegen schei-
nen beide Proteine eine Rolle zu spielen.

Zielsetzung dieser Arbeit war es, das Hiillprotein funktionell zu charakterisieren. Fiir
das Rec-Protein sollten Interaktionspartner gefunden werden, die einserseits Rec in
seiner Funktion als nukleozytoplasmatisches RNA-Transportprotein unterstiitzen oder

mit der Krebsentstehung in Verbindung gesetzt werden konnen.

3.1 Funktionelle Untersuchungen zum Hiillprotein

Die bisherige molekulare Charakterisierung des Hiillproteins von HERV-K113 gestal-
tete sich sehr schwierig. Eines der Hauptprobleme bei der Untersuchung des Hiillpro-
teins ist die sehr niedrige Expressionsrate - selbst von CMV-Promotorkonstrukten.
Zum anderen existierten bis vor kurzem noch keinerlei spezifische Antikorper gegen
das HERV-K113 Hiillprotein, so dass man beim Nachweis auf Tags, die wiederum die
Funktionalitdt des Hiillproteins storen konnen, angewiesen war. Fiir das HERV-K113
Env konnte bis dato keinerlei Funktionalitdt gezeigt werden. Daher wurde eine Vielzahl
von Strategien entwickelt, um die Expression und Funktionalitit des Glykoproteins zu
erhohen bzw. wiederherzustellen. Zusatzlich ist seit kurzem ein Antikorper erhéltlich,

der gegen die Ektodoméane der TM-Untereinheit gerichtet ist.
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3.1.1 Codonoptimierung des env-Gens

Das Hiillprotein der HERV-K(HML-2)-Viren wird von einem einfach gespleiftten Trans-
kript abgelesen. Zusétzlich besitzt das Transkript jedoch eine weitere Spleifistelle, die
bewirkt, dass grofse Teile des Env-Transkripts entfernt werden und stattdessen das nu-
kleozytoplasmatische Transportprotein Rec abgelesen wird (siehe Abbildung . Die-
ses zusétzliche Spleifsereignis, der niedrige GC-Gehalt von 42 % und die Verwendung
seltener Codons sind die wahrscheinlichsten Griinde dafiir, dass das HERV-K(HML-2)
Hiillprotein von CMV-Promotorkonstrukten nur sehr schwach exprimiert wird und des-
halb nur sehr schwer funktionell zu charakterisieren ist [13].

Um dieser Limitation entgegenzuwirken, wurde die Nukleotidsequenz so optimiert, dass
die Codon Usage der von Sdugerzellen entspricht. Ohne dass es zu einem Aminosaure-
Austausch kam, wurden 71 % der Codons veriandert und der GC-Gehalt so auf 63 %
angehoben. Durch die Codonoptimierung wurde gleichzeitig auch die zuséatzliche Rec-
Splicestelle im env-Gen entfernt. Das von der Firma Geneart synthetisierte coFEnv-
Gen wurde {iber eine EcoRI/NotI-Klonierung in den pcDNA3-V5 Vektor gebracht und
so mit einem C-terminalen V5-Tag versehen. Durch den V5-Tag wird das Moleku-
largewicht um 1,7 kDa erhoht. Diese Optimierung hatte drastische Effekte auf die
Proteinexpression. Coimmunprézipitationsexperimente mit Lysaten von HEK 293T-
Zellen, die mit dem pcDNAwtEnv-V5 bzw. pcDNAcoEnv-V5 Konstrukt transfiziert
wurden, zeigten, dass das coEnv 50-mal stéirker exprimiert wird als das wtEnv (siehe
Abbildung . In den Western Blots konnten spezifische Banden zwischen 75 und
95 kDa sowie zwischen 32 und 38 kDa detektiert werden. Diese Grofen entsprechen
denen der postulierten Molekulargewichte fiir das glykosylierte Vorlauferprotein und
fiir die transmembrane (TM) Untereinheit [13]. Auch in Immunfluoreszenzexperimen-
ten mit HEK 293T-Zellen konnte die enorme Expressionsteigerung beobachtet werden
(sieche Abbildung . In Zellen, die mit dem wtEnv transfiziert wurden, konnte nur
sehr selten und dann auch nur sehr schwach eine Env-Expression detektiert werden.
Im Vergleich dazu, war die Zahl der coEnv-exprimierenden Zellen deutlich hoher und

die Expression selbst deutlich stérker. Dieses Ergebnis konnte sowohl mit einem a/V5-
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Abbildung 12: Die Codonoptimierung des HERV-K113 Hiillproteins steigert die Expres-
sionsrate um den Faktor 50: (a) HEK 293T-Zellen wurden mit wtEnv-V5 oder coEnv-V5
transfiziert. Mit Hilfe einer aV5-Sepharose wurde V5-markiertes Hiillprotein aufkonzentriert und
anschlieffend im Western Blot aufgetrennt. Die Detektion erfolgte mittels eines aV5-Antikdrpers.
(b) HEK 293T-Zellen wurden entweder mit wtEnv-V5 oder coEnv-V5 transfiziert und anschlie-
fend mittels eines aV5-Cy3-Antikérpers im cLSM detektiert.

Antikorper als auch mit einem spezifischen Antikérper gegen das TM des HERV-K113-
Hiillproteins (o TM-Antikorper) festgestellt werden. Als Negativkontrolle wurden in

beiden Experimenten untransfizierte HEK 293T-Zellen verwendet.

3.1.2 Rekonstitution der urspriinglichen HERV-K113 Env-Proteinsequenz

Verschiedene Gruppen berichteten bereits, dass das HERV-K113 Hiillprotein nicht in
virale Partikel eingebaut wird [13], [84]. Die Ursache dafiir liegt wahrscheinlich in post-
insertionalen Mutationen, die das Provirus im Laufe der Zeit nach der Integration in das
humane Genom erlangt hat. Um festzustellen, welche Aminosdureaustausche stattge-
funden haben, wurden die Aminosidure-Sequenz des HERV-K113 Env (AY037928) mit
zehn hochkonservierten, humanspezifischen HERV-K(HML-2) Env-Sequenzen (HERV-
K101 (AF164609), K102 (AF164610), K104 (AC116309), K107 (AF164613), K108
(AC072054), K109 (AC055116), K115 (AY037929), Y178333, AP000776 und AC025420)
verglichen. Um zwischen authentischen Polymorphismen und tatséchlichen postinser-
tionalen Austauschen unterscheiden zu konnen, wurde die Annahme aufgestellt, dass

nichtsynonyme postinsertionale Mutationen vorliegen, wenn keine oder nur eine der
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Abbildung 13: Ermittlung der Env-Sequenz zum Zeitpunkt der Intergration (oricoEnv):
Zehn hochkonservierte, humanspezifische Env-Sequenzen (HERV-K101, K102, K104, K107, K108,
K109, K115, Y178333, AP000776 und AC025420) wurden auf Aminosidure-Ebene mit dem K113
Env verglichen. Zusétzlich sind die Consensussequenz und die neu generierte oricoEnv-Sequenz
dargestellt. Postinsertionale Mutationen, die korrigiert wurden, sind grau hinterlegt. Unterschiede,
die HERV-K113 mit mindestens zwei anderen Proviren teilt, wurden nicht verdndert und sind

schwarz eingerahmt.
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proviralen Env-Sequenzen mit der HERV-K113 Env-Sequenz iibereinstimmen. Ande-
rerseits liegt ein Polymorphismus vor, wenn mindestens zwei weitere Env-Sequenzen
an der selben Aminosaureposition wie HERV-K113 von der Consensus-Sequenz abwei-
chen.

Wie in Abbildung [13| dargestellt gibt es drei dieser variablen Positionen (T137, 1369
und V676), die unverdndert blieben. Insgesamt wurden auf Aminoséureebene acht
putative postinsertionale Substitutionen identifiziert. Davon liegen vier innerhalb des
Oberflachenglykoproteins (SU) und vier innerhalb der transmembranen Untereinheit
(TM). Mit Hilfe von gezielten Mutagenesen wurden diese acht Aminosduren in der
pcDNAcoEnv-V5 Plasmidsequenz verdndert, wobei die Consensussequenz als Vorlage
diente. Das dabei entstandene Konstrukt pcDNAoricoEnv-V5 reprisentiert eine V5-
markierte Version der putativ urspriinglichen HERV-K113 Hiillproteinsequenz zum
Zeitpunkt der Integration in den menschlichen Vorfahren. Eine schematische Ubersicht
des oricoEnvs mit allen gesetzten Riick-Mutationen ist in Abbildung [14] dargestellt.
Mit Hilfe von Western Blots wurde zunéachst die Expression des heutigen coEnvs mit
der des originalen oricoEnvs verglichen. HEK 293T, Tera-1 und HeLa-Zellen wurden
jeweils mit pcDNAcoEnv-V5, pcDNAoricoEnv-V5 oder pcDNA3-Leervektor transfi-
ziert (sieche Abbildung . Obwohl die Expression beider Konstrukte vergleichbar ist,

Schnittstelle (CS
Glykosylierungsstellen G “RSSGK%{ ) transmembraner

Bereich (MSD)
- 5% E:Y Y i
oricoEnv

Abbildung 14: Schematische Darstellung von oricoEnv: die potentiellen Glykosylierungsstel-
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len, die Cleavage Site (CS) und die Membrane Spanning Domaine (MSD) sind dargestellt. Zu-
sétzlich sind die Aminosdure-Austausche zur Generierung des oricoEnvs vermerkt.
sind Unterschiede in der Prozessierung der TM Untereinheit offensichtlich. Das Ver-
héltnis von Vorlaufer zu TM variiert von Lysat zu Lysat. OricoEnv wird jedoch in
allen drei Zelllinien in allen Experimenten effizienter als das cokEnv geschnitten. Die

TM-Untereinheit des oricoEnv-V5 ist in allen getesteten Zelllinien bei 43 kDa detek-
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tierbar. Im Gegensatz dazu wird das coEnv-V5 sehr ineffizient zu einem 35 kDa-Protein
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Abbildung 15: oricoEnv und coEnv zeigen Unterschiede in der Env-Prozessierung:
HEK 293T-, Tera-1- und HeLa-Zellen wurden mit coEnv und oricoEnv transfiziert. Die Lysa-
te wurden im Western Blot aufgetrennt. Als Negativ-Kontrolle dienten untransfizierte Zellen. Die

Detektion erfolgte mit Hilfe eines aV5-Antikorpers.

in Tera-1 Zellen und zu einer undeutlichen Doublette von circa 33 bis 35 kDA in

HEK 293T und HelLa-Zellen prozessiert.

3.1.3 Toxizitatsbestimmung

Fiir verschiedene Hiillproteine ist bereits beschrieben worden, dass sie zytotoxische Ef-
fekte auf die exprimierenden Zellen haben konnen. Um eine optimale Expression unter
moglichst geringen zytotoxischen Effekten gewéhrleisten zu kénnen, wurden HEK 293T
Zellen mit 5 pg Luziferaseexpressionsvektor und steigenden Mengen pcDNAoricoEnv
(bis 20 pg) transfiziert. Die transfizierte Gesamt-DNA-Menge von 25 ug wurde durch
Zugabe von pcDNA3 Leervektor ausgeglichen.

Obwohl keine signifikante Zellsterblichkeit beobachtbar war, ist ein starker Riickgang
der Luziferaseaktivitat um Faktor 10 bei Zugabe von 20 ug oricoEnv messbar (siehe

Abbildung . Eine hohe oricoEnv Expression scheint daher toxische Effekte auf die
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Abbildung 16: Das HERV-K113 oricoEnv wirkt in hohen Konzentrationen zytotoxisch:
HEK 293T wurden mit dem Luziferaseexpressionsvektor pGL-SV40 (Promega) und verschiedenen
Konzentrationen von pcDNA3-oricoEnv transfiziert. Nach 48 Stunden wurden die Zellen lysiert
und die Luziferaseaktivitdt ermittelt. Je niedriger die Luziferaseaktivitit ist, desto grofer sind

die zytotoxischen Effekte des HERV-K113 Hiillproteins. RLU = ,relative light units®.
Zellen zu haben. Da die Toxizitéat bei Zugabe von weniger als 1 ug Expressionsvektor

keine Rolle zu spielen scheint, wurden in nachfolgenden Pseudotypisierungsexperimen-

ten 0,5 pug der Env-Plasmide eingesetzt.

3.1.4 Einbau des rekonstituierten Hiillproteins in lentivirale Partikel

Um die Funktionsfahigkeit des korrigierten Hiillproteins zu testen, wurden Versuche
durchgefiihrt, die iiberpriifen sollten, ob das oricoEnv in retrovirale Viruspartikel ein-
gebaut werden kann. Als geeignete Reporter-Vektoren dienten dabei lentivirale SHIV-
Vektoren. Die verwendeten SHIV-Konstrukte enthalten neben einem stark deletierten
SHIV-Genom auch ein Luziferasegen. Bei den entstehenden Partikeln handelt es sich
um ,,Single Round-Viren”, die zwar in der Lage sind zu infizieren und zu integrieren,
jedoch keine replikationskompetenten SHIV-Partikel bilden koénnen [§].

Zusétzlich zum oricoEnv wurden modifizierte Hiillproteine auf ihren Einbau getestet.
Dazu gehoren das oricoEnvCS-, dessen Schnittstelle nicht mehr funktionsféhig ist und
die glykosylierungsdefiziente Mutante oricokEnvGly-. Beide Konstrukte wurden von

Philipp Kramer aus dem RKI zur Verfiigung gestellt [133]. In vorangegangenen De-
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glykosylierungsstudien ist durch ihn bereits gezeigt worden, dass eine Glykosylierung
essentiell fiir die Prozessierung ist und die Unterschiede in der Prozessierung von coEnv
und oricoEnv auf eine fehlerhafte Glykosylierung des coEnv zuriickzufiihren ist [133].

Verschiedene Gruppen berichteten bereits, dass eine C-terminale Kiirzung der zytoplas-
matischen Doméne den Einbau retroviraler Hiillproteine in die Viruspartikel und/oder

deren fusogene Eigenschaften beeinflussen kann [54], [58], [74]. Aus diesem Grund wur-

i: w I TM mnr"nnrn RRDSDH VLSK Wi RDQIVTVSV®
oricoEnvAB59-699 I C — SU I I mm

oricoEnv

Abbildung 17: Verkiirzung des oricoEnv

de die C-terminal verkiirzte Mutanten oricoEnvA659-699 verwendet (siehe Abbildung
17)). Dieses Konstrukt ist von Philipp Kramer durch Einfiigen eines Stopp-Codons in
die oricoenv-Sequenz hergestellt worden [133]. Der Nachweis des Hiillproteins erfolgte
mit Hilfe eines kommerziell erhéltlichen Antikorpers, der gegen die Ektodoméne der
TM Untereinheit gerichtet ist. Wie in Abbildung [I8a] zu erkennen ist, ist die Expres-
sionsstéirke aller Proteine in HEK 293T Zellen ungefdahr gleich. Der Unterschied in der
Grofse der TM Untereinheit ist bei dem Konstrukt oricoEnvA659-699 gut zu erkennen.
Die Kontrollkonstrukte oricoEnvCS- und oricoEnvGly- zeigen wie erwartet keinerlei
prozessierte Banden. Um den Einbau der Hiillproteine in die Virionen untersuchen zu
konnen, wurden die Uberstinde abgenommen, vorsichtig von Zellresten befreit und
iiber ein 20 %iges Sucrose-Kissen per Ultrazentrifugation aufkonzentriert. Die Pellets
wurden im Western Blot aufgetrennt und der Grad des Env-Einbaus mit Hilfe des
spezifischen TM-Antikorpers detektiert (Abbildung . Weder fiir das coEnv, noch
fiir die glykosylierungs- bzw. Cleavage-defizienten oricoEnv Mutanten ist ein Einbau
detektierbar. Andererseits wird die oricoEnvA659-699 Mutante fiinfmal besser in die
Partikel eingebaut als das Ursprungskonstrukt des oricoEnvs. Besonders auffallig ist,
dass eine fast vollstdndige Trunkierung der zytoplasmatischen Doméne dazu fiihrt, dass
oricoEnvA659-699 ausschlieflich als vollstéandig prozessiertes TM eingebaut wird. Zur
Kontrolle wurden die Uberstinde mittels eines monoklonalen aSIV Gag-Antikorpers

auf gleichméfige Gag-Mengen kontrolliert. Diese Ergebnisse zeigen, dass eine Trunkie-
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Abbildung 18: oricoEnv und die C-terminale Verkiirzungsmutante oricoEnvA659-

699 werden in lentivirale Vektoren eingebaut: HEK 293T-Zellen wurden mit einem

SHIV-Luziferase-Reporterkonstrukt, HIV-1 Rev und verschiedenen Hiillprotein-Mutanten von

HERV-K113 (oricoEnv, oricoEnvA659-699, coEnv, oricoEnvCS- und oricoEnvGly-) transfiziert.

Die virushaltigen Uberstéinde wurden per Ultrazentrifugation aufkonzentriert (b) und zusammen

mit den Zelllysaten (a) im Western Blot analysiert. Als Negativkontrolle dienten Uberstéinde von

Zellen, die lediglich mit dem oricoEnv transfiziert wurden. Fiir die Detektion wurde ein oTM-

Antikorper bzw. ein SIV Gag Antikorper verwendet.

rung der zytoplasmatischen Doméne des HERV-K Hiillproteins sowohl die Prozessie-

rung als auch den Einbau in Viruspartikel beeinflusst.

3.1.5 Einbau des Hiillproteins in HERV-K113-Partikel

Aufgrund der sehr niedrigen Expressionsrate von HERV-K113 ist die Verwendung ei-

nes HERV-K-basierenden Reportersystems zur Uberpriifung des Einbaus in HERV-K-

Partikel nahezu ungeeignet. Eine Alternative dazu stellt ein codonoptimiertes HERV-

K113-Virusexpressionskonstrukt dar, dessen 5’LTR gegen einen CMV-Promotor und

dessen env-Sequenz gegen ein egfp-Gen ausgetauscht wurden: CMVoricoHERV-K113-

GFP. Dieses Konstrukt weist im Vergleich zur nicht-codonoptimierten Virusvariante ei-

ne erheblich hohere Proteinexpression auf, ist aber aufgrund der Zerstorung von regula-



Ergebnisse 69

torischen Sequenzen nicht replikationsfahig. Zusammen mit 5 ug HERV-K113 oricoRec
(sieche Abschnitt und 0,5 pg Hiillprotein (oricoEnv, oricoEnvA659-699, coEnv
oder oricoEnvCS-) wurde CMVoricoHERV-K113-GFP in HEK 293T-Zellen transfi-
ziert. Die virushaltigen Uberstinde wurden abgenommen, iiber ein 20 %iges Sucrose-
Kissen ultrazentrifugiert und im Western Blot mittels eines HERV-K-spezifischen o' TM-
und aGag-Antikorpers iiberpriift.

Der Einbau der Hiillproteine in diese HERV-K-Partikel ist in Abbildung[I9b|dargestellt.

Sowohl die Effizienz des Einbaus als auch der Grad der Prozessierung der einzelnen

oricoHERV-K113A5'LTR-GFP + oricoHERV-K113A5'LTR-GFP + HERV-Kcon-GFP +
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(a) oricoHERV-K113A5’ LTR-GFP: Lysat (b) oricoHERV-K113A5’ LTR-GFP: UZ (C) HERV-KCON: UZ-Pellet

Abbildung 19: Der Einbau von oricoEnv in HERV-K-Partikel wird durch die zyto-
plasmatische Doméne beeinflusst: (a) HEK 293T-Zellen wurden mit dem codonoptimier-
ten CMVoricoHERV-K113-GFP, oricoRec und verschiedenen oricoEnv-Konstrukten (oricoEnv,
oricoEnvA659-699, coEnv oder oricoEnvCS-) transfiziert. 48 Stunden nach Transfektion wurden
die Zellen lysiert und im Western Blot aufgetrennt. Die Detektion erfolgte mit Hilfe eines aTM-
Antikérpers. (b) UZ-Pellets der Uberstiinde: 48 Stunden nach Transfektion wurden die Uberstéin-
de von Zellresten befreit und tiber ein 20 %iges Sucrose-Kissen ultrazentrifugiert. Im Western
Blot wurden sowohl die Hiillproteine als auch das Capsid (Gag) nachgewiesen. (c¢) UZ-Pellet von
HERV-KCON-GFP pseudotypisiert mit oricoEnv, oricoEnvA659-699 und coEnv.

Hiillproteine &hneln dabei sehr stark den Beobachtungen des Einbaus in SHIV-Partikel.

OricoEnvA659-699 wird 10-mal besser eingebaut. Weder coEnv noch oricoEnvCS- sind
auf den HERV-K113-Partikeln detektierbar.

Aufgrund der Codonoptimierung des CMVoricoHERV-K113-GFP kénnten regulatori-
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sche Sequenzen in der genomischen RNA zerstort worden sein, die fiir die Viruspar-
tikelbildung und den Einbau der Hiillproteine eine wichtige Rolle spielen. Aus die-
sem Grund wurde der Einbau einzelner Hiillproteine (oricoEnv, oricoEnvA659-699
und coEnv) nochmals mit Hilfe des HERV-KCON-GFP-Viruskonstrukts iiberpriift.
HERV-KCON ist ein artifizielles HERV-K, welches aus einer Consensussequenz von
zehn HERV-K(HML-2)-Proviren generiert wurde [186]. Wie bereits erwéhnt, werden
die nicht-codonoptimierten HERV-K-Viren und damit auch HERV-KCON nur sehr
schwach exprimiert. Um ausreichend Virusmaterial zu erhalten, wurden pro Hiillprote-
in (oricoEnv, oricoEnvA659-699, coEnv und untransfizierte Zellen) 200 ml Virusiiber-
stand hergestellt, steril filtriert und anschliefsend ultrazentrifugiert. Die Pellets eines
Hiillproteins wurden anschliefsend vereint und im Western Blot analysiert (siehe Ab-
bildung [19d).

Durch diesen Versuch konnten die Ergebnisse, die durch die Pseudotypisierung von
SHIV- und oricoHERV-K113-Partikel erhalten wurden, bestéitigt werden. OricoEnv
und oricoEnvA659-699, aber nicht coEnv werden in die Viruspartikel eingebaut. Dabei
erfolgt der Einbau der oricoEnv-Deletionsmutante mit der kurzen zytoplasmatischen

Domaéne zehnmal effektiver als mit oricokEnv.

3.1.6 Untersuchung der infektiosen Eigenschaften des HERV-K113 Hiill-

proteins

Ob die eingebauten Hiillproteine auch vollstdndig funktionell sind, kann nur durch
Infektionsversuche untersucht werden. Die Infektiositdt wurde dabei mit Hilfe der
pseudotypisierten SHIV-Luziferase-Partikel ermittelt. HEK 293T-Zellen wurden mit ei-
nem SHIV-Luziferase-Reporterkonstrukt, Rev und dem entsprechenden Env-Konstrukt
transfiziert. Die Uberstinde wurden von Zellresten befreit und iiber einen quanti-
tativen p24Gag-ELISA normalisiert. Anschliefsend wurden CrFK-Zellen mit diesen
Ubersténden fiir 48 Stunden inkubiert und die Luziferaseaktivitéit der intergrierten
Reporterviren gemessen. Fiir CrFK-Zellen wurde bereits beschrieben, dass sie durch

HERV-K(HML-2) infizierbar sind [I86]. Als Negativkontrolle wurde ein nichtfunktio-
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nelles HIV Hiillprotein (AKS) eingesetzt.
Wie in Abbildung [20] dargestellt, konnte fiir das coEnv keinerlei Infektiositét gemessen

werden. Fiir das rekonstituierte oricoEnv hingegen konnte mit einer Infektionsrate, die
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Abbildung 20: oricoEnv und die C-terminale Verkiirzungsmutante oricoEnvA659-
699 vermitteln die Infektion in CrFK-Zellen: HEK 293T-Zellen wurden mit einem
SHIV-Luziferase-Reporterkonstrukt, HIV-1 Rev und verschiedenen Hiillprotein-Mutanten von
HERV-K113 (oricoEnv, oricoEnvA659-699 und coEnv) transfiziert. Die virushaltigen Uberstinde
wurden abgenommen, vorsichtig von Zellresten befreit, im p24Gag-ELISA normalisiert und auf
naive CrFK-Zellen gegeben. 48 h nach der Infektion wurden die Zellen lysiert und auf Luzifera-

seaktivitdt durch integrierte SHIV-Proviren untersucht. RLU = |relative light units“.

zwei Zehnerpotenzen iiber dem Hintergrund liegt, eine signifikante Infektionsrate ge-
zeigt werden. Pseudotypen mit dem oricoEnvA659-699 infizierten sogar 100-mal besser
als das Volllangen-oricoEnv (Abbildung .

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass das vermutlich urspriingliche provirale
HERV-K113 Hiillprotein im Gegensatz zu seiner heutigen Version effizient in Viruspar-
tikel eingebaut wird und fusogene Eigenschaften besitzt. Eine Verkiirzung um 42 Ami-
nosauren fithrt sowohl zu einem verbesserten Einbau in Viruspartikel als auch zu einer

sehr starken Erhohung des Virus-Eintritts in die Zelle.

3.1.7 Verstarkung der Infektionsrate durch SEVI

Aufgrund der sehr niedrigen Expression von HERV-K113 war es bisher unmoglich,
dessen Infektiositat bzw. Replikationsfihigkeit direkt nachzuweisen. Daher wurde un-

tersucht, ob die Infektionseffizienz durch Zugabe von Substanzen gesteigert werden
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kann. Miinch et al. publizierten 2007, dass in der Samenfliissigkeit bestimmte Frag-
mente der ,Prostata Sauren Phosphatase* (PAP) zu amyloiden Fibrillen aggregieren

konnen [237]. Diese Fibrillen werden als ,semen-derived enhancer of viral infection®
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Abbildung 21: SEVI und Samen verstirken den XMRV Env vermittelten Virus-Eintritt:
(a) Verstiarkung der spezifischen Infektion durch ein mit XMRV Env-pseudotypisiertes Lentivi-
rus (XMRV Env/SHIV) in HEK 293T-Zellen durch SEVI. Die Verstirkung ist abhéngig von der
SEVI-Konzentration. (b) Verstirkung der Infektionsraten durch Zugabe von 10 pg/ml SEVI auf
unverdiinntes bzw. seriell fiinffach verdiinntes XMRV Env/SHIV. Als Normalisierungswert wurde
die Infektionsrate mit der selben Virusverdiinnung ohne SEVI bestimmt. (¢) Verstarkung der
Infektiositéat von XMRV Env/SHIV durch verschiedene Samen-Konzentrationen. Virusiiberstande
wurden mit der entsprechenden Menge an Samen fiir 15 Minuten vorinkubiert, nochmals 15-fach
verdiinnt und anschlieffend zu den Zellen gegeben. Die Daten umfassen die Durchschnittswerte
und Standardabweichungen von sechsfach Bestimmungen am Tag 2 nach der Infektion. RLU =

srelative light units“.

(SEVI) bezeichnet. Fiir HIV konnte gezeigt werden, dass SEVI die Bindung der Virio-
nen an die Zielzellen verstirkt und damit deren Infektiositdt erheblich steigert [237].
Dieser verstiarkende Effekt beruht auf der intrinsischen positiven Ladung (pI=10,21)
von SEVI. Es fungiert als polykationische Briicke, die die negative Abstofiung zwischen
den membranumhiillten Virionen und der Zellmembran neutralisiert [273].

Zunéchst wurde der infektionssteigernde Effekt von SEVI auf ein Hiillprotein eines
nachweislich replikationskompetenten Virus untersucht. Dafiir wurde die codonopti-

mierte Version des ,xenotropic murine leukemia virus-related virus® (XMRV) Envs
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verwendet. XMRV wurde erst kiirzlich in humanen Prostatageweben gefunden und ist
das erste y-Retrovirus, das in der Lage ist, auch den Menschen zu infizieren [315].
Fiir den Test wurden mit XMRV-Env pseudotypisierte SHIV-Luziferase-Reportervi-
ren (XMRV Env/SHIV) in HEK 293T-Zellen generiert. Die Uberstinde wurden von
kontaminierenden Zellresten befreit und 15 Minuten mit 0,5 bis 50 pg/ml SEVI vor-
inkubiert. Die SEVI-Virus-Suspension wurde anschiefsend auf naive HEK 293T-Zellen
gegeben. Die infizierten Zellen wurden 48 Stunden spéter lysiert und die Infektionsraten
in einem Luziferase-Assay festgestellt. Um eine eventuelle unspezifische Virusaufnahme
messen zu konnen, wurden zusétzliche SHIV-Partikel eingesetzt, die das nicht funktio-
nelle HIV-1 Env AKS tragen.

In Abbildung ist zu erkennen, dass SEVI dosisabhéngig und sehr effizient die In-
fektionsrate von XMRV Env/SHIV steigert (bis Faktor 25). Im Gegensatz dazu bleibt
HIV-1AKS/SHIV weiterhin nicht-infektits. Das zeigt, dass SEVI die Effizienz des Vi-
ruseintritts durch das XMRV-Hiillprotein erhéht. Dabei ist der verstirkende Effekt
invers korrelierend zur viralen Dosis (Abbildung [21D]). Je niedriger die Viruskonzen-
tration ist, desto stérker ist Infektions-steigernde Effekt. Aufgrund der Detektion von
XMRYV in epithelialen Geweben, die an Prostatatumore angrenzen, liegt die Vermutung
nahe, dass XMRYV auch sexuell iibertragen werden kénnte. Daher wurde der Effekt von
Samenfliissigkeit auf die Infektiositét getestet. Die Abbildung zeigt, dass eine Vor-
inkubation der Viren mit 10 %iger Samenfliissigkeit zu einer fiinffachen Erhohung der
XMRV Env /SHIV-Infektiositét fiihrte. Hohere Konzentrationen von Samenfliissigkeit
bewirkten aufgrund zytotoxischer Effekte niedrigere Infektionsraten.

In einem weiteren Experiment wurde der SEVI-Effekt auf das HERV-K113 Hiillpro-
tein getestet. Aufgrund seiner deutlich effektiveren Infektiositidt gegeniiber dem Voll-
lingenkonstrukt wurde das oricoEnvA659-699 verwendet. Auch fiir das HERV-K113
oricoEnvA659-699 kann eine erhohte Infektiositat unter SEVI-Zugabe gemessen werden
(sieche Abbildung . Abhéngig von der SEVI-Konzentration infizieren Pseudotypen
mit dem HERV-K113 Hiillprotein HEK 293T-Zellen bis zu zehnmal besser, wenn sie
zuvor mit SEVI vorinkubiert wurden. Dieser Effekt ist Env-spezifisch, wie die Kontrol-

len mit dem nicht-funktionellen HIV-1 AKS-Env zeigen.
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Abbildung 22: SEVI und Samen verstirken den durch HERV-K113 oricoEnvA659-699-
vermittelten Viruseintritt: (a) SHIV-Partikel pseudotypisiert mit oricoEnvA659-699 infizieren
HEK 293T-Zellen bis zu 10-mal besser, wenn sie zuvor mit SEVI vorinkubiert wurden. Diese
Steigerung ist abhéngig von der eingesetzten SEVI-Konzentration. In der Negativkontrolle mit
dem HIV-1 AKS-Env ist keine Steigerung festzustellen. (b) Verstirkung der Infektiositit durch 15-
mintitige Vorinkubation der oricoEnvA659-699/SHIV-Virusiiberstinde mit Samenfliissigkeit. Die
Daten umfassen die Durchschnittswerte und Standardabweichungen von sechsfach Bestimmungen
am Tag 2 nach der Infektion. RLU = relative light units®.

Wie fir XMRV ist es auch fiir HERV-K(HML-2) Viren vorstellbar, dass sie sexuell

iibertragen werden konnen. Aus diesem Grund wurde ebenfalls der Effekt von Sa-

menfliissigkeit auf die Infektionseffizienz untersucht. Wle Abbildung zeigt, wird
die Infektiositiat der Pseudotypen nach Inkubation mit 20 %iger Samenfliissigkeit um
das vierfache verstarkt. Hohere Samenkonzentrationen erwiesen sich als zytotoxisch.

Demnach sind die gemessenen Effekte von SEVI auf die Infektiositiat des HERV-K113

oricoEnvA659-699 dhnlich stark wie in XMRV.
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3.2 Funktionelle Untersuchungen zum Rec-Protein

Es ist wahrscheinlich, dass das Rec-Protein zur Ausiibung seiner Funktion mit ver-
schiedenen Wirtszellfaktoren interagieren muss. Zudem ist die Rolle des Rec-Proteins
wahrend des Replikationszyklus noch nicht vollstandig aufgeklart. Fiir das HIV-1 Rev
Protein sind bereits eine Vielzahl von Interaktionspartnern bekannt. Es verdichten sich
zudem Hinweise, dass die RNA-Transportproteine neben dem nukleozytoplasmatischen
Transport auch andere Funktionen wahrend der Replikation haben.

Fiir das Rec-Protein sind aufer dem Kerntransportfaktor Crml keinerlei Wirtsfak-
toren bekannt, die das Protein in seiner Funktion unterstiitzen. Eine Analyse der
Interaktionspartner kénnte daher die Funktionsweise des Recs naher beleuchten und
auch Riickschliisse fiir andere komplexe Retroviren, wie HIV-1, zulassen. Ein weiterer
Aspekt ist die Assoziation des Transportproteins mit Tumorerkrankungen. Wie unter
Abschnitt beschrieben, interagiert Rec mit zelluldren Proteinen, wie beispielswei-
se dem PLZF-Protein, und fiihrt zu einer regulatorischen Fehlfunktion dieser Proteine.
Dies wiederum resultiert in einer Storung des empfindlichen Gleichgewichts der zellu-
laren Stoffwechselwege. Durch Identifizierung neuer Interaktionspartner konnten daher
weitere Mechanismen beleuchtet werden, die zu einer Entartung der Zelle aufgrund der
Rec-Expression fiihren kénnte.

Mit Hilfe eines Yeast Two-Hybrid-Versuchs (YTH) konnten zwei Rec-Interaktionspart-
ner identifiziert werden. Fiir eine bessere Ubersichtlichkeit werden Experimente, wie
Interaktionsstudien, die mit beiden Proteinen gleichermafsen durchgefiihrt worden sind,
gemeinsam vorgestellt. Da beide Proteine jedoch im Wirtsstoffwechsel unterschiedliche
Funktionen bekleiden, werden weiterfithrende Experimente beziiglich der pathogeneti-

schen oder physiologischen Konsequenzen der Interaktionen einzeln behandelt.

3.2.1 Identifikation von Interaktionspartnern des Rec-Proteins mittels ei-

nes ,,Yeast Two-Hybrid“-Systems

Zunéchst wurde ein Yeast Two-Hybrid-Screen durchgefiihrt, um erste Hinweise auf po-

tentielle Interaktionspartner zu erlangen. Eine schematische Ubersicht iiber den Verlauf
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dieses Screens ist in Abbildung[23]dargestellt. Zunéchst wurde eine mit Randomprimern
hergestellte Milzbibliothek ,in frame* an die Aktivierungsdoméne (AD) des Hefetran-
skriptionsfaktors B42 kloniert. Die wtrec-Sequenz wurde in das pEG202-Koderplasmid
kloniert, das die DNA-Bindedoméne (BD) des LexA-Transkriptionsfaktors besitzt und
welche durch Interaktion mit der B42-Aktivierungsdoméne einen funktionsfahigen Tran-
skriptionsfaktor bilden kann. Interagiert das wtRec mit einem Protein bzw. einem
Peptid aus der Milzbibliothek, dann kommen die Aktivierungs- und Bindedoméne des
Transkriptionsfaktors in rdumliche Néhe zueinander und kénnen die Transkription von
Reportergenen initiieren. In dem verwendeten System, wurde die Hefe Saccharomy-

ces cerevisiae EGY48 eingesetzt. Dieser Stamm verfiigt iiber ein Leu2-Reportergen

Transformation des Kader- : S
Selekti t His Test auf
Plasmidswirec pEG202 I\E/I:n :I;r:tliiun; Auloaeiti:':rung
(His+) in EGY48 B :

Cotransformation der Selektion mit Trp'/ Isolation positiver
Bibliotheksplasmide e His Mangelmedium + W [-Galactosidase exprimie-
pYESTrp (Trp+) in EGY48 x-Gal render, blauer Kolonien

Isolation der Vereinzelung der Eolation g
Plasmide aus 20 e Bibliotheksplasmide in - B Biti SDhEL;:’“I er .
positiven Klonen E.coli KCB ibliotheksplasmide

Retransformation in PCR und Alul-Verdau der peshiven Kiong: 3
wtRec-exprimierende | —|  Bibliotheksplasmide: | — identifizierbare Sequenzen
EGY48: 15/20 Plasmide 4 verschiedene > 2 putathie
erneut positiv Schnittmuster

Interaktionspartner:
hSGT/ Staufen-1

Abbildung 23: Schematische Ubersicht des YTH-Versuchs: Ablauf des Hefe-Zwei-Hybrids-
Versuchs, der zur Identifizierung zweier neuer, putativer Interaktionspartner fiihrte: Staufen-1

und hSGT.

auf dem Chromosom und ein (-Galactosidase-Reportergen (LacZ) auf einem URA3-
Plasmid. Zusatzlich ist EGY48 auxotroph fiir HIS3 und Trp, um auf das Vorhandensein
des wtRec-LexA-Plasmids und die Bibliotheks-B42-Plasmide testen zu kénnen. Werden
die transformierten Hefen auf Mangelmedium-Platten ausplattiert, konnen nur solche
Klone wachsen, die aufgrund einer Proteininteraktion mit dem wtRec die entsprechen-
den Aminoséduren selbst synthetisieren konnen. Als zusétzliche Kontrolle kann X-Gal

dem Medium zugesetzt werden, das bei Aktivierung der $-Galactosidase zu einem blau-
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en Farbstoff gespalten wird.

In Vorexperimenten wurde ausgeschlossen, dass die EGY48-Hefen unspezifisch durch
die wtRec-Expression autoaktiviert werden und dass das Rec-Konstrukt in den Kern
transportiert wird. Innerhalb des Screens, bei dem 5x10° Ausgangsklone eingesetzt
wurden, sind insgesamt 108 Transformanten untersucht worden. Die Kultivierung auf
verschiedenen Mangelmedien mit und ohne X-Gal ergab, dass von diesen Transfor-
manten 20 Klone potentiell positiv sind. Da eine Hefe mehrere Bibliotheksfragmente
enthalten kann, mussten diese vereinzelt werden. Dazu wurde aus den positiven Klo-
nen DNA isoliert und in E. coli KC8-Zellen elektroporiert. Diese Bakterien, die auf
einem Minimalmedium kultiviert werden, dem die essentielle Aminosaure Trp fehlt,
kénnen immer nur eine Plasmid-DNA aufnehmen. Mit Hilfe des Trp-Mangelmediums
wurden die Bibliotheksfragmente gezielt selektiert. Erneut wurden die Bibliotheksfrag-
mente isoliert und aufgereinigt. Zur Bestitigung der Interaktion wurden diese dann
zusammen mit dem BD-wtRec bzw. einem BD-Leerplasmid als Negativkontrolle in die
EGY48 Hefen retransformiert und iiber X-Gal enthaltende Mangelmedien auf Interak-
tion getestet. Dieser Retransformationsversuch bestétigte die Koder/Beute Interaktion
von 15 der 20 Klone. Restriktionsanalysen mit dem Enzym Alul wiesen darauf hin,
dass vier verschiedene Sequenzen gefischt worden sind. Die anschliefsende Sequenzie-
rung zeigte, dass vier der 15 Klone die letzten 251 C-terminalen Aminoséuren des hu-
manen Staufen-1 Proteins enthielten (Abbildung [24)). Fiinf Klone enthielten Sequenzen
fiir den N-proximalen und zentralen Bereich des humanen ,Small glutamine-rich tet-
ratricopeptide repeat-containing protein“ (hSGT) beziehungsweise fiir dessen zentrale
,Tetratricopeptide repeat (TPR)“ -Doméne (TPD) und sechs weitere Klone enthielten
Sequenzen fiir die extrazytoplasmatische Doméne des Epidermalen Wachstumsfaktor
Rezeptors (EGFR). Aufgrund der extrazellularen Lokalisation dieser Doméne wurde
der EGFR als falsch positiver Interaktionspartner ausgeschlossen. Alle identifizierten
Fragmente waren ,in frame“ in die Bibliotheksvektoren kloniert worden und wurden

somit als korrekte Peptide in den Hefen exprimiert.
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Abbildung 24: Schematische Ubersicht der Rec-interagierenden Doméinen von hSGT und
Staufen-1: (a) Fiir hSGT wurden zwei Sequenzen identifiziert, die beide die ,Tetratricopeptide
repeat domain“ (TPD) umfassen. Die enstprechenden Aminosdure-Bereiche sind dargestellt. (b)
Der interagierende Bereich von Staufen-1 liegt im Bereich von Aminoséure 243 bis 495 und umfasst

das ,double strand RNA binding motif“ (DSRM).

3.2.2 Optimierung der Rec-Expression

Wie das HERV-K113 env, besteht das rec-Gen aus Codons, die typisch fiir die kodie-
renden Regionen des HERV-K113 sind, jedoch in hoch-exprimierten Genen des Sauger-
genoms unterreprasentiert sind. Die wtRec Expression ist daher sehr schwach. Mittels
Fusions-PCR wurde eine synthetische Gensequenz hergestellt, deren Codons an die
Codon Usage der Saugerzellen angepasst wurde. Die Aminoséure-Sequenz blieb davon
unbeeintrichtigt. Die so neusynthetisierte corec-Nukleotidsequenz besitzt eine 75 %ige
Identitét zur wtRec-Sequenz. Von insgesamt 105 Codons wurden 60 Codons (das ent-
spricht 57 %) optimiert. Der GC-Gehalt wurde von 50 % auf 66 % angehoben.

Aus Detektionsgriinden wurden sowohl das wtRec als auch das coRec mit einem V5-
Tag versehen, der das Molekulargewicht um 1,7 kDa erhoht. Mit Hilfe von Western
Blots wurde analysiert, welche Effekte die Codonoptimierung auf die Rec-Expression
hatte. Wie in Abbildung [25a] erkennbar, ist das coRec-V5 in HEK 293T-Zellen 80-mal
starker exprimiert als das wtRec. Dieser Effekt konnte auch in anderen Zelllinien be-
obachtet werden. Abziiglich des Molekulargewichts des V5-Tags stimmt die detektierte
Molekiilgrofse mit dem theoretischen Molekulargewicht von 14 kDa iiberein. Zusétzlich

sind beim coRec-V5 weitere Banden bei 28 kDa (32 kDa im Westen Blot) und 42 kDa
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(a) Western Blot (b) Immunfluoreszenz

Abbildung 25: Effekt der Codonoptimierung von wtRec: (a) HEK 293T-Zellen wurden mit
wtRec-V5 bzw. coRec-V5 transfiziert. Die Lysate wurden im Western Blot aufgetrennt und
mit einem oV5-HRP Antikérper detektiert. (b) Mit wtRec-V5 bzw. coRec-V5 transfizierte
HEK 293T-Zellen wurden mit einem aV5-Cy3 Antikorper gefdrbt. Die Zellkerne wurden mit

DAPI nachgewiesen.

(48 kDa) detektierbar, was auf eine Di- bzw. Trimerisierung schliefsen l4sst.

Die Ergebnisse der Codonoptimierung konnten mit Hilfe von Immunfluoreszenzexperi-
menten bestitigt werden. Wie die Abbildung zeigt, wird das coRec im Gegensatz
zum wtRec in einer Vielzahl der HEK 293T-Zellen exprimiert. Obwohl eine diffuse
Expression auch im Zytoplasma erkennbar ist, ist der Grofsteil des Recs in ,Spots®
innerhalb des Zellkerns lokalisiert. Die Lokalisation von wtRec und coRec ist in allen

getesteten Zelllinien, darunter Tera-1, HeL.a, Huh-7 Zellen, absolut identisch.

3.2.3 Rekonstitution der originalen Rec-Sequenz

Wie bereits in der Einleitung und unter Abschnitt beschrieben, hat die pro-
virale HERV-K113 Sequenz eine Reihe postinsertionaler Mutationen erfahren. Auch
Rec ist von diesen Mutationen beroffen. Zur Detektion dieser Austausche wurde die

Aminoséure-Sequenz des Rec-Proteins mit der von zehn verwandten humanspezifischen
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Abbildung 26: Vergleich der Aminosidure-Sequenzen von 11 HERV-K (HML-2) Rec-
Proteinen: Sequenzen von HERV-K101 (AF164609), K102 (AF164610), K104 (AC116309), K107
(AF164613), K108 (AC072054), K109 (AC055116), K115 (AY037929), Y178333, AP000776 und
AC025420 wurden mit der K113 (AY037928) wtRec Sequenz verglichen. Sowohl die Consensus-
Sequenz als auch die putative originale Sequenz (oricoRec) sind dargestellt. Das wtRec wurde an
beiden Positionen, an denen es sich von der Consensus-Sequenz unterscheidet, verdndert (grau

hinterlegt). (*) Stopp-Codon, (-) Deletion

HERV-K(HML-2) Proviren (K101, K102, K104, K107, K108, K109, K115, Y178333,
AP000776 und AC025420) verglichen (siehe Abbildung 26). Insgesamt gibt es zwei
Aminosaure-Austausche in der wtRec Sequenz des HERV-K113, die in keiner der an-
deren Sequenzen zu finden sind und daher wahrscheinlich postinsertionell entstanden
sind. Diese Austausche liegen an Position 89 (Austausch eines Alanin gegen ein Threo-
nin) und Position 96 (Austausch von Glutamat gegen ein Aspartat). Beide Punktmu-
tationen liegen innerhalb des zweiten Exons. Mit Hilfe von gezielten Mutagenesen wur-
de die Nukleotid-Sequenz an den entsprechenden Positionen korrigiert. Anschliefsend
wurden Western Blot Analysen durchgefiihrt, die die Expression des oricoRec-V5 im
Vergleich zum coRec-V5 iiberpriifen sollten. Wie in Abbildung [27] zu sehen ist, ist die
Expressionsstéarke des oricoRec-V5 in HEK 293T- und Tera-1 Zellen der des coRec-V5
nahezu identisch. Beide Proteine zeigen das selbe Bandenmuster. Neben der 16 kDa
Bande ist eine weitere Bande bei 32 kDa detektierbar. In HEK 293T-Zellen ist zudem
eine 48 kDa Bande sichtbar.

Weiterhin wurde die Lokalisation von oricoRec innerhalb der Zelle iberpriift. Immun-

fluoreszenz-Experimente mit dem oricoRec-GFP zeigen, dass dieses Protein (wie das
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Abbildung 27: coRec und oricoRec werden gleichermaften in HEK 293T- und Tera-1
Zellen exprimiert: Western Blot einer Immunprézipitation von coRec-V5 und oricoRec-V5
mit einer aV5-Sepharose. Dargestellt ist die Expression in HEK 293T- und Tera-1 Zellen. Die
Detektion erfolgte mittels aV5-HRP Antikorper.

coRec) primér in punktférmigen Strukturen innerhalb des Zellkerns vorzufinden ist.

Da diese Punkte in einer Farbung mit dem Nukleolimarker Nukleophosmin colokalisie-

oricoRec-GFP trans

MNucleophosmin-Cy3 merge

(a) Lokalisation in den Nukleoli (b) Transmissions-Elektronmikroskopie

Abbildung 28: oricoRec lokalisiert primér in den Nukleoli: (a) Coimmunfluoreszenz von
oricoRec-GFP und Cy3-markiertem Nucleophosmin in HEK 293T-Zellen (b) Immuno-EM-
Aufnahme von HEK 293T-Zellen, die mit Rec-GFP transfiziert wurden und nach der Fixierungen/
Einbettung mit einem a-EGFP-Gold-Antikérper immunogoldmarkiert wurden. Schwarze Pfeile
weisen auf spezifische Farbung im Zellkern (dunkelgrau), weifse markieren spezifische Farbun-
gen im Zytoplasma. Die Farbung innerhalb des Zytoplasmas ist als spezifisch zu erachten, da

angrenzende Zellen keine Markierung aufweisen.

ren, kann davon ausgegangen werden, dass sich auch das oricoRec-Protein vor allem
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in den Nukleoli akkumuliert (Abbildung [28a)). Immunoelektronmikroskopische Aufnah-
men bestéatigen die starke Lokalisation im Zellkern (schwarze Pfeile), zeigen aber auch

eine leicht diffuse Verteilung im Zytoplasma (weife Pfeile) (Abbildung [28b]).

3.2.4 Bestitigung der Interaktion des oricoRecs mit Staufen-1 und hSGT
im YTH-Versuch

Um zu tiberpriifen, ob das oricoRec im YTH-System ebenfalls mit Staufen-1 bzw. hSGT
interagiert, wurde das oricoRec in den Vektor pEG202 kloniert und zusammen mit
den pYesTrp-Staufen bzw. pYesTrp-hSGT in die EGY48 Hefen transformiert. Wie zu
erwarten war, bildeten nur die Hefen blaue Kolonien, die mit beiden Plasmiden trans-
formiert wurden. Zellen, die in Kontrollreaktionen mit dem BD-oricoRec und AD-NK
bzw. BD-NK und AD-Staufen-1 cotransformiert wurden, zeigten keinerlei Interaktion

und bildeten keine bzw. ausschlieftlich weifse Kolonien.

3.2.5 Bestitigung der Interaktion mittels Coimmunprazipitation

Das Hefesystem ist ein geeigneter Ansatz, um Interaktionspartner zu detektieren. Auf-
grund der Unterschiede im Aufbau und in der Komplexitat der Hefezellen gegeniiber
den Siugerzellen ist es jedoch notwendig, die gefundenen potentiellen Interaktions-
partner auch unter physiologischeren Bedingungen zu {iberpriifen. Aus diesem Grund
wurden Coimmunpréazipitationen durchgefiihrt. Dafiir wurden HEK 293T-Zellen mit
Staufen-1-FLAG beziehungsweise hSGT-FLAG und oricoRec-V5 bzw. pcDNA3-V5 als
Negativkontrolle cotransfiziert. Die Zelllysate wurden anschliefsend mit aV5-Sepharose
inkubiert und mit Hilfe von Western Blots auf Expression von Staufen-1/ hSGT und
oricoRec untersucht. Wie in den Abbildungen [29ajund 29b]erkennbar ist, sind nur in den
Proben, wo sowohl oricoRec als auch Staufen-1/hSGT exprimiert wurden, Staufen-1
bzw. hSGT nachweisbar. Wurde statt des oricoRec-V5 der Leervektor pcDNA3-V5 ein-
gesetzt, war kein Signal detektierbar.

Die Spezifitiat der Staufen-1 Interaktion wurde zusétzlich in vice versa Experimenten

mit Staufen-1-V5 und oricoRec-FLAG bestétigt (Abbildung [29¢). Diese Experimente
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(a) Co-IP Stau-1-FLAG und oricoRec-V5 (b) Co-IP hSGT-FLAG und oricoRec-V5 (C) Co-IP Stau-1-V5 und oricoRec-FLAG

Abbildung 29: Coimmunpréizipitationsexperimente zum Nachweis einer Interaktion zwi-
schen Staufen-1 (Staul) bzw. hSGT und oricoRec: (a) Staufen-1-FLAG und oricoRec-V5
wurden in HEK 293T-Zellen transfiziert. Die Zelllysate wurden mit a'V5-Sepharose inkubiert. Nur
wenn Staufen-1 mit oricoRec interagiert, ist ein Staufen-1-FLAG-Signal detektierbar. (b) Co-IP
von hSGT-FLAG mit oricoRec-V5 unter Verwendung einer aV5-Sepharose. (¢) Umkehrexperi-
ment mit oricoRec-FLAG und Staufen-1-V5 mit aV5-Sepharose. IB = Immunoblot der Zelllysate,

IP = Immunprézipitation mit aV5-Sepharose.

zeigen, dass die Interaktion zwischen Rec und Staufen-1 bzw. Rec und hSGT in Sau-

gerzellen von physiologischer Natur ist und keine Hefe-spezifischen Faktoren benétigt.

3.2.6 Untersuchungen zur Colokalisation

Mit Hilfe von Colokalisationsexperimenten wurde als néchstes untersucht, ob Staufen-1
bzw. hSGT innerhalb der Zelle in rdumlicher Ndhe zum Rec-Protein zu finden sind.
Dazu wurden Huh-7 Zellen mit Staufen-1-FLAG/ hSGT-FLAG und oricoRec-V5 co-
transfiziert, mit einem Maus aV5-Cy3 und Kaninchen o«FLAG/ arabbit IgG-FITC
Antikérpern gefarbt und mit Hilfe des confokalen Laser Scanning Mikroskops (cLSM)
untersucht.

Wie zu erwarten war, ist der Grofteil des oricoRecs in den Nukleoli exprimiert. Ob-
wohl sowohl Staufen-1 als auch hSGT hauptséchlich im Zytoplasma exprimiert sind,
colokalisieren sie dennoch auch mit dem oricoRec im Zellkern (Abbildung .
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Staul-FLAG oricoRec-V5 merge

hSGT-FLAG oricoRec-V5 merge

Abbildung 30: Colokalisation von oricoRec-V5 mit Staufen-1 (Staul) bzw. hSGT in
Huh-7 Zellen: (Reihe 1) Staufen-1-FLAG und oricoRec-V5 wurden in Huh-7-Zellen transfiziert,
nach 24 Stunden fixiert und mit aV5-Cy3 sowie aFLAG/ aKaninchen-IgG-FITC Antikérpern
gefarbt. Eine Colokalisation von Staufen-1 mit oricoRec-V5 im Zellkern wird durch weife Pfei-
le hervorgehoben. (Reihe 2) Eine Colokalisation von oricoRec-V5 und hSGT-FLAG findet im
Zellkern statt.

Staul-FLAG oricoRec-V5

DAPI merge
Abbildung 31: Zytoplasmatische Colokalisation von Staufen-1 und Rec: Eine Colokalisation

von oricoRec-V5 und Staufen-1-FLAG im Zytoplasma war deutlich seltener zu beobachten.
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Uberraschenderweise gibt es unter den Staufen-1-exprimierenden Zellen auch verein-
zelte Zellen, in denen sich das Expressionsmuster vollstédndig verdndert hatte. In diesen
Zellen waren weder oricoRec noch Staufen-1 im Zellkern detektierbar. Stattdessen bil-
deten sich innerhalb des Zytoplasmas punktformige Strukturen, wo eine starke und bei-

nahe vollstandige Colokalisation der beiden Proteine zu beobachten ist (Abbildung .

3.2.7 Identifikation der oricoRec-interagierenden Doméne

Der néchste Schritt in der Analyse der Interaktion ist die Identifizierung der bindenden
Bereiche. Um die interagierenden Doménen zu bestimmen, wurden Deletionsmutanten
durch Einfiigen von Stoppcodons oder durch das Herausloopen von Regionen herge-
stellt. Alle Expressionskonstrukte wurden mit einem N-terminalen GST- oder His-Tag
versehen und rekombinant in E.coli BL21 hergestellt. Die oricoRec-Konstrukte besitzen
zusitzlich noch einen C-terminalen V5-Tag. Mit den aufgereinigten Proteinen wurden

Pull Down-Experimente durchgefiihrt.

interagierender Bereich im

YTH- Screen
A

r

1
rep1_H Reoz | reoa H 10 H ReBD4 }— Stau-GST

180-Stopp StauRBD1,2 - GST
RBD1_ | RBD2Z |-[RBD3}— 255-Stopp Stau A 256 -400 - GST
RBD1 | RBD2 | RBD3 |-276-Stopp StauRBD1,2,3 - GST
RBD1__|H RBDZ2 |- RBD3 | TBD | 305-Stopp Stau A 305 - 400 - GST

Abbildung 32: GST-markierte Deletionsmutanten von Staufen-1: Staufen-1 besteht aus vier
RNA-bindenden Doménen (RBD1 bis RBD4) und einer Tubulin-bindenden Doméne (TBD). Ent-
sprechend der Ergebnisse des YTH-Screens wurde Staufen-1 durch Einfligen von Stopp-Codons sy-
stematisch C-terminal verkiirzt. In der RBD3-Doméne liegt im N-proximalen Bereich der dsRNA-
Bindungsbereich. Diese Region ist in der Mutante StauA256-400 jedoch nicht in der Mutante
StauRBD1,2-GST enthalten.

Sowohl Staufen-1 als auch hSGT besitzen verschiedene funktionelle Doménen. Staufen-1
besteht aus der RBD1-, RBD2-, RBD3-, TBD- und RBD4-Doméne [40]. Fiir die Inter-
aktion mit dem HIV-1 Gag-Protein ist die RBD3-Doméne verantwortlich [57]. Die im

Staufen-1 gefundene interagierende Region liegt zwischen Aminosdure 243 und Ami-
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nosaure 494 und umfasst somit den gesamten C-terminalen Bereich ab der RBD3-
Doméne. Daher wurden verschiedene C-terminal deletierte Konstrukte hergestellt: Stau-
RBD1,2-GST, StauA256-400-GST, StauRBD1,2,3-GST und StauA305-400-GST (siehe
Abbildung .

Stau A 256 -400 - GST
Stau Ant 305 - 400 - GST

StauRBD1,2 - GST
StauRBD1,2,3 - GST

&
O
1
3
3
vl

NK

aVs « oricoRec

Staufen-1
Mutanten

aGST

Abbildung 33: Staufen-1 interagiert iiber seine RBD3-Doméine mit oricoRec: Pull Down
von Staufen-1-GST mit His-oricoRecV5. Staufen-1-GST und His-markiertes oricoRecV5 wurden
rekombinant in E.coli BL21 hergestellt und aufgereinigt. Gleiche Mengen an Protein wurden fiir
Pull Down Versuche mittels GST-Sepharose eingesetzt. Der Nachweis erfolgte iiber aV5-HRP
und a-GST/a-Kaninchen-IgG-HRP Antikorper.

Wie der Staufen-1 Pull Down in Abbildung [33] zeigt, liegt die mit Rec-interagierende

Region innerhalb des C-terminalen Bereichs der RBD3-Doméne von Staufen-1. Fehlt

dieser Bereich in den rekombinanten Proteinen, erfolgt keine Rec-Bindung (Spuren 2

und 3). Die RBD3-Region wurde bereits von anderen Arbeitsgruppen als funktionelle

Doméne beschrieben. In dieser Region liegen sowohl die HIV-1 Gag-Interaktionsregion

sowie das Zn-Fingermotiv, dass fiir die Bindung von Staufen an die humane RNA

notwendig ist [57]. Ein falsch positives Interaktionssignal aufgrund der Bindung von

Staufen-1 und Rec an die selbe RNA ohne eine direkte Interaktion beider Proteine
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miteinander kann ausgeschlossen werden, da das RNA-Bindungsmotiv von Staufen-1
im N-terminalen Bereich der RBD3-Doméne liegt und dieses Motiv in der Mutante
StauA256-400-GST noch aktiv ist. Aufserdem wurde das Bakterienlysat zur Vermei-

dung von Nukleinsédurekontaminationen mit einem DNase/ RNase-Gemisch behandelt.

Interagierender Bereich im
YTH-5creen

hSGT-GST

TPD-GST

Abbildung 34: GST-markierte hSGT-Konstrukte fiir Pull Down-Versuche: hSGT besteht
aus drei Regionen: der N-terminalen Dimerisierungsdoméne, der zentralen TPD-Doméne und dem
C-terminalen glycinreichen Bereich. Im YTH-Screen wurde die TPD-Region bereits als interagie-

render Bereich bestimmt.

Wie in der Abbildung [34] dargestellt, besteht das hSGT-Protein aus drei funktio-
nellen Untereinheiten: der N-terminalen Dimerisierungsdoméne, der zentralen TPD-

Untereinheit und der glycinreichen Doméne. Die TPD-Untereinheit setzt sich aus drei

Pull Down mit Pull Down mit GST-
Ni-NTA-Sepharose Sepharose
A A
l[hSGT-GST hSGT-GST TPD-GST hSGT-GST‘ " hSGT-GST pGex
o His-oricoRecV5 pET16b aGST His-oricoRecV5 pET16b «GST oricoRecV5 oricoRecV5 avs
L
60> < hSGT
<«TPD
36> 32-¥ Pull Down mit GST-
Sepl}arose
"TPD-GST  pGex i
oricoRecV5 oricoRecVs
18 < oricoRecV5
(a) Pull Down NiNTA-Sepharose (b) Pull Down Glutathion-Sepharose

Abbildung 35: Der Rec-interagierende Bereich von hSGT liegt innerhalb der TPD-
Doméne: (a) NiNTA-Pull Down mit rekombinant hergestelltem His-oricoRecV5 und hSGT-
GST/TPD-GST. Fiir die Pull Down mit der NiNTA-Sepharose wurden equivalente Mengen
an Protein eingesetzt. Der Nachweis erfolgte mittels GST-Antikorper. (b) GST-Pull Down von
His-oricoRecV5 mit hSGT/TPD-GST. Der Nachweis erfolgte iiber einen aV5-HRP Antikérper.

(*) unspezifische Bande

Tetratricopeptid-Wiederholungsmotiven zusammen und stellt die Hauptfunktionsdo-
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méne des Proteins dar. Fiir die Mutantenkonstruktion wurden die Ergebnisse des
YTH-Screens zu Grunde gelegt. Fiir das hSGT wurde wiahrend des YTH-Screens die
TPD-Region als interagierender Bereich gefunden. Zur Bestétigung der TPD-Doméne
als Rec-interagierender Bereich wurde fiir die Pull Down-Experimente zusétzlich eine
TPD-GST Mutante verwendet. Die Experimente zur Bestiatigung der TPD-Doméne
als Rec-interagierende Region von hSGT sind in Abbildung [35] dargestellt. Auch in den
Pull Down-Experimenten bestétigt sich die TPD-Domaéne als Rec-interagierender Be-
reich. Sowohl das Volllingen-hSGT als auch die TPD-Doméne interagieren mit Rec in
zwei unabhéngigen Ansétzen. Wurde statt des Interaktionspartners der entsprechende
Leervektor eingesetzt, erfolgte keine Bindung. Die Interaktion konnte in beide Rich-
tungen bestétigt werden. Unter Verwendung der His-Rec bindenden NiNTA-Sepharose
konnte hSGT-GST beziehungsweise TPD-GST nachgewiesen werden. Im wvice versa
Experiment mit Glutathion-Sepharose, die den GST-Tag bindet, konnte Rec spezifisch

angereichert werden.

3.2.8 Einfluss von Staufen-1 und hSGT auf den viralen RN A-Transport

Das HERV-K Rec-Protein fungiert primér als RNA-Transportprotein der verschie-
denen viralen RNA-Populationen. Es wurde nun iiberpriift, ob einer der beiden ge-
fundenen Interaktionspartner diesen RNA-Transport positiv oder negativ beeinflusst.
Dafiir wurden zwei Luziferase-basierende Reporterkonstrukte hergestellt (sieche Abbil-
dung . Diese Konstrukte setzen sich aus den Nukleotidsequenzen der HERV-K113
5'UTR, einem ,Firefly”-Luziferasegen, sowie den HERV-K113 gag und env-Sequenzen
zusammen. Fir das HIV-1 Rev Protein sind neben dem RRE weitere Transport-
regulatorische Regionen beschrieben worden. Diese umfassen die Spleif-Donor- (SD)
und -Akzeptorstellen (SA) des proviralen Transkripts [69], [32]. Aus diesem Grund
wurden die equivalenten Regionen des genomischen HERV-K113-Transkripts (SA und
SD) in die Shuttle-Konstrukte eingefiigt. Beide Konstrukte unterscheiden sich lediglich
in der Prisenz des RcRE, welches fiir die Erkennung durch das Rec-Protein essenti-

ell ist [200]. Das Konstrukt ohne RcRE fungiert als Negativkontrolle, um eine Rec-
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Abbildung 36: Reporterkonstrukte fiir Shuttle-Experimente: Die Shuttle-Konstrukte be-
stehen aus den Nukleotid-Sequenzen der HERV-K113 5'UTR, einem Luziferasegen, sowie der
HERV-K113 gag- und env-Region. Zusétzlich besitzt eines der beiden Konstrukte die Rec-
Bindungsregion der RNA: das RcRE. Die intrinsische Expression von Rec wird durch das Ein-
fiihren von drei Stopp-Codons in die Rec-Sequenz beider Konstrukte verhindert. Beide Shuttle-
Konstrukte besitzen weiterhin die fiir den Transport putativ regulatorischen Regionen im Bereich
der Spleif-Donor- (SD) und -Akzeptorstellen (SA).

unabhéngige Luziferaseaktivitdt bestimmen zu kénnen. Aufgrund der Intergration der

Spleifistellen in die Reporterkonstrukte kann der spezifische Transport ungespleifster

RNA gemessen werden. Das Luziferasegen kann nur abgelesen werden, wenn es nicht

aus der Konstrukt-RNA im Zellkern heraus gespleifit wird. Je hoher die Luziferase-

aktivitédt ist, desto mehr ungespleifste Reporter-RNA ist aus dem Kern transportiert

worden.

Luziferaseaktivitart in RLU x E + 03
NN
o w
—_—

0

Shuttle +Rec Shuttle +Rec Shuttle +Rec ShuttleRcRE ShuttleRcRE ShuttleRcRE
+Staul +hSGT +Rec +Rec +Staul +Rec +hSGT

Abbildung 37: Staufen-1 und hSGT verstirken den Rec-vermittelten RNA-Transport:
HEK 293T-Zellen wurden mit einem Shuttle-Konstrukt, Rec und Staufen-1/ hSGT/ pCMV-
Leervektor transfiziert. Nach vier Stunden wurden die Proben lysiert und die Luziferaseaktivitét
festgestellt. Die Versuche wurden im 96-Well Format durchgefiihrt. Jeder Wert setzt sich aus dem

Mittelwert von sechs unabhéngigen Messungen zusammen.

Die Konstrukte wurden zusammen mit oricoRec-V5 und Staufen-1-FLAG bzw. hSGT-
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FLAG in HEK 293T-Zellen transfiziert. Um Unterschiede in der Transfektionseffizienz
zu vermeiden, wurde den Kontrollen statt der Interaktionspartner pCMV-Leervektor
zugesetzt. Wie die Abbildung zeigt, verstarken beide Proteine den durch Rec-
vermittelten RNA-Transport. Durch Staufen-1 wird die Rec-vermittelte Transportak-
tivitdt um Faktor 3 erhoht. Durch Zugabe von hSGT ist eine Zunahme der Luzifera-
seaktivitdt um Faktor 16 messbar. Dieser Effekt ist nur mit dem RcRE-Konstrukt
feststellbar. Fehlt diese Erkennungssequenz in der Ziel-RNA ist keine Erhéhung der

Transportaktivitat nachweisbar.

3.2.9 Einfluss von Staufen-1 und hSGT auf die virale Partikelbildung

Aufgrund des durch Staufen-1 und hSGT erhohten viralen RNA-Transports ist es vor-
stellbar, dass dies auch Effekte auf die Partikelbildung hat. Aus diesem Grund wurden
Western Blot-Analysen durchgefiihrt, in denen ultrazentrifugierte Uberstinde aus vi-
rusproduzierenden HEK 293T-Zellen in Gegenwart von Staufen-1, hSGT bzw. pCMV-
Leervektor verglichen wurden. Da HERV-K113 nur sehr wenig Viruspartikel produziert,
wurde das codonoptimierte Viruskonstrukt CMVoricoHERV-K113 verwendet, welches
eine stark erhohte Virusprotein-Produktion aufweist und dessen 5’'LTR gegen einen
CMV-Promotor ausgetauscht worden ist.

Fiir die Untersuchung wurden HEK 293T-Zellen mit CMVoricoHERV-K113, Rec und
Staufen-1-FLAG /hSGT /pCMYV transfiziert. Die Uberstéinde wurden 48 Stunden spéter
abgenommen, steril filtriert und per Ultrazentrifugation aufkonzentriert. In Abbildung
wird deutlich, dass sowohl durch die Uberexpression von Staufen-1 als auch von
hSGT die Partikelbildung verstirkt wurde. Die spezifische HERV-K Gag-Bande bei
circa 40 kDa erscheint unter Staufen-1/hSGT-Zugabe deutlich sérker gegeniiber dem
Leervektor. Unter Einbeziehung der zusétzlich prozessierten Gag-Banden im Experi-
ment mit Staufen-1 (19 und 22 kDa), betrigt die Erhohung Faktor 5. Durch die hSGT-

Uberexpression werden achtmal mehr Viruspartikel in den Uberstand abgegeben.
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Abbildung 38: Die Expression von Staufen-1 und hSGT erh6ht die Freisetzung von
HERV-K113 Partikeln: (a) HEK 293T-Zellen wurden mit pCMVoricoHERV-K113, Rec und
Staufen-1 bzw. pCMV-Leervektor transfiziert. Nach 48 Stunden wurden die Uberstinde abge-
nommen, von Zellresten befreit und ultrazentrifugiert. Das UZ-Pellet wurde zusammen mit dem
Zelllysat im Western Blot mit einem HERV-K Gag-Antikorper auf Gag-Expression und Freiset-
zung in den Uberstand untersucht. (b) Untersuchung der Partikelfreisetzung unter hSGT-Einfluss.

Die Ergebnisse wurden in vier unabhéngigen Experimenten bestéatigt.

3.2.10 Die Interaktion von Rec mit Staufen-1 hat Einfluss auf Prozesse
nach dem nukleozytoplasmatischen Transport und die Virus-RNA-
Verteilung

Anféngliche Coimmunfluoreszenzanalysen mit Rec und Staufen-1 zeigten seltene, aber
dennoch reproduzierbare Ereignisse, bei denen oricoRec groftenteils bzw. ausschliefs-
lich im Zytoplasma in Colokalisation mit Staufen-1 zu finden war. Da in diesen Zellen
Ereignisse aufgetreten sein konnten, die auf eine weitreichendere Funktion von Rec hin-

weisen, wurde versucht herauszufinden, in welchem Zustand sich diese Zellen befinden.

Die Zugabe von HERV-K113 DNA veriandert Staufen-1-abhangig die Rec-
Verteilung innerhalb der Zelle Erste Experimente, in denen HEK 293T- oder

HeLa-Zellen mit oricoRec-V5 und Staufen-1-FLAG bzw. mit den Fluoreszenzplasmi-
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Abbildung 39: Genomische HERV-K113 RNA beeinflusst die Rec-Verteilung in Ab-
hiangigkeit von Staufen-1: HEK 293T-Zellen wurden mit oricoRec-V5 bzw. oricoRec-GFP
und verschiedenen Kombinationen von Staufen-1-FLAG/ Staufen-1-Cherry/ HERV-K113 DNA/
Leervektor transfiziert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen fixiert und gegebenenfalls mit einem
aV5-Cy3-Antikorper gefarbt. Die Zellkerne wurden mit DAPI dargestellt. Die Detektion erfolg-
te mittels cLSM. Eine zytoplasmatische Lokalisation von oricoRec-V5 wird durch weifse Pfeile

markiert.
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den oricoRec-GFP und Staufen-1-Cherry cotransfiziert und 24 Stunden spéter gefarbt
wurden, zeigten zunéchst nur duferst selten eine Verdnderung der Rec-Verteilung au-
fserhalb des Zellkerns. Das legt nahe, das weitere Faktoren bei der Verteilung von Rec
eine Rolle spielen. Fiir das HIV-1 Rev-Protein ist bekannt, dass es erst durch Bindung
seiner Ziel-RNA seine Konformation &ndern, multimerisieren und mit Kernexportfak-
toren wie Crm1 interagieren kann [204], [209], [310]. Ein &hnliches Konzept ist auch fiir
das HERV-K Rec-Protein vorstellbar. Aus diesem Grund wurde zusétzlich Volllangen-
Virus-DNA (wtHERV-K113 oder oriHERV-K113-Plasmid-DNA) transfiziert.

In Abbildung [39]ist der Effekt durch Zugabe der Virus-DNA dargestellt. Neben orico-
Rec wurden verschiedene Kombinationen von HERV-K113 DNA und Staufen-1 trans-
fiziert. In Reihe 1 und Reihe 2 wird ersichtlich, dass oricoRec-V5 auch unter Staufen-1
Zugabe fast ausschlieklich im Zellkern zu finden ist. Wird zum oricoRec-V5 zusétzlich
HERV-K113 DNA zugesetzt, zeigen einige Zellen neben dem Kernsignal auch ein diffu-
ses Signal im Zytoplasma (Reihe 3). Eine deutliche Verédnderung tritt jedoch auf, wenn
zum oricoRec-V5 und der viralen genomischen DNA Staufen-1 transfiziert wird (Rei-
he 4). In circa 40 % der Zellen ist ein deutliches Rec-Signal auch aufserhalb des Zellkerns
detektierbar. Das Rec-Signal ist dabei diffus im Zytoplasma verteilt. Auch Staufen-1
ist hauptséchlich im Zytoplasma lokalisiert (Reihe 5). Es gibt Regionen, in denen sich
sowohl das Rec als auch Staufen-1 vermehrt akkumulieren. Ein konkreter Grad der
Colokalisation ist aufgrund der diffusen Signale jedoch schwer feststellbar. Auffillig ist
weiterhin, dass einige Zellen trotz starker Expression von Rec und Staufen-1 eine klare
Trennung beider Signale aufweisen. Vermutlich wird in diesen Zellen keine genomische

HERV-K113 RNA gebildet.

Staufen-1 und Rec colokalisieren in der Stressgranula in Abhingigkeit von
HERV-K Provirus RNA Verschiedene Publikationen weisen darauf hin, dass Stau-
fen-1 unter bestimmten Bedingungen in die zellulére Stressgranula einwandert [308],
[309], [37]. Die Bildung der Stressgranula erfolgt unter verschiedensten Stressbedin-
gungen, in denen die Translation der mRNAs zweitrangig ist. In den hier vorgestellten

Experimenten wurden die transfizierten Zellen nach 24 Stunden fiir eine Stunde mit
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Abbildung 40: oricoRec und Staufen-1 akkumulieren gemeinsam bei Stress in der Stress-
granula: HEK 293T-Zellen wurden mit HERV-K113 DNA, oricoRec-V5/oricoRec-GFP und
Staufen-1-FLAG /Staufen-1-Cherry transfiziert. Zum Nachweis der Stressgranula wurde TIA-1-
YFP transfiziert. P-Bodies wurde mit DCPIa-RFP nachgewiesen. Nach 24 Stunden wurden die
Zellen fiir eine Stunde mit 0,5 mM Natriumarsenit gestresst, fixiert und gegebenenfalls mit einem
aV5-Cy3-Antikorper gefdrbt. Die Detektion erfolgte mittels cLSM. Eine zytoplasmatische Coloka-
lisation von oricoRec/Staufen-1 mit TIA-1-YFP wird durch weife Pfeile markiert. Marker-Protein

fiir die ebenfalls stressinduzierbaren P Bodies ist DCPla.
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0,5 mM Natriumarsenit gestresst und anschlieffend im cLLSM untersucht. Natriumarse-
nit bewirkt einen sogenannten ER-Stress, bei dem Translationsereignisse am rauen ER
arretiert werden und unvollstéandig synthetisiertes Protein akkumuliert. Es wurde daher
als néchstes tiberpriift, ob unter Natriumarsenitzugabe die diffusen RNA /Staufen-1/Rec-
Aggregate in die Stressgranula einwandern. In der Stressgranula sind mRNAs akkumu-
liert, deren Translationsinitiation blockiert ist. Es werden dynamische Aggregate nicht-
translatierter RNAs gebildet, die mit bestimmten Translationsinitiationsfaktoren, der
40s ribosomalen Untereinheit und verschiedenen RNA-bindenden Proteinen, wie dem
PolyA-Binding-Protein (PABP), TIA-1, TIA-R und G3BP assoziiert sind [2]. Vor al-
lem die RNA-bindenden Proteine TIA-1, TTA-R und G3BP interagieren mit sich selbst
und tragen so zur Bildung der Stressgranula bei. Sie kdnnen daher als Stressgranula-
Markerproteine verwendet werden.

Um nachzuweisen, dass der HERV-K113 RNA /Staufen-1/Rec-Komplex unter Stressbe-
dingungen in der Stressgranula akkumuliert, wurden HEK 293T-Zellen mit TIA-1-
YFP, HERV-K113 Provirus-DNA, Staufen-1-Cherry/ Staufen-1-FLAG sowie oricoRec-
V5 cotransfiziert. Abbildung {40| zeigt deutlich, dass sowohl Rec (Reihe 3) als auch
Staufen-1 (Reihe 2) unter Stressbedingungen mit TTA-1 colokalisieren. Liegt kein Stress
vor, bleiben sowohl die TIA-1 Signale als auch die Staufen-1 Signale diffus im Zytoplas-
ma verteilt (Reihe 1). Da TIA-1 ein RNA-bindendes Protein ist und in den Zellkern
einwandern kann, ist auch ein starkes Kernsignal detektierbar. Das TIA-1 Signal spart
dabei die Nukleoli aus (Reihe 3). Interessanterweise erfolgt eine solche Colokalisation
nur mit TIA-1, nicht aber mit RNA-abbauenden Proteinen, wie DCPIla, die in den
sogenannten Processing Bodies (P Bodies) vorkommen (siche Abbildung (40| Reihe 4).

Rec und Staufen-1 colokalisieren mit APOBEC3G Trotz der Kompartimen-
tierung der Zelle findet permanent eine dynamische und hoch-regulierte Bewegung der
mRNAs zwischen den Polysomen, der Stressgranula und den P Bodies statt. Interes-
santerweise wurde in den P Bodies auch High Molecular Mass (HMM) APOBEC3G
(A3G) gefunden, welches unter Stressbedingungen in die Stressgranula iiberwandert.

Die Mitglieder der APOBEC Familie sind zelluldre Cytidin-Deaminasen, die das Erb-
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Abbildung 41: oricoRec und Staufen-1 colokalisieren mit APOBEC3G (A3G): HEK 293T-

Zellen wurden mit HERV-K113 DNA, oricoRec-V5 und Staufen-1-FLAG/ Staufen-1-Cherry trans-

fiziert. Zusatzlich wurde YFP-A3G transfiziert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen fiir eine

Stunde mit 0,5 mM Natriumarsenit gestresst, fixiert und gegebenenfalls mit einem aV5-Cy3-

Antikorper gefirbt. Die Detektion erfolgte mittels cLSM. Eine zytoplasmatische Colokalisation

von oricoRec/ Staufen-1 mit YFP-A3G wird durch weife Pfeile gekennzeichnet.

gut eines Retrovirus so mutieren konnen, dass dieses nicht mehr funktionell ist. Damit

stellen sie eine Gruppe von Proteinen dar, die Resistenz gegen Infektionen durch exo-

gene Retroviren verleihen und die Zelle vor endogenen Retroelementen schiitzen. Fiir
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HMM A3G wurde gezeigt, dass es die Retrotransposition von ALU-Sequenzen hemmt
und so wahrscheinlich die Zelle vor iiberméfiger Retrotransposition eigener endogener
Retroelemente schiitzt.

Die Tatsache, dass HMM A3G wahrend Stressphasen in die Stressgranula einwandert,
konnte fiir HERV-K113 bedeutsam sein, wenn sich dort auch die retroviralen RNA-
Komplexe befinden. Aus diesem Grund wurden Colokalisationsexperimente mit YFP-
A3G durchgefiihrt (Abbildung [41)). Dafiir wurden HEK 293T-Zellen mit YFP-A3G,
HERV-K113 Provirus-DNA, Staufen-1-Cherry und unmarkiertem oricoRec-V5 trans-
fiziert. In den Rec-Versuchen wurde statt Staufen-1-Cherry unmarkiertes Staufen-1-
FLAG hinzugegeben und oricoRec-V5 mit einem aV5-Cy3 Antikérper markiert. Es
wurden sowohl gestresste als auch ungestresste Zellen analysiert.

In Abbildung [41] wird deutlich, dass A3G unter Stressbedingungen in Aggregaten ak-
kumuliert. Sowohl Staufen-1-Cherry (Reihe 2) als auch Cy3-markiertes oricoRec-V5
(Reihe 4) werden ebenfalls in diesen Aggregaten angehéuft. Die virale RNA und A3G
kommen unter Stressbedingungen also in rdumliche Néhe zueinander. In ungestressten
Zellen sind die Signale im gesamten Zytoplasma verteilt. Uberraschenderweise schei-
nen aber auch hier Colokalisationen in einigen Regionen (markiert mit weifen Pfeilen)
zwischen A3G mit Staufen-1 bzw. oricoRec zu Stande zu kommen (Reihe 1 und 3).
Wihrend diese Colokalisation mit Staufen-1 das gesamte Zytoplasma umfasst, scheint

es in der Colokalisation mit Rec nur einzelne hochkonzentrierte Punkte zu geben.

3.2.11 Pathogenetische Effekte der Rec-hSGT-Interaktion

Im Gegensatz zum Staufen-1 ist fiir hSGT keine Funktion im RNA-Transport und der
Transportgranulabildung beschrieben, sondern es iibernimmt zellregulatorische Aufga-
ben. Das ubiquitéir exprimierte Protein besitzt eine wichtige Checkpoint-Funktion wih-
rend der Mitose. Wandert das Protein nicht in den Zellkern ein, kann kein Ubergang
von der Metaphase in die Anaphase erfolgen [337]. Auferhalb des zelluldren Replika-
tionszyklus ist hSGT als Regulator des Androgenrezeptors (AR) beschrieben worden

[43]. Der Androgenrezeptor wird beim Menschen in den meisten Gewebetypen produ-
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ziert. Die trotzdem sehr unterschiedliche Aktivitat ist auf eine Vielzahl von Proteinen
zuriickzufiihren, die als Coaktivatoren oder Corepressoren des Rezeptors wirken. In
Hinblick darauf, dass in Keimzelltumoren eine erhohte HERV-K-Expression feststell-
bar ist und dass in diesen Zellen der AR eine entscheidende regulatorische Aufgabe
wahrend der funktionellen Organdifferenzierung und Spermatogenese spielt, liegt der
Fokus der Rec-hSGT-Interaktion auf einer méglichen Dysregulation des AR in diesem
oder dhnlichen Geweben. Zudem ist der AR fiir die initiale Proliferation von Prosta-

takarzinomen (PCA) notwendig.

oricoRec erhoht die Aktivitidt des Androgen-Rezeptors Der Androgen-Rezep-
tor gehort zur Superfamilie der Kernrezeptoren. Diese werden in der Regel im Zyto-
plasma in einem inaktiven monomeren Zustand gehalten. Bindet der Ligand, kommt
es zu einer Konformationséinderung, die es dem Rezeptor ermdglicht, in den Kern zu
wandern. Dort bindet er als dimeres Protein an seine Erkennungssequenzen.

hSGT ist ein Co-Chaperon, das dazu beitrdgt, den AR sowohl wiahrend seiner Synthese

als auch als funktionsfahiges Molekiil in einem inaktiven Zustand zu halten [43]. Erst
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Abbildung 42: Vorversuch zum ARR _tkLuc-Reporterkonstrukt: LNCaP-Zellen wurden mit
dem ARR _tkLuc-Reporterkonstrukt und AR beziehungsweise Leervektor transfiziert. Zusétzlich
wurde hSGT-FLAG bzw. pCMV-Leervektor hinzugegeben. Die durch hSGT vermittelte Inhibi-
tion wurde sowohl unter Einfluss von 1 nM Dihydrotestosteron (DHT) als auch ohne Zugabe von
DHT untersucht. Der inhibierende Effekt von hSGT wurde relativ zur jeweiligen Kontrolle ohne
hSGT dargestellt.
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wenn androgene Liganden, wie Testosteron oder das synthetische Dihydrotestosteron
(DHT) am Rezepor binden, dissoziiert hSGT vom AR und erméglicht so dessen Akti-
vierung.

Um einen Effekt von Rec auf die Aktivitdt von hSGT und damit auch auf den AR mes-
sen zu konnen, wurde ein Luziferase-Reporterkonstrukt verwendet, welches die Promo-
torsequenz des streng AR-regulierten psa-Gens (Prostata-spezifisches Antigen) enthélt
und hier als ARR_tkLuc bezeichnet wird [43]. Mit Hilfe dieses Reporterkonstrukts
konnten Buchanan et al. 2007 zeigen, dass hSGT in Abwesenheit von DHT eine in-
hibierende Wirkung auf den AR-Rezeptor hat und daher auch die Transkription der
AR-abhéngigen Gene indirekt negativ reguliert [43]. In einem ersten Kontrollexperi-
ment wurde die Akivitat des ARR_tkLuc-Konstrukts in Abhingigkeit vom AR, DHT
und hSGT untersucht (sieche Abbildung [42)). Die Luziferaseaktivitdt nimmt unter Zu-
gabe von hSGT ab. In Gegenwart von 1 nM DHT, dem natiirlichen Liganden des ARs,
ist der inhibierende Effekt durch hSGT geringer.

In einem weiteren Experiment wurde untersucht, ob die Expression von Rec die AR-
Aktivitat beeinflusst. Das Reporterkonstrukt wurde zusammen mit verschiedenen Kom-
binationen von oricoRec-V5, pCMV-AR [43] und hSGT-FLAG in die Prostatazelllinien
LNCaP und DU-145 transfiziert. Als Kontrollzelllinie wurden HEK 293T-Zellen ver-
wendet. In Abbildung [43] wird gezeigt, dass die oricoRec-Expression zu einem Anstieg
der AR-abhéngigen Luziferaseaktivitit fiihrt. In den androgenabhingigen LNCaP-
Zellen erfolgen Aktivitatssteigerungen um das Vierfache gegeniiber Zellen, die nicht mit
Rec transfiziert worden sind (Abbildung [43a]). Je mehr oricoRec transfiziert wurde, de-
sto stérker ist dabei der Anstieg in der AR-abhéngigen Luziferase-Aktivitéit. Vergleich-
bare Experimente mit den androgenunabhéngigen Zelllinien DU-145 und HEK 293T
zeigen, dass dieser Effekt AR-spezifisch ist. Erst wenn AR in trans cotransfiziert wird,
ist ein Anstieg der Luziferaseaktivitdt messbar (orange unterlegte Balken in Abbildung
43b| und . Alleinige oricoRec-Expression hat in diesen Zelllinien keine Auswirkun-
gen. Um den Effekt von oricoRec auf die AR-Aktivitéit besser darstellen zu konnen, wur-
den die Messwerte ohne Rec auf 100 % gesetzt. Der prozentuale Rec-vermittelte Anstieg

wurde anschliefsend iiber Relativierung mit diesen Werten ermittelt. Die ARR _tkLuc-
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Abbildung 43: oricoRec-Expression stimuliert spezifisch den AR: (a) Androgenabhéngi-

ge LNCaP-Zellen wurden mit dem Reporterkonstrukt ARR_tkLuc und verschiedenen Mengen
oricoRec-V5 transfiziert. Nach 24 Stunden wurde die Luziferaseaktivitdt bestimmt. Eine Norma-
lisierung erfolgte mittels cotransfizierter Renilla-Luziferase. (b) Untersuchung des Rec-Effekts in
der androgenunabhéngigen Prostatazelllinie DU-145. Nur wenn AR in trans zugegeben wird, kann
oricoRec das Reporterkonstrukt stimulieren. (¢) HEK 293T-Zellen besitzen keine AR-Aktivitét.
Werden 0,1 pug AR zusétzlich transfiziert, erfolgt eine Rec-abhéingige Stimulation des AR und
damit eine erhohte Luziferaseaktivitiat. Der Effekt wurde sowohl in Gegenwart von DHT als auch
ohne DHT-Zugabe bestimmt. Die Experimente wurden im 24-Well-Format durchgefiihrt. Jeder
Messwert setzt sich aus mindestens vier Einzelmesswerten zusammen. DHT= Dihydrotestosteron.
Fiir eine {ibersichtlichere Darstellung wurden die Werte ohne Rec (unabhéngig von ihrer Hohe)

auf 100 % gesetzt und die Rec-abhéingigen Daten dariiber normalisiert.

Aktivitat steigt in AR-transfizierten DU-145 Zellen auf 562 % gegeniiber Zellen, die

nicht mit oricoRec transfiziert wurden. In HEK 293T-Zellen erfolgt ein Aktivitédtsan-
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Abbildung 44: oricoRec und hSGT beeinflussen den Androgenrezeptor komplementér:
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AR-aktive LNCaP-Zellen wurden mit dem Reporterkonstrukt ARR _tkLuc und verschiedenen
Mengen oricoRec-V5/pcDNA3V5 und hSGT-FLAG/ pCMV-FLAG transfiziert. Zusétzlich wur-
de ein Renilla-Luziferaseplasmid transfiziert, um die Messwerte auf Transfektionseffizienz rela-
tivieren zu koénnen. Nach 24 Stunden wurde die Luziferaseaktivitit der Lysate iiberpriift. Das
Experiment wurde im 96-Well-Format durchgefiihrt. Die dargestellten Werte setzen sich aus sechs

Einzelmessungen zusammen.

stieg auf 147 %. Eine zusatzliche DHT-Gabe hatte in HEK 293T-Zellen keinen erhohten
stimulatorischen Effekt.

Um zu testen, ob dieser Effekt aufgrund der Bindung von Rec an hSGT erfolgt, wurden
Titrationsversuche mit oricoRec-V5 und hSGT in LnCap-Zellen durchgefiihrt. In Ab-

ohne Rec
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AR
50ng Rec
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Einfluss von Rec und AR auf den SV40-Promotor
Abbildung 45: oricoRec-V5 Expression hat keinen Einfluss auf das Kontrollplasmid
pPGL-SV40: LNCaP-Zellen wurden mit dem Kontrollreporterplasmid pGL-SV40 und verschiede-
nen Kombinationen von oricoRec-V5, AR, pcDNA3, pCMV und Renilla-Luziferase transfiziert.

Nach 24 Stunden wurde die Luziferaseaktivitat bestimmt. Die Versuche wurden im 24-Well-

Format durchgefiihrt.
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bildung [44] sind diese Ergebnisse dargestellt. Je hoher die eingesetzte Menge an hSGT
ist, desto niedriger ist die AR-Aktivitdt (Reduktion um bis zu 65 %). Im Gegensatz
dazu kann durch steigende Mengen oricoRec-V5 die inhibierende Wirkung von hSGT
zumindest teilweise wieder aufgehoben werden (Abbildung . Dass diese Effekte spe-
zifisch sind, zeigt ein Test mit dem Luziferase-Konstrukt pGL-SV40, welches statt des
ARR-Elements einen SV40-Promotor tragt (Abbildung . Wird dieses Konstrukt
transfiziert, sind keine Effekte durch Rec und hSGT messbar. Rec weifit sogar einen
inhibierenden Effekt auf, was auf eine Toxizitéit durch Uberexpression zuriickzufithren

sein konnte.

HERV-K113 profitiert von einer erhohten AR-Aktivitat Als néchstes stell-
te sich die Frage, in wie fern die HERV-K113 Transkription von einer Erhohung der
AR-Aktivitat profitiert. Da der AR an spezifische Erkennungssequenzen der DNA bin-
det, wurde nun getestet, ob das Provirus von HERV-K113 in seiner 5’LTR ein solches

Bindungsmotiv enthalten konnte.

Abbildung 46: Reporterkonstrukt zur Bestimmung der HERV-K113 LTR-Aktivitit: Die
HERV-K113 5’LTR wurde so vor ein Luziferasegen kloniert, dass stimulatorische Effekte auf die
LTR-Aktivitiit gemessen werden konnen.

Um eine solche Aktivierung zu ermitteln, wurde ein Luziferase-Reporterkonstrukt ver-

wendet, dessen Promotor durch die 5’LTR von HERV-K113 ersetzt wurde [13]. Der

schematische Aufbau des Konstrukts ist in Abbildung |46| dargestellt. Dieses Reporter-
konstrukt wurde zusammen mit verschiedenen Kombinationen von oricoRec-V5 und
hSGT-FLAG bzw. Leervektoren in die Teratokarzinomzelllinien Tera-1 und GH, in die

AR-unabhéngige Prostatazelllinie DU-145 und in HeLa-Zellen transfiziert. Zusétzlich

wurde der Effekt von Dihydrotestosteron gemessen.

Tatséchlich ist ein stimulierender Effekt von Rec und DHT auf das LTR-Konstrukt

in GH- und Tera-1 Zellen messbar (Abbildung [A7). Sowohl in GH-Zellen als auch in

den Tera-1 Zellen wird die Reporteraktivitat allein durch DHT-Gabe leicht erhoht.

Ein signifikanter Luziferaseanstieg erfolgt bei zuséitzlicher Rec-Gabe. In Tera-1 Zellen
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Abbildung 47: oricoRec-Expression stimuliert die Aktivitit der HERV-K113-LTR:
(a) Tera-1 und HeLa-Zellen wurden mit dem HERV-K113 LTR-Luziferasekonstrukt und 50 ng
oricoRec-V5 bzw. Leervektor transfiziert. In Parallelansétzen wurden die Zellen zusétzlich mit
0,1 nM DHT behandelt. Nach 24 Stunden wurde die Luziferaseaktivitat bestimmt. (b) GH-
Zellen wurden mit 75 ng oricoRec-V5/ Leervektor transfiziert und mit verschiedenen DHT-

Konzentrationen behandelt. (c) oricoRec-V5-Titrationsreihe in GH-Zellen, die mit 1 nM DHT

behandelt wurden.

betrégt dieser Anstieg Faktor 2,6; in GH-Zellen abhéngig von der zugesetzten DHT-
Menge bis zu Faktor 15 (Abbildung . In AR-unabhéingigen HelLa-Zellen konnte
weder ein Effekt durch DHT noch durch Rec gemessen werden (Abbildung [47a)). Der
Rec-vermittelte Anstieg ist konzentrationsabhéngig. GH-Zellen, die mit einer steigen-
den Menge oricoRec-V5 transfiziert wurden, weisen eine zunehmende Luziferaseaktivi-
téat auf. Bei Zugabe von 100 ng oricoRec-V5 DNA betrégt der Luziferaseunterschied im
Vergleich zu Zellen, die nicht mit Rec transfiziert wurden, Faktor 18 (Abbildung |47¢)).

In weiteren Experimenten wurde der Einfluss von hSGT auf die LTR-Aktivitat un-
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Abbildung 48: oricoRec und hSGT sind Gegenspieler in der Regulation der HERV-K113
LTR-Aktiviét: (a) Tera-1 Zellen wurden mit steigenden Rec-Konzentrationen transfiziert. Zu-
sitzlich wurde ein Teil der Zellen mit 30 ng hSGT transfiziert. Die Zellen wurden mit 0,1 nM
DHT behandelt. (b) Transfektion von DU-145 Zellen mit 0,1 ng AR und verschiedenen Kombi-
nationen von 50 ng Rec und 30 ng hSGT bzw. entsprechenden Leervektoren. Die Zellen wurden

in Gegenwart von 0,1 nM DHT kultiviert.

tersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung [4§] dargestellt. Sowohl in Tera-1 Zellen als
auch in mit AR-transfizierten DU-145 Zellen ist eine Reduktion der Luziferaseaktivitét
nach hSGT-Transfektion messbar. Dieser inhibierende Effekt kann durch zusétzliche
Transfektion mit Rec teilweise wieder aufgehoben werden (Abbildung . Die Expe-
rimente wurden in Gegenwart von 0,1 nM DHT durchgefiihrt, da die LTR unter diesen
Bedingungen sowohl auf die Rec-Expression als auch auf die hSGT-Expression deutlich

anspricht.

AR-Abhingigkeit anderer Retrovirus LTRs In einem weiteren Versuch soll-
te geklart werden, ob auch andere retrovirale LTRs von der verstirkenden Wirkung
durch Rec profitieren. Dafiir wurden LNCaP-Zellen mit Luziferasekonstrukten transfi-
ziert, die durch die LTRs von HERV-K10, HIV-1 bzw. KoRV kontrolliert werden. Die
Messwerte sind in Abbildung dargestellt. Weder die HIV-1 LTR noch die KoRV
LTR profitieren in ihrer Aktivitdt von einer oricoRec-Zugabe. Die HIV-1 LTR verliert
durch Rec-Zugabe sogar an Aktivitdt. Im Gegensatz dazu erfahrt die HERV-K10 LTR
eine Aktivitdtserhohung um Faktor 2.

Parallel dazu wurde die RT-Aktivitét in den Ubersténden von Tera-1 Zellen iiberpriift.
Die Stimulation der HERV-LTRs konnte auch zu einer allgemein erhohten Partikelbil-
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Abbildung 49: oricoRec-V5 stimuliert die HERV-K10 LTR, nicht jedoch die HIV-1
LTR: (a) LNCap-Zellen wurden mit Luziferasekonstrukten transfiziert, die die LTRs von HIV-1/
KoRV/HERV-K10 besitzen. Zusétzlich wurden 50 ng oricoRec-V5 bzw. Leervektor transfiziert.
Die Zellen wurden mit 0,1 nM DHT behandelt. Nach 24 Stunden wurde die Luziferaseaktivitét er-
mittelt. (b) Cavidi-Assay von Tera-1 Uberstiinden: Durch DHT und den AR wird die RT-Aktivitéit
im Uberstand erhéht.

dung und -freisetzung fithren. Damit wiirde sich der Anteil der reversen Transkriptase
im Uberstand erhéhen, die mit dem Cavidi-Assay gemessen werden kann. Dafiir wurden
Ubersténde von Tera-1 Zellen genommen, die zuvor mit AR oder Leervektor transfi-
ziert und mit 1 nM DHT behandelt wurden. Die Ergebnisse sind in Abbildung [495]
dargestellt. Die Expression von AR allein geniigt nicht, um eine erhéhte RT-Aktivitéat
im Uberstand zu messen. Wird jedoch DHT zugegeben, erhoht sich die RT-Aktivitét
um das vier- bis achtfache. Wird AR in den Zellen exprimiert, ist der stimulatorische

Effekt durch DHT zusétzlich erhoht.
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4 Diskussion

4.1 Das HERV-K113 Hiillprotein

Der Eintritt eines Retrovirus in die Zelle wird durch eine spezifische Interaktion des
viralen Glykoproteins mit einem oder mehreren Rezeptormolekiilen in der zelluldren
Membran initiiert. Dabei bestimmt das zellulare Rezeptorexpressionsprofil mafgeblich,
welche Zellen von einem Virus infiziert werden kénnen. Obwohl das Hiillprotein von
HERV-K(HML-2) auf vielen gesunden und auch maligne entarteten Geweben expri-
miert wird, ist bisher nur sehr wenig dariiber bekannt [253|, [84]. Dies ist vor allem
auf zwei Ursachen zuriickzufiihren: die &dufserst schwache Proteinexpression in Séuger-
zellen, auch unter einem starken Promotor, und die Moglichkeit, dass das Hiillprotein
durch postinsertionale Mutationen funktionell beeintriachtigt worden sein konnte [314].
Im Jahr 2005 konnte gezeigt werden, dass das HERV-K108 Glykoprotein noch immer
funktionell ist [84]. Dariiber hinaus ist ein aus einer in silico generierten HERV-K-
Consensus Sequenz gebildeter HERV-K-Prototyp in der Lage, Viruspartikel zu bilden
und Zellen zu infizieren [85)], [186].

In dieser Arbeit sollten Strategien entwickelt werden, um zum Einen die schwache Env-
Expression zu steigern und zum Anderen mogliche postinsertionelle Verdnderungen zu
beseitigen. Dies sollte es ermoglichen, das Hiillprotein in dem Zustand zu untersu-
chen, in dem es vor iiber 600.000 Jahren die Keimbahninfektion initiieren konnte [313].
Das HERV-K113 Provirus ist eines der am bestuntersuchten ERVs. Es besitzt fiir alle
viralen Proteine offene Leserahmen, ist jedoch durch postinsertionelle Mutationen ver-
dndert und damit auch in seiner Funktionalitidt beeintrachtigt worden [140], [9]. Auch

das Hiillprotein ist von diesem evolutiondren Prozess betroffen gewesen.

4.1.1 Rekonstitution des Hiillproteins

Mit Hilfe einer synthetischen DNA-Sequenz, deren Codons an den tRNA-Gebrauch von
Saugerzellen angepasst wurden, konnte die Expression des HERV-K113 Hiillproteins

um das tiber 50-fache gesteigert werden. Codonoptimierungen sind bereits mehrfach
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erfolgreich durchgefiihrt worden, um die Expression verschiedener retroviraler Pro-
teine, darunter auch Glykoproteine, zu verstirken [80], [224]. Die Ursachen fiir die
schwache Genexpression sind vielfiltig. Die retroviralen Gene eines Provirus miissen
fein-abgestimmt exprimiert werden, damit eine optimale Replikation stattfinden kann.
Einige virale Proteine kénnen auch zytotoxisch sein und so Zellviabilitdt vermindern.
Andererseits stehen die viralen DNAs, RNAs und Proteinsequenzen unter einem per-
manenten Selektionsdruck. Vor allem virale RNAs sind Ziel der antiviralen Abwehr,
die spezifisch Transkripte degradiert und somit zu einer niedrigeren Proteinexpres-
sion beitrigt. Erst kiirzlich sind einige microRNAs identifiziert worden, die exogene
und endogene Retroviren, darunter auch HERV-K, als Ziel haben [130]. Zudem weisen
die HERV-K Env-Nukleotidsequenzen eine Vielzahl seltener Codons auf und der GC-
Gehalt ist im Vergleich zu humanen Sequenzen sehr niedrig. Hinzu kommt, dass durch
instabile RNAs und durch internes, alternatives Spleifsen der rec-RNA die Translation
weiter vermindert wird.

Aufgrund der deutlich effizienteren Env-Expression war es nun moglich, den Einfluss der
postinsertionellen Mutationen zu untersuchen. Dafiir wurden die entsprechenden Ami-
noséaureaustausche identifiziert und korrigiert. Das so wiederhergestellte ,altertiimliche®
Hiillprotein eines infektiosen Retrovirus konnte nun mit dem heutigen Env verglichen
werden. Es ist denkbar, dass diese Sequenzénderungen bereits vor der Integration statt-
gefunden haben, beispielsweise durch Fehler bei der reversen Transkription und/oder
durch antivirale Proteine, wie die APOBEC-Deaminasen. APOBEC fiihrt zu Deami-
nierungen von Cytidinen zu Uracil wéhrend der reversen Transkription und damit zur
sogenannten G zu A“-Hypermutation der proviralen Genome [187], [307], [134], [97].
Unter Beriicksichtigung der Tatsache, dass es unwahrscheinlich ist, dass die Reverse
Transkriptase mehr als einen oder zwei Fehler pro Replikationsrunde macht und dass
typische genomische Veranderungsmuster durch APOBEC in einer aktuellen Studie fiir
HERV-K113 nicht belegbar waren, ist es wahrscheinlich, dass die meisten, wenn nicht
sogar alle, Mutationen nach der Integration aufgetreten sind [186].

Ahnliche Strategien zur Identifizierung postinsertioneller Verinderungen wurden be-

reits von anderen Gruppen verwendet, wie beispielsweise bei der Konstruktion der
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HERV-K Consensus-Sequenzen [85], [I86]. Durch den hier verwendeten Ansatz war es
jedoch moglich, zwischen potentiellen Mutationen und Polymorphismen zu unterschei-
den, die nur bei einer kleinen Zahl von Elementen auftreten [I40]. Fiir das Alignment
wurden die Sequenzen von 11 sehr jungen HERV-K-Elementen verwendet. Evolutio-
ndr gesehen sind diese erst kiirzlich in das humane Genom gelangt. Es ist sehr un-
wahrscheinlich, wenn auch nicht vollstédndig ausschliefsbar, dass die geteilten Polymor-
phismen durch unabhéngige Mutationsereignisse an der gleichen Position oder durch
ektopische Rekombinationen zwischen dem HERV-K113 Env und mindestens zwei an-
deren retroviralen Elementen entstanden sind [148]. Im Vergleich zwischen der wie-
derhergestellten oricoEnv-Sequenz und der Consensus-Sequenz lassen sich drei dieser
Polymorphismen zeigen (Abbildung [13). Im Gegensatz dazu gibt es acht Aminosiu-
reaustausche, die ausschliefslich im heutigen HERV-K113 Env vorkommen bzw. nur
in einem weiteren HERV-K auftreten. Die entsprechenden nicht-synonymen Mutatio-
nen wurden daher als postinsertionell betrachtet und in der Originalsequenz korrigiert.
Bereits im Western Blot wiesen Unterschiede im Molekulargewicht der transmembra-
nen Untereinheiten auf eine unvollstandige Glykosylierung des heutigen Hiillproteins
hin. Obwohl durch die Mutagenesen sogar eines der putativen Glykosylierungsmoti-
ve (N506K) des modernen Envs verloren gingen, konnte beim oricoEnv eine Erho-
hung des Molekulargewichts nachgewiesen werden. Eine fehlerhafte Faltung und ein
gestorter Transport durch das ER-Golgi-Netzwerk sind die wahrscheinlichsten Griin-
de fiir die eigentiimliche Glykosylierung und die verminderte Stabilitdt des modernen
HERV-K113 Env. Diese Annahme wird auch durch das sehr niedrige Expressionsni-
veau auf der Oberfliche und durch den mangelnden Einbau in Viruspartikel gestiitzt
[84]. Im Gegensatz dazu erreicht die transmembrane Untereinheit des rekonstituierten
oricoEnvs die Zelloberfliche und wird effizient in Viruspartikel eingebaut. Verschie-
dene Arbeitsgruppen berichteten bereits iiber die Wichtigkeit einer vollstdndigen SU-
und TM-Glykosylierung in Hinblick auf Faltung, Transport, Prozessierung, Fusogenitét
und Immunogenitét verschiedener retroviraler Hiillproteine [160], [258|, [266]. Fiir das
stark glykosylierte HIV-1 gp41 wurde beispielsweise gezeigt, dass eine Mutation in einer

der Glykosylierungsstellen zu erheblichen Einschrankungen im Env-Transport, in der
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Prozessierung und fusogenen Aktivitat fithrt [79), [I0I], [320]. Die Ursache dafiir liegt
in dem fast vollstandigen Arrest des Proteins im Golgi-Apparat [I01]. Auch HERV-W
Hiillproteine bleiben im sekretorischen Kompartiment als fehlgefaltete Proteine zurtick,
wenn sie nicht glykosyliert werden [5§].

An der fehlerhaften Glykosylierung des heutigen coEnvs und der damit verbundenen
mangelhaften Inkorporation in Viruspartikel und Infektiositéit sind zwei der acht Ami-
nosdureaustausche mafsgeblich beteiligt [13], [84], [133]. Untersuchungen im Rahmen
der Diplomarbeit von Sandra Secher am RKI zeigten, dass zwei Arginin zu Cystein-
Austausche (R140C und R577C) hauptverantwortlich fir die fehlerhafte Faltung des
coEnvs sind [I133]. Vor allem diese beiden Aminosduresubstitutionen fithren zu einer
nichtfunktionellen Glykosylierung, was zwangslaufig den Nichteinbau in Viruspartikel
nach sich zieht. Im Gegensatz dazu ist die Pseudotypisierung mit dem urspriinglichen
oricoEnv sehr effizient. Das Protein vermittelt effektiv den Viruseintritt in die Zielzel-
len, was beweist, dass das Hiillprotein funktionell wieder hergestellt wurde. Sobald im
oricoEnv die putativen Orte der N-Glykosylierung oder die Prozessierungsstelle zerstort

werden, kann das Protein nicht mehr in Viruspartikel eingebaut werden.

4.1.2 Der Einfluss C-terminaler Modifikationen auf die Eigenschaften des
Hiillproteins

Das HERV-K(HML-2) Env hat eine relativ kurze zytoplasmatische Doméne von nur
44 Aminosauren [84]. Es ist bereits von anderen Retroviren bekannt, dass Verkiirzungen
des zytoplasmatischen Bereichs den Partikeleinbau und die Fusogenitéat eines Hiillpro-
teins beeinflussen kénnen [54], [74], [165]. Fir MLV und verwandte y-Retroviren ist ein
sogenanntes R-Peptid beschrieben worden. Dieses kurze C-terminale Peptid des Hiill-
proteins wird durch die virale Protease wahrend der Reifung abgespalten. Erst dadurch
erlangt das Env seine vollstiandige Fusogenitit. Obwohl es keinen Beweis dafiir gibt,
dass das HERV-K(HML-2) Env ein solches R-Peptid besitzt, wurde untersucht, ob eine
C-terminale Verkiirzung durch Einfithren eines Stopp-Codons die inkorporativen und

infektiosen Eigenschaften des HERV-K113 Hiillproteins beeinflusst. Eine Verkiirzung
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um 41 Aminoséduren, bei der nur drei Aminosduren an der zytoplasmatischen Doméne
verbleiben, fiihrt zu einem fiinffach stirkeren Partikeleinbau und erhoht die Infektio-
sitdt der pseudotypisierten SHIV-Partikel um das fast 100-fache gegeniiber dem un-
verkiirzten oricoEnv. Der verbesserte Einbau der Verkiirzungsmutante konnte auch in
HERV-K-Partikeln beobachtet werden. Auch wenn der dafiir verantwortliche Mechanis-
mus unbekannt ist, ist es denkbar, dass eine starke Verkiirzung des zytoplasmatischen
Anteils eine hohere Env-Dichte im knospenden Partikel zulésst. Die verkiirzten Envs
weisen eine geringere Interferenz zwischen dem Matrixprotein der entstehenden Gag-
Hiille und dem zytoplasmatischen Bereich auf [74], [108], [217]. Gerade fiir SIV-Partikel
ist bereits beschrieben worden, dass Hiillproteine mit einem kurzen zytoplasmatischen
Anteil besser in SIV-Partikel eingebaut werden [156], [265]. Es ist jedoch auch vor-
stellbar, dass durch die Verkiirzungen die Transport- und Reifungskinetiken verbessert
bzw. die Endozytoseraten vermindert werden. Dies wiirde ebenfalls in einer héheren
Env-Konzentration auf der Partikeloberflache resultieren.

C-terminale Verkiirzungen erhéhen die Fusogenitét einiger retroviraler Hiillproteine
[54], [235], [272]. Die fast vollstdndige Inkorporation der Deletionsmutante in SHIV-
(und auch HERV-K-) Partikel ist wahrscheinlich ein Grund fiir die deutlich hohere In-
fektiositat in den lentiviralen Pseudotypisierungsversuchen. Ein weiterer Grund konnte
die erhohte Mobilitat der Envs in der viralen Membran und die damit verbundene ver-
besserte Zusammenlagerung der Env-Proteine wihrend der Fusion sein [340]. Aufgrund
der Verkiirzung kann es auch zu einer strukturellen Verdanderung der TM Ektodoméne
kommen, die die Fusogenitét des Proteins verbessert [94]. Erst durch weitere Experi-

mente kénnen die tatséchlichen Ursachen fiir diese Verstirkung ermittelt werden.

4.1.3 Der Einfluss von SEVI auf die Infektiositat

Einen weiteren Teil der Arbeit stellte die Optimierung der Infektiositat durch infekti-
onssteigernde Substanzen dar. Im Jahr 2007 publizierten Miinch et al., dass von der
Prostata ,prostatic acid phosphatase “ (PAP)-Fragmente (PAP248-286) ins Sperma

sekretiert werden, die sich zu amyloiden Fibrillen zusammenlagern und so die Infektio-
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sitdt von HIV-1 stark erhohen [237]. Diese Fibrillen werden als ,,Semen derived enhancer
of Infection* (SEVI) bezeichnet. Der infektionssteigernde Effekt beruht dabei auf der
stark positiven Ladung und dem a-helikalen Aufbau der Fibrillen [273], [38]. Aufgrund
ahnlicher negativer Ladungsverhéltnisse stofen sich die Virusmembran und die zellu-
lare Membran ab. Durch SEVI wird diese elektrostatische Abstofsung gesenkt und es
dem Virus erleichtert, die zellulare Membran mit ihren Rezeptoren zu erreichen. Hinzu

kommt, dass PAP(248-286) selbst die Integritdt der Membran schwichen kann [38§].

XMRV-Env Der infektionssteigernde Effekt von SEVI wurde zunéchst anhand des
stark infektiosen und replizierenden y-Retrovirus XMRV untersucht. XMRV ist das
erste y-Retrovirus, fiir das gezeigt werden konnte, dass es menschliche Zellen infiziert.
Aufgrund des tumorigenen Potentials der Familie der y-Retroviren steht auch XMRV
unter Verdacht, an der Krebsentstehung, vor allem bei Prostatatumoren, beteiligt zu
sein [280], [166], [315]. Vor allem in Nordamerika, nicht aber in nord- und mitteleu-
ropaischen Léndern wie Deutschland, liefs sich XMRV in Patientenmaterial von Pro-
statatumoren nachweisen [315], [286], [143], [104]. Die XMRV-Infektion ist weiterhin
gehduft in Patienten mit dem chronischen Miidigkeitssyndrom nachweisbar [192].

Um den stimulatorischen Effekt von SEVI zu untersuchen, wurden mit XMRV-Env
pseudotypisierte SHIV-Partikel verwendet. Der Vorteil der ,single round” Pseudoty-
pen ist, dass die Viruspartikel nach erfolgreicher Infektion und Integration keine neuen
Viren bilden kénnen und somit tatséchliche Infektionsraten unabhéngig von der zel-
luldren Replikation quantitativ ermittelt werden kénnen. Sowohl durch SEVI als auch
durch Samenfliissigkeit konnten die Infektionsraten erheblich verstiarkt werden. Diese
steigernden Effekte liefen sich in Prostatazelllinien und Nichtprostatazelllinien nach-
weisen [144]. Dabei war der infektionssteigernde Effekt von SEVI dosisabhéngig. Eine
optimale Verstdrkung liefs sich bei Konzentrationen von 10 bis 25 ug/ml erreichen. In
fritheren Studien mit HIV-1 wurde gezeigt, dass der SEVI-Effekt bei niedrigen Virusdo-
sen am stérksten ist [237]. Auch fiir das XMRV-Env konnte ein solcher Zusammenhang
gefunden werden. Dies ist vor allem deshalb interessant, weil die niedrigen Virusdosen

der physiologischen Situation am néchsten kommen [315].
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Die Ergebnisse mit den SHIV-Pseudotypen verdeutlichen auch, dass der SEVI-Effekt
spezifisch fir das Hiillprotein ist. Das Hiillprotein muss funktionell sein und die Zel-
le infizieren kénnen. In Versuchen, in denen das infektionsdefiziente AKS-Hiillprotein
von HIV-1 verwendet wurde, war weiterhin keine Infektiositéit feststellbar. Der SEVI-
Effekt verstirkt also nur die spezifische Virusanlagerung und Rezeptorbindung. Auch
mit Samenfliissigkeit konnten Erhohungen der Infektionsraten erreicht werden. Diese
beruhen wahrscheinlich auf dem Vorhandensein von SEVI im Sperma. Es kann jedoch
nicht ausgeschlossen werden, dass auch weitere Faktoren einen verstdrkenden Effekt

ausiiben.

HERV-K113 Env In einem weiteren Versuch wurde der Effekt von SEVI auf das
HERV-K113 Hiillprotein untersucht. Dies ist aus zweierlei Sicht interessant. Zum einen
konnte das urspriingliche HERV-K113 Env Keimbahnzellen infizieren. Dies konnte
durch sexuelle Ubertragung erreicht worden sein. Zum anderen konnte fiir die HERV-K-
Familie bisher keine Replikation nachgewiesen werden. Die Verwendung von infektions-
stimulierenden Agenzien wéare daher eine Moglichkeit, die Infektionsbedingungen weiter
zu verbessern.

Auch fiir das HERV-K113 Env konnte eine erhebliche Verstarkung der Infektionsraten
unter SEVT festgestellt werden. Diese betrug je nach SEVI-Konzentration bis zu Fak-
tor 10 gegeniiber den unbehandelten Uberstéinden. Bei einer SEVI-Konzentration von
50 pg/ml ist der verstarkende Effekt am hochsten. Damit sind die SEVI-vermittelten
Steigerungsraten des HERV-K113 Envs mit denen des XMRV Envs nahezu identisch.
Auch in mit Samenfliissigkeit behandelten Uberstianden lief sich ein verstirkender Ef-
fekt von Faktor 4 messen.

Eine SEVI-vermittelte Steigerung der Infektionsrate konnte fiir HERV-K113 nur in
einem lentiviralen Pseudotypen-System gezeigt werden. Da die Replikationsrate von
HERV-K113 auch unter SEVI Zugabe unterhalb der Nachweisgrenze lag, konnten kei-
ne diesbeziiglichen Daten ermittelt werden (unpublizierte Daten, Bannert et al.).
Dennoch sind die HERV-K Env vermittelten Infektionsraten sehr schwach. Ein lentivi-

rales Reportersystem konnte nicht die optimalen Bedingungen fiir eine Pseudotypisie-
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rung mit dem HERV-K113 Env bieten, da zu wenig Env-Protein in das Virus eingebaut
wird. Zwar reicht laut Aussage von Yang et al. ein funktionelles Trimer aus, um eine
Zelle mit HIV-1 zu infizieren [344], [343]. Einige andere Gruppen berichteten jedoch,
dass neben der Rezeptorerkennung durch ein Env-Trimer, weitere Trimere aktiv sind,
um die umliegenden zelluldren Rezeptoren an dem Ort der Infektion zu konzentrie-
ren [112], [295]. Fiir HERV-K113 ist aber weder der Rezeptor noch die Stochiometrie,
iiber die das Env eine Infektion vermittelt, bekannt. Weiterhin wurde beobachtet, dass
andere retrovirale Hiillproteine deutlich hohere Infektionsraten im SHIV-Pseudotypen-
System erreichen. So waren die gemessenen Infektionsraten durch das VSV-Env oder
das XMRV-Env ein bis drei Logstufen hoher als beim HERV-K113 Env. Dass das
virale System, mit dem HERV-K Envs pseudotypisiert werden, eine wichtige Rolle
spielt, konnte bereits durch Dewannieux et al. gezeigt werden [84]. Das funktionelle
HERV-K108 Hiillprotein liefs sich am besten auf SIV-Partikel einbauen. Pseudotypi-
sierte HIV-Partikel zeigten eine viermal schwéichere Infektiositat, MLV-Partikel zeigten
keinerlei Infektionsraten. Dies untermauert die Notwendigkeit, ein gut exprimierendes

HERV-K-basierendes Reportersystem zu etablieren.

4.2 Funktionelle Charakterisierung des HERV-K Rec-Proteins

4.2.1 Optimierung der Expression

Das HERV-K113 Rec-Protein ist ein akzessorisches Protein, welches in der frithen Repli-
kationsphase gebildet wird. Es besitzt eine Kernlokalisationssequenz, die es ihm ermdog-
licht, nach der Bildung im Zytoplasma in den Zellkern, genauer gesagt in die Nukleoli,
einzuwandern [205]. Dort bindet es an die entstehenden HERV-K-Transkripte, die ein
RcRE besitzen [207], [206]. Uber seine Kernexportsequenz (NES) bindet es wahrschein-
lich an das Exportprotein Crm1 und bewirkt so, dass der Komplex aus dem Zellkern
in das Zytoplasma transportiert wird.

Da das HERV-K113 Rec und das Hiillprotein in den ersten 87 Aminosduren identisch
sind, iiberrascht es nicht, dass auch das wtRec nur sehr schwach exprimiert wird. Aus

diesem Grund wurde eine Codonoptimierung durchgefiihrt. Die Expressionssteigerung
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war enorm. Das codonoptimierte coRec wird 80-mal starker als das wtRec exprimiert.
Beide Proteine sind hauptsédchlich in den Nukleoli lokalisiert. Auffallig ist jedoch in
Western Blots, dass das coRec eine deutlich héhere Affinitdt besitzt zu multimerisie-
ren. Boese et al. konnten 2001 zeigen, dass fiir eine Rec-Multimerisierung ein Bereich
zwischen Aminoséure 47 und 87 geniigt. Absolut essentiell ist aber der Bereich zwischen
der 75. und 87. Aminosdure [27]. Diese Region umfasst auch die zweite Leucin-reiche
Domaéne des Recs, welche sowohl mit dem PLZF interagiert, als auch unter Verdacht
steht, die NES in ihrer Exportfunktion zu unterstiitzen [27], [81], [I128]. Da die Ami-
nosduresequenz in beiden Proteinen jedoch absolut identisch ist, kann die verstarkte
Multimerisierung nur konzentrationsbedingt sein. Im retroviralen Replikationszyklus
ist die Akkumulation der RNA-Transportproteine ein wichtiges Signal, um von der
frithen in die spite Replikationsphase tiberzugehen [261], [301]. Erst wenn ausreichend
RNA-Transportprotein im Zellkern akkumuliert, darf das Shuttle-Protein an die virale
Volllingen-RNA bzw. Env-RNA binden, damit ein vorzeitiges Spleifsen verhindern und
so die Translation der Strukturproteine bzw. den Transport der genomischen Virus-
RNA initiieren [261], [301].

Aminosduresequenzvergleiche des HERV-K113 Rec mit den Rec-Protein-Sequenzen aus
zehn nahe verwandten HERV-K Proviren zeigten, dass auch das Rec-Protein von post-
insertionellen Mutationen betroffen ist. Es haben zwei einzigartige Aminoséureaustau-
sche stattgefunden: an der Position A89T und E96D. Beide Substitutionen liegen im
zweiten Exon, fiir das noch keine intrinsische Funktionalitdt beschrieben worden ist.
Um dennoch sicher zu gehen, dass das HERV-K113 Rec auch wirklich funktionell sein
kann, wurden beide Aminosduresubstitutionen riickgéngig gemacht. Sowohl in der Ex-
pression, der Oligomerisierung als auch der Lokalisation verhalten sich das coRec und
das neu gebildete oricoRec nahezu identisch. Da das oricoRec jedoch der Consensus-
Sequenz aus allen verglichenen HERV-K Rec-Sequenzen entspricht, wurde mit diesem
Konstrukt durchgiangig weiter gearbeitet.

Die vornehmliche Lokalisation des Recs in den Nukleoli ist wahrscheinlich entscheidend
fiir dessen Funktionalitdt. Die Nukleoli sind hochdynamische, sphérische Strukturen,

in denen Proteine und RNAs (vielleicht auch DNAs) dicht gepackt sind (zusammenge-
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fasst in [1]). Sie sind essentiell fiir die Synthese, Assemblierung und Speicherung von
Makromolekiilen, die eine wichtige Rolle bei der Genexpression spielen. Zudem sind sie
mit Abschniirungen der Chromosomen, den sogenannten ,nucleolar organizers”, assozi-
iert, die eine wichtige Rolle bei der Synthese der ribosomalen RNAs spielen. Dariiber
hinaus finden sich zahlreiche regulatorische RNAs, wie snRNAs (small nuclear RNAs)
oder snoRNAs (small nucleolar RNAs), in den Nukleoli. Diese regulatorischen RNAs
sind in den Aufbau verschiedener Ribonukleopartikel (RNP) wie den ,heterogenous
ribonucleoproteins® (hnRNP), den snRNPs und snoRNPs; involviert. Die gebildeten
Ribonukleopartikel bestehen aus RNAs und sechs bis zehn verschiedenen Proteinen.
Die Zusammensetzung dieser Partikel ist entscheidend fiir das spétere Schicksal der

verpackten RNAs.

4.2.2 Die Suche nach weiteren Interaktionspartnern

Im Gegensatz zum HIV-1 Rev oder dem HTLV-1 Rex-Protein ist iiber das Rec-Protein
nur sehr wenig bekannt. Die funktionelle Forschung fufste bisher hauptséchlich auf dem
Rec-vermittelten RNA-Transport. Aufer dem Crml-Protein ist kein weiteres Protein
bekannt, dass das HERV-K113 Rec in seiner Funktion unterstiitzt. Wie bereits unter
Abschnitt erwahnt, wird eine Rec-Expression mit einer Reihe von Tumoren in
Verbindung gesetzt [198], [200], [236], [47]. Transgene Méuse, die Rec exprimierten,
zeigten beispielsweise eine gestorte Keimzellentwicklung und einige Tiere zeigten so-
gar degenerative Lésionen, die den Lésionen von Seminomen sehr dhnelten [110]. Vor
allem die Interaktion von Rec mit dem PLZF steht unter Verdacht, Keimzelltumore
auszulosen [28], [81].

Um die Funktionsweise des Recs genauer zu beleuchten und um weitere Hinweise zu
erhalten, wie Rec den Wirtsstoffwechsel beeinflussen kann und somit zur Tumorentste-
hung beitrigt, wurden ,Yeast Two-Hybrid“-Versuche durchgefiihrt. In einer Milzbiblio-
thek wurde nach potentiellen Interaktionspartnern fiir das HERV-K113 wtRec gesucht.
In 108 getesteten Klonen wurden drei putative Interaktionspartner identifiziert: eine

extrazelluldre Doméne des ,Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR), das humane



Diskussion 116

Staufen-1 Protein und das hSGT. Keines der gefundenen Proteine erscheint auf der
Liste der héufig als falsch positiv identifizierten Interaktionspartner, die unter
http://www.fccc.edu/research/labs/golemis/InteractionTrapInWork.html

zu finden ist. Aufgrund seiner extrazelluldren Lokalisation, wurde die Doméane des EG-
FRs jedoch als Interaktionspartner des Rec-Proteins ausgeschlossen. Die Bindung der
beiden anderen Proteine wurde durch YTH-Sperzifitdtstests bestitigt. In einem weite-
ren Versuch wurde sichergestellt, das auch das synthetisch hergestellte oricoRec mit
Staufen-1 und hSGT im ,Yeast Two Hybrid“-Ansatz interagiert. Aufgrund dieser Er-
gebnisse wurden nun die Interaktionen zwschen dem HERV-K oricoRec und Staufen-1

bzw. hSGT naher untersucht.

4.2.3 Rec-Interaktion mit Staufen-1

Das humane Staufen-1 Protein Im ,Yeast Two-Hybrid“-Versuch wurden vier Klo-
ne identifiziert, die den kompletten C-terminalen Bereich (Aminoséaure 243 bis 495) von
Staufen-1 als Rec-Interaktonspartner enthielten. Staufen-1 stellt ein bona fide RNA
Transportprotein dar, dessen Funktion von den niedrigen bis hin zu den hohen Euka-
ryonten konserviert ist. Entdeckt wurde das Protein bei Untersuchungen der Embryo-
nalentwicklung von Drosophila melanogaster, bei der es entscheidend bei der Determi-
nation der anteroposterior Achse mitwirkt und so die Ausbildung der Zellasymmetrie
wihrend der Zellteilung und Differenzierung reguliert [287], [271]. Es spielt zudem eine
wichtige Rolle in der Lokalisierung verschiedener mRNAs in Drosophila melanogaster,
indem es entweder direkt mit den Ziel-RNAs interagiert oder Bestandteil von RNP-
Komplexen ist [176], [211].

Das humane Staufen-1 Protein ist ein RNA-bindendes Protein, das sowohl an ssRNAs
als auch an dsRNAs bindet. Vorraussetzung dafiir ist eine umfangreiche dsRNA-Se-
kundérstruktur [218], [335]. Das Protein setzt sich aus vier Doppelstrang RNA-Binde-
doménen (dsRBD) zusammen, wobei nur eine dieser Doménen, die dsRBD3-Region,
effizient an dsRNA bindet [335]. Die dsRBD3-Region besitzt eine kompakte a355a-
Struktur, iiber die die ausgepriagte dsRNA-Sekundéarstruktur erkannt wird [268|. Zu-
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sitzlich wird es Staufen-1 durch eine Tubulin-bindende Doméne erméglicht, mit dem
zelluldren Transportnetzwerk zu interagieren [335].

Das humane Staufen-1 wurde zunéchst vor allem in Dentriten und differenzierten Neu-
roblasten untersucht. Es interagiert dort mit einer Vielzahl von Proteinen und realisiert
iiber die Bildung von RNA-Transport-Granula den neuronalen Transport in die Den-
triten [164], [176], [303], [89], [159]. Es héaufen sich jedoch zunehmend Berichte, dass
Staufen-1 ubiquitér in einer Vielzahl von Zelltypen exprimiert wird und dort in den
mRNA-Transport involviert ist. In verschiedenen Zelllinien lokalisiert Staufen-1 im Zy-
toplasma in Assoziation mit dem rauen endoplasmatischen Retikulum [218]. Dies im-
pliziert, dass die mRNA iiber das Mikrotubuli-Netzwerk zum rER transportiert wird,
dem Ort der Translation. Zusétzlich besitzt Staufen-1 translationsregulatorische Auf-
gaben [172|, [168], [167]. Das Protein stimuliert beispielsweise die Translation repri-
mierter mRNAs, die in ihrer 5’UTR ein bestimmtes Erkennungsmotiv tragen [16§].
Andererseits ist Staufen-1 auch ein wesentlicher Bestandteil eines erst kiirzlich ent-
deckten RNA-Abbau-Mechanismus [167].

Interessanterweise interagiert Staufen-1 mit viralen Proteinen. So bindet es an das
pH5Gag-Vorlauferprotein von HIV-1 und beeinflusst die Gag-Multimerisierung [57],
[56], [55]. Aukerdem wird es zusammen mit der HIV-1 RNA in Viruspartikel verpackt,

was impliziert, dass Staufen-1 am viralen mRNA-Transport beteiligt ist [57].

Bestatigung der Rec-Staufen-1-Interaktion Mit dem HERV-K Rec wird nun
in dieser Arbeit ein zweites retrovirales Protein beschrieben, das mit Staufen-1 inter-
agiert. Mit Hilfe von Coimmunprézipitationen konnte gezeigt werden, dass Rec und
Staufen-1 auch in humanen Zellen aneinander binden und dass diese Interaktion von
keinen Hefe-spezifischen Faktoren abhéngig ist. Coimmunfluoreszenz-Experimente zeig-
ten, dass beide Proteine in rdumliche Nahe zueinander kommen. Dies geschieht zum
Einen im Zellkern und zum Anderen im Zytoplasma. Eine physiologische nukleolére Lo-
kalisation von Staufen-1 ist bisher von keiner Gruppe beschrieben worden (personliches
Gespriach mit Andrew Mouland). Fiir das nah verwandte Homolog Staufen-2, welches

im Gegensatz zum ubiquitdren Staufen-1 priméar in Neuronen exprimiert wird, konnte
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jedoch gezeigt werden, dass es zwischen dem Nukleus und dem Zytoplasma hin- und
hertransportiert wird [201], [230]. Auch Staufen-2 wird ausschlieklich im Zytoplasma
in der perinukledren Region und am rER detektiert. Wird jedoch die RNA-bindende
Region dsRBD3 zerstort, akkumuliert das Protein im Zellkern. Dabei spielt das Kern-
importsignal (NLS) in der Ndhe der dsRBD3-Doméne eine entscheidende Rolle. Im
Kern werden die zu transportierenden RNAs in Ribonukleopartikel verpackt und mit
Hilfe von Exportin-5 oder Crml in das Zytoplasma transportiert [201], [230]. Fiir die
Funktionalitdt von Staufen-1 muss ein dhnlicher nukledrer Import stattfinden. Erste
konkrete Hinweise darauf geben die in dieser Arbeit durchgefiithrten Immunfluoreszenz-
Experimente. Interagiert Staufen-1 mit Rec im Zellkern, konnte dies die zellulare Distri-
bution beider Proteine beeinflussen. Die beobachtete Akkumulation im Zellkern kénnte
durch eine hohe Rec-Anreicherung in den Nukleoli verursacht worden sein. Dass vira-
le Proteine die Verteilung von Staufen-1 beeinflussen konnen, zeigt das NS1-Protein
von Influenza [99]. Wird dieses vornehmlich nukleér exprimierte Protein iiberexpri-
miert, dann dndert sich die subzelluldre Verteilung von Staufen-1 und das Protein ist
im Zellkern nachweisbar. Worauf diese Akkumulation tatséchlich beruht, auf einem
verstarkten Staufen-1 Import oder einem verminderten Staufen-1 Export, blieb jedoch
offen.

Die dsRBD3-Doméne ist eine der Hauptfunktionsdoménen des Staufen-1 Proteins [335].
Die Erkennung und Bindung der zu transportierenden RNAs findet iiber diesen Bereich
statt. Auflerdem konnte diese Region am nukledren Export beteiligt sein. Wie bereits
erwahnt, interagiert die RBD3-Doméne des Staufen-2 Proteins mit den Kernexport-
faktoren [201], [230]. Fiir eine nukleozytoplasmatische Translokation spricht auch die
Tatsache, dass in der Staufen-1-Transportgranula neben ribosomalen Komponenten,
Proteinen des Zytoskellets und Motorproteinen, auch RNA-bindende Proteine vorkom-
men, die normalerweise nur im Nukleus vorkommen [196], [321], [37]. Dazu gehéren
unter anderem Nukleolin, die RNA Helicase A und hnRNP U [37], [I96]. Die in die-
ser Arbeit durchgefithrten Pull Down-Experimente zeigen, dass die dsRBD3 Region
fiir die Interaktion mit dem HERV-K Rec Protein verantwortlich ist. Der interagie-

rende Bereich liegt dabei im C-terminalen Teil der Doméne. Um auszuschlieften, dass
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die Rec-Staufen-1-Interaktion auf einer gemeinsam gebundenen RNA beruht, wurden
verschiedene Deletionsmutanten fiir die Bindungsassays verwendet. Eine Mutante, der
der RNA-Bindungsbereich fehlt, jedoch den C-terminalen Anteil der dsRBD3-Doméne
besitzt, ist weiterhin in der Lage mit Rec zu interagieren. Zusétzlich wurden po-
tentiell kontaminierende RNAs durch Inkubation mit einem RNase/DNase-Gemisch
zerstort. Interessanterweise ist die dsRBD3-Region auch fiir die Interaktion mit der
Nucleocapsid-Doméne des p55Gag-Vorldufers verantwortlich [56], [57]. Die Staufen-1-
Gag-Interaktion ist wichtig fiir die HIV-1 Partikelbildung. Ein knockdown oder eine
Uberexpression von Staufen-1 fiihren zu einer verminderten Infektiositit von HIV-1
[57]. Weiterhin interagiert Staufen-1 mit der ungespleiften, genomischen RNA von
HIV-1 und spielt damit eine Rolle bei der genomischen Verpackung dieser RNA [57].
Der N-Terminus von Staufen-1 trigt zur Multimerisierung der Gag-Fragmente bei.
Staufen-1 ist demnach ein zelluldres Protein, welches von der Virusmaschinerie ver-
wendet wird, um infektiose Partikel zu bilden. Es ist jedoch noch offen, wie Staufen-1
und das HIV-1 p55Gag in rdumliche Néhe zu einander kommen, um diese Interaktion
einzugehen oder durch welchen Mechanismus Staufen-1 die genomische Virus-RNA

bindet [56].

Modell der Rec-Funktionen Zusammen mit dem Konzept der RNA-Verpackung
in granuldre Strukturen konnte das retrovirale RNA-Transportprotein eine entschei-
dende Rolle zur Beantwortung dieser Frage spielen. Zwar ist eine Staufen-1 Interaktion
weder fiir das HERV-K113 Gag noch das HIV-1 Rev gezeigt worden, dennoch konnte,
aufgrund der Ahnlichkeit der verwendeten Transportmechanismen, eine Verbindung
zwischen dem RNA-Transportprotein, der viralen RNA und dem entsprechenden Gag-
Protein bestehen. Aufgrund bisheriger Erkenntnisse lassen sich alle drei Proteine in
einem Modell zusammenfassen. In diesem Modell, welches in Abbildung [53] schema-
tisch dargestellt ist, bindet das RNA-Transportprotein im Zellkern sein entsprechendes
responsives Element in der zu transportierenden viralen RNA. Diese RNA-Bindung
fiihrt einen Konformationswechsel herbei, der bewirkt, dass das Transportelement an

der RNA multimerisieren und so ein frithzeitiges Spleifsen verhindern kann. Gleichzei-
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Abbildung 50: Modell der Rec-Interaktion mit Staufen-1 und der Effekt auf die Virusreplikation:

Nach seiner Synthese bindet Rec {iber sein Kernlokalisationssignal (NLS) an den Kernimportfaktor Importin-3
und gelangt so in den Zellkern. Dort erkennt das Protein das RcRE der HERV-K113 RNAs, bindet an diese

und multimerisiert mit anderen Rec-Proteinen. Die RNA-Bindung bewirkt einen Konformationswechsel und legt

die Kernexportsequenz (NES) frei. Gleichzeitig interagiert der Rec-RNA-Komplex mit Staufen-1 und bildet einen

Ribonukleoproteinkomplex (RNP) aus. Dieser Komplex interagiert mit dem Kernexportfaktor Crm1 und wird so

aus dem Zellkern in das Zytoplasma transportiert. Im Zytoplasma wird das an Crm1 gebundene GTP hydrolytisch

gespalten, und Crml wird aus dem Komplex freigesetzt. Staufen-1 interagiert mit dem Tubulinnetzwerk. Auf

diesem Weg gelangen Rec und die transportierte HERV-K113 RNA entweder zu den Ribosomen, wo die viralen

Proteine translatiert werden oder zu dem Ort der Virus-RNA-Verpackung. Unter Stressbedingungen wandert

Staufen-1 zusammen mit Rec vornehmlich in die Stressgranula ein, wo sich auch antivirale Proteine wie APOBEC

befinden. Die Auswirkungen auf die HERV-K113 Translation oder RNA-Verpackung sind jedoch noch unbekannt.
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tig bewirkt die Konformationsdnderung, dass die Kernexportsequenz freiliegt. Diese
ist essentiell fiir den Kernexport, aber auch fiir die Bindung des Transportproteins
an Proteine der Ribonukleoproteinpartikel, wie Staufen-1. Erst durch die Interaktion
mit Staufen-1 und der damit verbundenen Assemblierung eines Transportkomplexes
erfolgt die Assoziation mit den Kernexportfaktoren wie Crm1. Der Komplex wird un-
ter Rekrutierung und Spaltung von RanGTP durch die Nukleopore in das Zytoplasma
transportiert. Mit Hilfe der Tubulin-bindenden-Doméne von Staufen-1 ist ein gerich-
teter Transport des viralen RNA-Protein-Komplexes {iber das Mikrotubulinetzwerk zu
den Ribosomen moglich. Hier erfolgt die Translation der viralen Volllingen-RNA, was
zur Bildung von Gag fiihrt. Gag kann nun an den Ribosomen akkumulieren und eben-
falls mit Staufen-1 interagieren. Gleichzeitig ermoglicht eine Transportprotein-Gag-
Interaktion die Verkniipfung der genomischen Virus-RNA mit dem Nukleokapsid des
Gag-Vorlaufers und somit die Genomverpackung. Das virale RNA-Transportprotein
verbleibt wihrend des Prozesses permanent an der viralen RNA und dissoziiert erst
ab, wenn die RNA translatiert, abgebaut oder verpackt worden ist.

Fiir dieses Modell sprechen auch neuere Erkenntnisse iiber das HIV-1 Rev-Protein.
Verschiedene Gruppen berichteten bereits, dass Rev die viralen ungespleifsten und par-
tiell gespleifiten RNAs so ,markiert”, dass diese ganz gezielt transportiert, translatiert
und verpackt werden [33], [219], [30I]. Ein Beispiel dafiir ist Rev-unabhéngig trans-
latiertes Gag, welches innerhalb des Zytosols grundsétzlich anders lokalisiert ist, als
Rev-abhéngig translatiertes Gag. Auferdem sind gag-pol-RNAs, die Rev-unabhéngig
den Zellkern verlassen, nicht in der Lage, mit Polysomen zu assoziieren und werden
daher nicht effizient translatiert [4]. Dass das Rev im Zytoplasma an seinem RRE zu
verbleiben scheint, wurde bereits Anfang der 1990er Jahre durch Arrigo et al. und La-
wrence et al. gezeigt [0, [184]. Weiterhin gibt es Hinweise, dass Rev bei der Verpackung
der genomischen HIV-1 RNA eine Rolle spielt. Die Markierung der genomischen RNA
durch Rev ermoglicht es dem Gag-Protein, diese gezielt aus dem riesigen Pool zellula-
rer RNAs zu selektieren und in Viruspartikel zu verpacken. Brandt et al. publizierten
im Jahr 2007, dass die Rev-RRE Interaktion wichtig bei der Selektion der Volllangen-
RNA wihrend der Kapsidbildung ist [35]. Interessanterweise scheint die Bindung des
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Revs an das RRE bereits im Kern erfolgen zu miissen. Ein Rev, dessen NLS ausge-
schaltet wurde und daher nicht mehr in den Zellkern einwandern kann, kann nicht
mehr die Verpackung der genomischen RNA unterstiitzen [126]. Auch Beobachtungen
von Jouvenet et al. unterstiitzen diese Erkenntnisse. Diese Arbeitsgruppe beschéftigt
sich mit der Verpackung der viralen RNA in knospende Gag-Partikel. Nur wenn die
virale Reporter-RNA ein RRE enthielt und Rev in trans hinzugegeben wurde, waren
eine Verpackung der RNA und eine effektive Knospung feststellbar [158]. Aufféllig war
zudem, dass die virale RNA zuerst die Plasmamembran erreicht, dort (wahrscheinlich
durch wenige, nicht nachweisbare Gag-Molekiile) mit der Membran assoziiert und erst

anschlieffend die Gag-Assemblierung an diesen RNAs stattfindet.

Weiterfiihrende Indizien fiir das Rec-Staufen-1 Model Die nichste Frage war
nun, ob es fiir dieses Modell in HERV-K113 Beweise bzw. Indizien gibt. In der Tat
zeigten Experimente, in denen der Einfluss von Staufen-1 auf den Rec-vermittelten
RNA-Transport untersucht wurde, dass durch Zugabe von Staufen-1 vermehrt unge-
spleifste Reporter-RNA transportiert wird. Dieser Effekt konnte mit Konstrukten ohne
das RcRE nicht gemessen werden. Auch auf Ebene der viralen Partikelbildung war
ein eindeutiger Staufen-1 Effekt feststellbar. Durch Staufen-1 Zugabe war 15-mal mehr
HERV-K113 Gag im Uberstand detektierbar. Auch Chatel-Chaix et al. haben durch
Staufen-1 Zugabe einen Anstieg in der Gag-Freisetzung messen kénnen [57]. Die gebil-
deten Partikel waren jedoch nicht infektios, was darauf hinweist, dass fiir eine effektive
Viruspartikelbildung eine feinabgestimmte zelluldre Staufen-1-Konzentration notwen-
dig ist.

Einen weiteren Ansatz lieferten die Immunfluoreszenzaufnahmen, die zeigten, dass die
Rec-Interaktion mit Staufen-1 sowohl im Kern als auch im Zytoplasma stattfinden
kann. Da der Rec-vermittelte Kernexport bereits gut charakterisiert ist, wurde das
Phénomen des extranuklearen Recs néher untersucht. Wie bereits im Abschnitt [3.2.6]
erwahnt wurde, konnten selten aber reproduzierbar Zellen beobachtet werden, die eine
vollig umgekehrte Rec und Staufen-1-Verteilung aufwiesen. In diesen Zellen fand ei-

ne starke Colokalisation in punktformigen Strukturen des Zytoplasmas statt. Es liegt
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nahe, dass sich diese Zellen in einem besonderen metabolischen Zustand oder Stress
befinden. Fiir das Staufen-1 Protein wurde bereits mehrfach beschrieben, dass es unter
Stressbedingungen in sogenannte Stressgranula einwandert [308|, [309], [37]. Stressgra-
nula wird unter verschiedensten Stressbedingungen gebildet, in denen die Translation
der mRNAs zweitrangig ist. mRNAs, deren Translationsinitiation blockiert ist, bilden
zusammen mit 40s ribosomalen Untereinheiten, Translationsinitiationsfaktoren und
RNA-bindenden Proteinen dynamische Aggregate [2]. Vor allem die RNA-bindenden
Proteine TIA-1, TTA-R und G3BP interagieren mit sich selbst und tragen so zur Bil-
dung der Stressgranula bei.

In ersten Experimenten, in denen der Einfluss von Arsenitstress auf die Rec-Staufen-1-
Verteilung untersucht wurde, zeigte sich zunéchst keinerlei Veranderung der Rec-Pro-
teinverteilung. Das legt nahe, das weitere Faktoren in der Rec-Staufen-1-Interaktion
wichtig sind. Rec muss, wie seine verwandten RNA-Transportmolekiile auch, an seine
responsiven RNA-Elemente binden und multimerisieren, damit sein Kernexportsignal
mit der Crm1-Maschinerie interagieren kann. Daher wurde untersucht, ob eine zusétz-
liche Gabe genomischer Virus-RNA einen Einfluss auf die Rec-Verteilung hat. Nur
in Zellen, in denen Virus-RNA, Staufen-1 und Rec exprimiert wurden, war ein deut-
liches, diffuses zytoplasmatisches Rec-Signal messbar. Das bedeutet, dass nur RNA-
gebundenes Rec in das Zytoplasma gelangen kann. Aufserdem geniigt die virale RNA
allein nicht fiir eine starke Translokation des Rec-Proteins. Rec benotigt die Interaktion
mit Staufen-1, um effektiv in das Zytoplasma und damit zu den Polysomen gelangen
zu konnen. Mit Hilfe des Stressgranula-Markers TIA-1 wurde untersucht, ob beide Pro-
teine unter Stressbedingungen in die Stressgranula einwandern. In der Tat lassen sich
sowohl Staufen-1, wie es zu erwarten war, als auch Rec unter Stressbedingungen in
punktformigen Strukuren nachweisen, die mit TIA-1 colokalisieren. Dies ist ein weite-
rer Hinweis darauf, dass zytoplasmatisches Rec mit Staufen-1 assoziiert ist. Mit Rec
wandert auch die gebundene Virus-RNA in die Stressgranula. Welche Auswirkungen
das auf die Translation bzw. Verpackung der viralen RNA hat, wurde jedoch bisher fiir
kein Retrovirus weiterfithrend untersucht. Es ist aber wahrscheinlich, dass die virale

RNA in den granuldren Strukturen regulatorischen Prozessen unterworfen ist. In der
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Abbildung 51: Zellulire Komponenten, die an der Bildung der Stressgranula und den P Bodies betei-
ligt sind: mRNAs, die translatiert werden sollen, gelangen in die Polysomen. Dort assoziieren der Translationsini-
tiationskomplex, die ribosomalen Untereinheiten und zuséatzliche Translationsregulatoren. Die Translations-aktiven
Polysomen kénnen auf zwei Wegen funktionell reprimiert werden: durch Deadenylierung der mRNA (linker Weg)
oder durch Translationsinhibition (rechter Weg). Mit Hilfe des Poly A-Bindeproteins (PABP) und der Translations-
initiationsfaktoren 4G und elF3 werden zu translatierende mRNAs zirkularisiert. Linker Weg: Erfolgt diese Zirku-
larisierung nicht, binden verschiedene RNA-degradierende Proteine, der PolyA-Schwanz wird durch CCR4/NOTI
abgebaut und es werden P Bodies ausgebildet. In den P Bodies wird das ,decapping protein 1“ (DCPla) re-
krutiert, das die 5’CAP-Struktur der mRNA abbaut, was in der Degradation der RNA resultiert. Rechter Weg:
Die Translation zirkularisierter RNAs kann voriibergehend oder auch vollstdndig unterbrochen werden, indem die
ribosomalen Untereinheiten von einander getrennt werden und RNA-bindende, selbstaggregierende Proteine wie
TIA-1und TIAR rekrutiert werden. Dadurch verdndert sich das Polysomen, wird zu einem zirkuldiren mRNP und
anschlieffend zu Stressgranula. Alle Strukturen sind hochdynamisch und mRNAs kénnen von einer Struktur in die
andere iibergehen. mRNAs aus der Stressgranula kénnen in P Bodies iberwandern und dort abgebaut werden. Sie
konnen jedoch auch wieder in die Polysomen iiberfiihrt werden, wo die Translation fortgefiihrt wird. Aus Anderson

und Kedersha, 2009 [3].
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Stressgranula und in den mit ihr héufig assoziierten ,Processing Bodies* (P Bodies)
sammeln sich viele regulatorische Proteine wie Argonaute, FAST, RAP-55, TTP und
microRNAs an, die spezifisch das Schicksal der mRNA-Transkripte zwischen der Trans-
lations- und Abbaumaschinerie beeinflussen [252], [98], [2]. Die Stressgranula fungiert
dabei als Ubergangskompartiment zwischen den translationsaktiven Polysomen und
den ,,P Bodies®, in denen aktiv RNAs abgebaut werden [252], [98], [2]. Zwischen den drei
Kompartimenten besteht ein standiger hochdynamischer Austausch und es ist wahr-
scheinlich, dass auch die viralen RNAs in der Stressgranula diesen Regulationsprozessen
unterworfen sind. Eine Ubersicht und eine nihere Erlauterung zu den am Aufbau der

Stressgranula und P Bodies* beteiligten Proteine findet sich in Abbildung [51}

Stressgranula und antivirale Abwehr Interessanterweise konnen Wirtsproteine
in den P Bodies und/oder der Stressgranula virale Infektionen verstidrken oder ein-
schrénken. Fiir einige Viren, wie dem West Nile (-)RNA-Virus konnte beispielsweise
gezeigt werden, dass TIA-R die (+)-Strang-Synthese verstérkt [333]. Andererseits ist
die Argonaute-Proteinfamilie dafiir bekannt, an der antiviralen Abwehr beteiligt zu
sein [92]. Auch miRNAs und siRNAs, die der antiviralen Abwehr dienen, treten ver-
starkt hier auf [316]. Fiir einige virale RNAs konnte bereits gezeigt werden, dass sie
in P Bodies oder der Stressgranula akkumulieren [T1]. So wird beispielsweise die geno-
mische HIV-1 RNA iiber die RNA Helicase DDX3 in P Bodies rekrutiert [345]. Diese
Akkumulation beruht auf der Tatsache, dass einige P Body-Komponenten nukleére
Shuttle-Proteine sind, die Crm1-abhingig mRNAs direkt zum P Body transportieren
[252], [345]. Ein typischer P Bodies-Marker ist das Protein DCPIa. Versuche mit dem
oricoRec zeigten aber, dass das virale Protein unter Stressbedingungen nicht in den
P-Bodies akkumuliert, sondern auf die Stressgranula beschréankt bleibt.

Weiterhin ist die Lokalisation und Dynamik von APOBEC3G und APOBECSF in un-
gestressten und gestressten Zellen interessant. Diese beiden antiviralen Proteine sind
in den P Bodies konzentriert, wandern jedoch bei Stress in die Stressgranula ein [114],
[334]. APOBEC-Proteine (kurz fiir ,Apolipoprotein B mRNA-editing enzyme, cata-

lytic polypeptide-like) gehoren zur Familie der Cytidin-Deaminasen. Diese Proteine
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iibernehmen zellulare Aufgaben, wirken aber auch antiviral, in dem sie Cytidine in
retroviralen Genomen oder Retrotransposons wahrend der Reversen Transkription hy-
drolytisch deaminieren. In der neu-synthetisierten DNA werden so Cytidine zu Uracil
(bzw. dC zu dU) konvertiert. Wird dieser DNA-Minus-Strang nicht bereits durch die
Aktivitat der Uracil-DNA-Gykosylase oder der Apurin/Apyrimidin-Endonuklease zer-
stort, so weist der neu gebildete Plus-Strang zumindest erhebliche Fehler auf, weil
dG-Nukleotide gegen dA-Nukleotide ersetzt wurden [307], [134], [97]. Aufgrund der
G zu A-Hypermutation steigt die Wahrscheinlichkeit, dass das integrierte provirale
Genom Defekte aufweist.

APOBEC3G (A3G) kann in zwei Zustandsformen in der Zelle auftreten: als niedrig-
molekulares (LMM) oder als hochmolekulares HMM A3G. LMM A3G ist enzymatisch
aktiv und interferiert mit Infektionen durch exogene Retroviren wie HIV-1. Es ist auch
in HIV-1 Partikeln nachweisbar und hemmt in Vif-defizienten HIV-1 Stammen die Re-
plikation [203], [292]. In Mitogen-aktivierten CD4 Zellen assembliert sich A3G zu 5 bis
15 MDa grofen hochmolekularen (HMM) Ribonukleoproteinkomplexen (RNP). Diese
Komplexe, deren Assemblierung RNA-vermittelt ist, setzten sich aus mindestens 95
verschiedenen Proteinen zusammen. Durch die Aggregation werden drei verschiedene
A3G-RNP-Populationen gebildet [60], [61], [I71], [I14]. Auffillig dabei ist, dass eine die-
ser RNP-Populationen Staufen-1 enthélt und eng mit den Polysomen assoziiert ist [61].
Chiu et al. analysierten 2006 die RNA-Komponenten in den HMM A3G-Komplexen und
fanden dort retrovirale Elemente, wie Alu RNAs [61], [161]. Zudem war die Retrotrans-
position der Alu-Sequenzen durch HMM A3G stark vermindert, was darauf hinweist,
dass endogene retrovirale Elemente das natiirliche Target von A3G sein kénnten [61].
Verschiedene Gruppen konnten bereits zeigen, dass APOBEC-Proteine auch die Re-
trotransposition LTR-abhéngiger endogener Retroelemente vermindern [97], [30]. Diese
Retrotranspositionsinhibition konnte, vermittelt durch A3F, auch fiir das synthetisch
hergestellte HERV-KCon nachgewiesen werden [186].

In den in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen wird gezeigt, dass Rec und
Staufen-1 unter Stressbedingungen mit granuldrem A3G colokalisieren. Damit kommt

auch die genomische HERV-K113 RNA in rdumliche Ndhe zum HMM A3G. Welche
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Auswirkungen dies auf die Replikation und die Retrotransposition von HERV-K113
hat, muss noch genauer untersucht werden. Diese Ergebnisse sind aber ein erster Schritt
dahin zu zeigen, dass Staufen-1 ein Wirtsprotein ist, dass mit Rec interagiert, um en-
dogene retrovirale RNA in HMM A3G-Ribonukleoproteinkomplexe zu transportieren.
Dies erfolgt nicht nur unter Stressbedingungen sondern auch in ungestressten Zellen,
obwohl die Colokalisation unter Stress stirker ist. Ein Teil der gebildeten retroviralen
RNAs wird demnach in ein spezielles Kompartiment transportiert und dort, wahr-
scheinlich durch Transport in die P Bodies, reprimiert.

HMM A3G ist enzymatisch nicht aktiv, bendtigt jedoch fiir die Inhibition der Re-
transposition auch keine Deaminaseaktivitdt [61], [149]. Die HMM A3G-vermittelte
Inhibition beruht wahrscheinlich allein auf der Tatsache, dass die genomischen RNAs
A3G-vermittelt den Ort der reversen Transkription verlassen. Damit sind fiir diese
RNAs die enzymatischen Voraussetzungen zur reversen Transkription nicht mehr vor-
handen. Statt dessen werden sie in P Bodies transportiert und dort abgebaut [59], [334].
Dieser Transport konnte auch die Translation bzw. Virusverpackung beeintrachtigen
und damit eine der Hauptursachen sein, warum es bisher nicht mdéglich war, fiir ein
HERV-K-Provirus Replikation nachzuweisen; auch nicht fiir die beiden auf Consensus-
Sequenzen beruhenden HERV-Ks [85], [186].

Wie bereits erwahnt, wird HMM-A3G vor allem in aktivierten T-Zellen gebildet. Ein
ahnlicher Zustand der Aktivierung kénnte durch die Stressbedingungen auch in anderen
Zelllinien induziert /simuliert werden. Fiir einige virale Infektionen ist bereits beschrie-
ben worden, dass sie die Bildung von Stressgranula induzieren. Dies geschieht teilweise
durch Aktivierung von Kinasen, die den Translationfaktor elF2 phosphorylieren und
so die Translationsinitiation inhibieren, was die Zelle wiederum in einen Stresszustand
versetzt [294], [222], [333]. In einem solchen Zustand kénnten sich auch die vereinzelt
beobachteten Zellen aus Abbildung [31] befunden haben. Durch einen Stress, eine In-
fektion oder ein intrinsisches Signal kommt es zu einer iiberméfligen Expression von
Retroelementen, darunter auch HERV-K [60]. Da in diesen Zellen neben Staufen-1 nun
auch Rec exprimiert wird, kann die virale RNA durch die Rec-Staufen-1-Interaktion

ins Zytoplasma transportiert werden. Dort akkumuliert der Komplex in der induzierten
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Stressgranula, woraus sich die beobachtete Proteinverteilung ergibt.

Es darf jedoch nicht aufer Acht gleassen werden, dass eine Reprimierung der Trans-
lation durch den Transport in Stressgranula und P Bodies fiir einige Viren auch von
Vorteil sein konnte, wenn diese RNA als genomische RNA verpackt werden soll [L1].
Die Translationsmaschinerie steht in diesen Kompartimenten in keinem Konkurrenz-
verhéltnis zur Verpackungsmaschinerie, wodurch die Stochiometrie der einzelnen Kom-
ponenten zueinander gewéahrleistet werden konnte [306]. Vor allem die Tatsache, dass
ein bestimmter Anteil der HIV-1 RNAs tiber die RNA-Helicase DDX3 direkt in die-
se Kompartimente transportiert wird, konnte ein Anhaltspunkt dafiir sein, dass eine

Trennung der RNA-Pools fiir die HIV-Replikation wichtig ist [345].

Fazit Mit den in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass
Ribonukleoprotein-Partikel eine essentielle Rolle in der Replikation von HERV-K113
spielen. Aus dem bisherigen Erkenntnisstand ist es jedoch nicht méglich, klar zu fol-
gern, ob eine Rec-Interaktion mit Staufen-1 fiir das Virus vorteilhaft oder nachtei-
lig ist. Genauere Erkenntnisse lassen sich erst durch Translationseffizienz- und RNA-
Stabilitdtsexperimente gewinnen, die iiberpriifen, ob die HERV-K RNAs in der Stress-
granula reprimiert und anschliefsend abgebaut werden.

Denkbar ist jedoch, dass Vor- und Nachteile sich gegenseitig aufwiegen. Wird HERV-K
nicht iberméfig exprimiert, wird die Zelle in keinen Stresszustand gelangen und somit
auch keine Stressgranula ausbilden. Stattdessen konnte die Interaktion mit Staufen-1,
durch den Aufbau von Transportribonukleoproteinkomplexen, es dem endogenen Re-
trovirus iiberhaupt erst ermoglichen, virale Transkripte Rec-abhéngig in das Zytoplas-
ma zu transportieren und dort zu translatieren bzw. zu verpacken. Gleichzeitig hat die
Zelle durch Ausbildung der Stressgranula und Assemblierung der HMM APOBEC3G-
Komplexe stets die Moglichkeit, tiberméfige provirale Genexpression in ihrer Auswir-
kung zu begrenzen.

Eine Hinweis darauf, was mit der viralen RNA in der Stressgranula geschieht, konnten
Experimente mit dem MS2-Phagenprotein geben. Dieses Protein ist in der Lage, an

spezifische Sequenzen der RNA zu binden und kann zudem mit Hilfe eines Fluoreszenz-
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marker sichtbar gemacht werden. So konnte beispielsweise ermittelt werden, wie lang
Rec und die RNA assoziiert bleiben, ob die genomische RNA verpackt wird oder ob sie
in der Stressgranula bzw. den P Bodies abgebaut wird. Zudem scheinen die verschiede-
nen Virusproteine wihrend der Virusassemblierung funktionell miteinander verkniipft
zu sein. Fiir ein vollstdndiges Verstandnis der viralen Replikation muss deshalb unter-
sucht werden, inwieweit sich die Virusproteine gegenseitig beeinflussen. Ein wichtiger

Startpunkt dafiir konnte eine mégliche Rec-Gag-Interaktion sein.

4.2.4 Interaktion von Rec mit hSGT

Das humane ,small glutamine rich TPR containing protein®“ (hSGT) Das
hSGT-Protein ist ein ubiquitér exprimiertes Protein mit einem Molekulargewicht von
34 kDa. hSGT ist sowohl im Zytosol als auch im Nukleus lokalisiert und wird posttrans-
lationell modifiziert [73], [I91]. Abhéngig von seiner zelluléren Lokalisation ist hSGT
in die Regulation verschiedenster Prozesse involviert [I91]. Das Protein besitzt einen
dreiteiligen Aufbau. Im Zentrum liegt die regulatorische TPR-Doméne. Uber diesen Be-
reich geht hSGT eine Vielzahl von Interaktionen ein [73], [311], [191], [43]. C-terminal
befindet sich die glutaminreiche, 55 Aminosduren umfassende Doméne, iiber die hSGT
mit hydrophoben Aminoséduresegmenten innerhalb von Polypeptiden interagieren kann
[191]. Der N-Terminus stellt eine Dimerisierungsdoméne dar und erméglicht es dem
hSGT in einem Komplex mit verschiedenen Komponenten gleichzeitig zu interagieren
[191], [43].

Fiir hSGT sind vielfdltige Funktionen beschrieben worden. So reguliert das Protein
nukleére Prozesse wie die Mitose und DNA-Replikation [338], [73], [337]. Der genaue
Mechanismus ist bisher nicht bekannt. Winnefeld et al. konnten jedoch zeigen, dass
eine Reduktion der zellularen hSGT-Level durch siRNAs zum mitotischen Arrest der
kultivierten Zellen fiihrt [338], [337]. hSGT muss wéhrend der Prometaphase der Mito-
se im Zellkern akkumulieren, damit die Zelle in die Anaphase {ibergehen kann. Fehlt
das Protein, kommt es zu einem mitotischen Arrest und die Zellen gehen in Apoptose.

Die regulatorische Aktivitdt wihrend der Mitose beruht auf seiner Funktion als Cocha-
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peron [337|. Auch im Zytoplasma reguliert hSGT als Cochaperon vielféltige Prozesse.
Als Interaktionspartner der Hitzeschockproteine Hsp70 und Hsp90 ist es an der kor-
rekten Faltung von Proteinen und der Assemblierung von Proteinkomplexen beteiligt
[191]]. Hitzeschockproteine sind mehrfach in der Regulation von Hormonrezeptoren be-
schrieben worden [52], [283], [43]. Auch hSGT ist an dieser Regulation beteiligt und
bindet sowohl an die Vorlduferproteine als auch an die aktiven Rezeptoren [283], [43].
Das Cochaperon interagiert beispielsweise mit dem Ubiquitin-abhédngigen Endozytose-
Motiv des ,,growth hormone receptors‘ (GHR) und der sogenannte ,Hinge“-Region des

Androgen-Rezeptors [283], [43], [121].

Bestitigung der Rec-hSGT Interaktion Im ,Yeast Two-Hybrid“-Ansatz mit dem
HERV-K113 Rec-Protein wurden in fiinf Klonen zwei verschiedene hSG'T Fragmente
gefunden. Beide Fragmente umfassen die Hauptfunktionsdoméne des hSGT: die TPD-
Region mit ihren drei aufeinanderfolgenden TPR-Motiven. In Coimmunprézipitations-
experimenten und Pull Down Versuchen, konnte die Interaktion sowohl fiir das gesamte
Protein als auch fiir die TPD-Doméne allein bestétigt werden. Dass TPR-Motive fiir
Protein-Protein-Interaktionen wichtig sind, wurde bereits durch verschiedene Gruppen
gezeigt [178], [77]. Die Primérsequenz besteht aus tandemartig aufgebauten Wiederho-
lungssequenzen, die sich zu antiparallelen Helix-Paaren gleicher Lange zusammenlagern
und so eine funktionelle Doméne bilden [77]. Durch die Ausprégung superhelikaler
Strukturen wird auf der Oberfliche eine Bindungsfruche gebildet, die der Protein-
Interaktion dient 78|, [284], [90], [01], [183], [284].

Die Interaktion mit Rec findet vornehmlich im Zellkern statt. Obwohl hSGT meist
zytosolisch lokalisiert ist, wandert es fiir bestimmte Prozesse wie der Regulation der
Zellteilung in den Nukleus ein [338], [337]. Interessanterweise scheint aber auch die
Expression kerngéngiger Virusproteine die zellulare Lokalisation von hSGT zu veran-
dern. So ist beispielsweise hSGT bei Expression des NS1 Proteins des Parvovirus H1
in Colokalisation mit diesem Virusprotein im Zellkern zu finden [73|. Hier unterstiitzt
hSGT die NS1-vermittelte Virusreplikation. Auch fiir das HERV-K113 Rec wiére ein

solcher Mechanismus vorstellbar. Neusynthetisiertes Rec konnte an den Ribosomen mit
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der Chaperonmaschinerie in Kontakt kommen und dort hSGT binden. Inwieweit ein
Kernimport anschliefend durch hSGT vermittelt wird, ist nicht bekannt. Das Cochape-
ron unterstiitzt jedoch ebenfalls die Virusreplikation. Durch Uberexpression von hSGT
wird zum Beispiel effektiv der Anteil der durch Rec transportierten ungespleifiten Virus-
RNAs im Zytoplasma erhoht. Es ldsst sich auch deutlich mehr Viruscapsidprotein im
Virusiiberstand nachweisen, was darauf hindeutet, dass die Viruspartikelbildung durch
hSGT verstarkt wird. Ein solcher Effekt wurde auch fiir HIV-1 gezeigt. Wird hSGT in

infizierten Zellen tiberexprimiert, kommt es zu einer verstiarkten Partikelbildung [49].

Regulation des Androgenrezepors (AR) Buchanan et al. beschrieben 2007, dass
hSGT als Cochaperon die Assemblierung und Aktivtit des Androgenrezeptors regu-
liert [43]. Das AR-Protein gehort zu den nukledren Klasse I Steroid-Rezeptoren, zu
der auch der Glucocorticoidrezeptor (GCCR), der Progesteronrezeptor (PGR) und der
Mineralocorticoidrezeptor zédhlen. Androgenaktivitét ist fiir eine Vielzahl von physio-
logischen Abldufen und Entwicklungsprozessen entscheidend. Vor allem die ménnliche
Sexualentwicklung aber auch die Aufrechterhaltung der méannlichen Geschlechtsorga-
ne und die Spermatogenese verlaufen androgenabhéngig [276], [223], [232], [72]. Das
androgenrezeptor-Gen kodiert fiir ein 90 kDa-Protein mit drei Hauptfunktionsdomé-
nen: die N-terminale Region, die modulatorisch wirkt, die DNA-Bindungsdoméne und
die Androgenbindungsdoméne [51]. Die beiden Hauptsteroidandrogene, Testosteron
und dessen Metabolit 5-Dihydrotestosteron (DHT), iiben ihre biologische Funktion
durch Bindung an den Androgenrezeptor aus. Der AR selbst fungiert dann als Ligand-
induzierbarer Transkriptionsfaktor. Die Bindung von Testosteron oder DHT induziert
die Rezeptordimerisierung, erleichtert es dem AR an sein entsprechendes responsives
Element (ARE) zu binden und rekrutiert Coregulatoren, die die Expression der Zielgene
aktivieren [270], [136], [I37]. Neben dieser transkriptionsregulatorischen oder genomi-
schen Aktivitdt der Steroide mehren sich zunehmend Hinweise, dass Androgene, dar-
unter auch Progesteron und Ostrogen, auRerdem schnell und nicht-genomisch agieren
konnen [328], [270], [100]. Die nicht-genomische Steroidaktivitit ist durch eine schnelle

Induktion konventieneller ,second messenger verschiedener Signaltransduktionskaska-
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den gekennzeichnet, wie beispielsweise durch den Anstieg intrazellularer freier Calcium-
Level oder durch die Aktivierung der Proteinkinase A (PKA), Proteinkinase C (PKC)
oder der MAP-Kinase [106], [I37|. Diese Effekte treten innerhalb von Sekunden oder
Minuten auf und kénnen damit unmoglich durch Transkription und Proteinsynthese
vermittelt sein [141].

Ubermifige AR-Aktivitit ist mit einer Reihe von Tumoren assoziiert. Das Wachstum
und der Fortbestand primérer Prostatakrebszellen ist beispielsweise strikt Androgen-
abhéngig [125]. Daher ist eine Androgen-Reduktionstherapie die Standardtherapie, um
das Wachstum von Prostatatumoren zu inhibieren. Trotz der Reduktion der zirkulie-
renden Androgene und der Gabe von AR-Antagonisten beginnen die meisten Prosta-
tatumore wieder zu wachsen. Die molekularen Mechanismen dafiir sind jedoch wei-
testgehend unbekannt. Eine Moglichkeit der Stimulation der AR-Aktivitéit besteht bei-
spielsweise durch ,cross-talk® verschiedener Signalkaskaden [70]. Wachstumsfaktoren
aber auch die PKA oder PKC kénnen den AR stimulieren, ohne dass eine Liganden-
Bindung stattgefunden hat [312].

Ein weiterer Mechanismus basiert auf der fehlerhaften Modulation der AR-Aktivitit
durch AR-regulatorische Proteine, was zu einer Hyperaktivitit des Androgenrezeptors
fithrt. Der Androgenrezeptor wird durch einen Proteinkomplex bestehend aus Chape-
ronen und TPR-Motivproteinen funktionell kontrolliert. Die Regulation des AR ist in
Abbildung dargestellt. Dieser Komplex bindet bereits wihrend der Synthese und
Reifung des Rezeptors. Die Synthese beginnt in Assoziation mit Hsp70 und DnaJ, die
die AR-Faltung kontrollieren und die Ligandenbindungskompetenz erhalten [263]. Im
finalen Stadium der Rezeptorreifung assoziieren ein Hsp90-Dimer, p23 und ein spezi-
fisches TPR-Motivprotein. Eines dieser regulatorischen TPR-Proteine ist das hSGT-
Protein [43]. hSGT bindet iiber sein TPR-Motiv an die Hinge-Region des AR und un-
terstiitzt im Chaperonkomplex sowohl die Riickfaltung des Steroidrezeptors als auch die
ATPase-Aktivitdt von Hsp70, die die nétige Energie fiir die Chaperonaktivitat liefert
[311]]. Der erste Schritt in der Steroidrezeptoraktivierung ist der Ligand-induzierte Aus-
tausch des TPR-Proteins [262]. Auch hSGT verlasst den Chaperon-AR-Komplex, wenn
DHT bindet [43]. Wird hSGT jedoch durch ein virales Protein gebunden, kénnte eine
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Abbildung 52: Regulation der Aktivitit und der Reifung des AR durch hSGT: hSGT agiert als Dimer.
Das Protein unterstiitzt das Chaperon Hsp70 darin, neu synthetisiertes AR-Protein zu erkennen und korrekt zu
falten. Wahrend der Reifung des Hormonrezeptors, vermittelt hSGT den Austausch von Hsp70 gegen Hsp90 und
stabilisiert den Rezeptor/Hsp90-Heterokomplex durch eine trimere Interaktion. Dadurch wird der AR in einer
funktionellen, aber inaktiven Konformation gehalten. Durch die Interaktion von hSGT mit dem Tubulinnetzwerk
wird zusétzlich ein passiver Kerntransport des AR vermindert. Sobald der Ligand am AR bindet, wird hSGT
gegen ein anderes Cochaperon, wie FKBP52 (,FK506-binding protein 4*) ausgetauscht, wodurch der AR in eine
aktive Konformation iiberfiihrt wird. FKBP52 interagiert mit Dynein-Fasern des Zytoskellets und bewirkt so den
Kernimport des AR, wo dieser als Transkriptionsfaktor an die entsprechenden Zielgene binden kann. Hsp = Hitze-
schockprotein, Hip = ,Hsp70 interacting protein“, Hop = ,heat shock protein organising protein®; HC (,heavy
chain®) und IC (,intermediate chain®) bilden den Dynein-Motorkomplex. Abbildung nach Buchanan et al., 2007 [43].

Aktivierung des Androgenrezeptors auf zwei Wegen erfolgen: das Virusprotein bindet
das Cochaperon, wodurch weniger Cochaperon fiir die Rezeptorregulation verfiigbar ist
(kompetitiv) oder das Virusprotein bindet das TPR-Protein am AR-Chaperonkomplex,
verandert dessen Struktur oder Aktividt und fiithrt so zu einer Erhohung der Rezepto-
raktivitat (nicht-kompetitiv). Wie die hier dargestellten Experimente zeigen, bewirkt
die Bindung von Rec an das Cochaperon hSGT eine Aktivitdtserhohung des Andro-
genrezeptors. Dieser Effekt verhélt sich proportional zur zelluldren Rec-Konzentration.

Eine AR-Aktivierung wurde jedoch nur in Zellen gemessen, die den Steroidrezeptor ex-
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primieren, was bedeutet, dass die Stimulation des Steroidrezeptors spezifisch durch das
Virusprotein verursacht wird. Durch zusétzliche Gabe von hSGT kann die Stimulation
wieder reduziert werden, was auf einen kompetitiven Effekt hinweist, indem Rec hSGT

bindet und so verhindert, dass das Cochaperon an den AR-Chaperon-Komplex bindet.

4.2.4.1 Implikation der Rec-hSGT-Interaktion in der Krebsentwicklung
Die Rec-vermittelte Aktivierung des Androgenrezeptors konnte auch Implikationen in
der Entstehung einer Vielzahl von Tumoren haben. Da HERV-K113 ein endogenes Re-
trovirus ist, liegt es im Genom einer jeden Korperzelle vor. Aktiviert durch das zellulére
Millieu oder durch &ufsere Reize, konnte die Expression von HERV-K113 und seinem
Rec-Protein zu einer Entkopplung der Replikationskontrollmechanismen fiihren. Durch
eine Rec-vermittelte Aktivierung der Steroidrezeptoren kann die Zellproliferation indu-
ziert werden, was dem Tumorwachstum foérderlich ist.

Auf welchem Weg Hormonrezeptoren die Zellproliferation aktivieren wird noch immer
diskutiert. Durch Ostrogen werden beispielsweise die Protoonkogene fos, jun und myc
transkriptionell aktiviert [330], [193], [327]. Aukerdem wird die Bildung von Wachs-
tumsfaktoren wie dem ,epidermal growth factor (EGF) oder ,insulin growth factor
(IGF) induziert [I74]. Es ist auch sehr wahrscheinlich, dass neben der klassischen Akti-
vierung der Transkription, die nicht-genomische Aktivierung eine wichtige Rolle spielt.
Migliaccio et al. konnten beispielsweise zeigen, dass durch Steroide der proproliferati-
ve Src/Ras/Erk Signalweg in Brustkrebs- und Prostatakrebszelllinien induziert wird
[227), [229], [228]. Eine Rec-induzierte Stimulation des Androgenrezeptors konnte so
auf verschiedenen Ebenen die Proliferation initiieren oder steigern. Ebenso kénnte eine
Reaktivierung von HERV-K(HML-2) in Tumorzellen, beispielsweise in frithen Prosta-
takrebszellen, die Tumorprogression begiinstigen. Interessanterweise wird in vielen Ge-
weben und Tumoren, in denen HERV-K113 RNA oder Proteine nachgewiesen wurden,
auch der Androgenrezeptor und/oder einer seiner nah verwandten Steroidrezeptoren
exprimiert. Inwieweit das Rec-Protein auf die verwandten Rezeptoren einen Einfluss
hat, muss noch ermittelt werden. Aufgrund der Konserviertheit der verschiedenen Ste-

roidrezeptoren und der damit verbundenen Ahnlichkeit der Regulationsmechanismen,
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kann ein Rezeptor-stimulatorischer Effekt durch das HERV-K113 Rec jedoch nicht
ausgeschlossen werden [227]. Es ist zudem bereits beschrieben worden, dass die Ste-
roidrezeptoren untereinander terndre Komplexe bilden kénnen und so durch zwei ver-
schiedene Signale, beispielsweise Progesteron und Ostrogen, aktiviert werden kénnen
[53]. Auch in LnCap-Zellen bilden der AR und der ER3 nach Gabe von Ostradiol einen
aktiven terndren Komplex, durch den die Zellen stimuliert werden, in die S-Phase der
Mitose {iberzugehen und zu proliferieren [227].

Eines der naheliegendsten Beispiele fiir eine Implikation der Rec-vermittelten Aktivie-
rung eines Steroidrezeptors sind die Keimzelltumore. Die Spermatogenese und Reifung
wird durch Testosteron und verschiedene Steroidrezeptoren reguliert. In Keimzelltu-
moren lésst sich eine hohe Rec-Transkription feststellen [110]. Eine Stérung des emp-
findlichen Gleichgewichts durch einen hyperaktiven Hormonrezeptor konnte ebenfalls
eine der Ursachen fiir die Ausbildung von Keimzelltumoren in transgenen Rec-M&ausen
sein [110]. Durch die Moglichkeit der Ausbildung heteroternérer Komplexe kénnte die
HERV-K-Expression auch mit der Entstehung von Brustkrebs und der Entartung von
Eierstockgeweben assoziiert sein [320], [324]. Auch fiir Melanome ist ein endokriner Zu-
sammenhang in der Entstehung und Progression hergestellt worden. So konnten Pack
und Scharnagel bereits 1951 feststellen, dass schwangere Frauen eine schlechtere Pro-
gnose bei cutanen Melanomen haben [247|. Die genaue Ursache hierfiir ist jedoch nicht

untersucht.

Regulation der eigenen LTR-Aktivitdt In dieser Arbeit konnte weiterhin gezeigt
werden, dass auch das HERV-K113 Provirus und weitere Mitglieder der HERV-K(HML-
2)-Familie von einer Aktivierung durch den Androgenrezeptor profitieren. In beiden Te-
ratocarcinomzelllinien, Tera-1 und GH, liefs sich ein Rec-vermittelter stimulatorischer
Effekt der 5’LTR-Promotoraktivitat nachweisen. Durch Zugabe von DHT, dem Ligan-
den des Androgenrezeptors, konnte dieser Effekt zusétzlich verstirkt werden. Wie in
den zuvor durchgefithrten Experimenten mit dem responsiven Element des ARs, war
dieser Effekt umso hoher, je mehr Rec eingesetzt wurde. Einen weiteren Hinweis dar-

auf, dass durch Androgene die LTR-Aktivitdt endogener Retroviren beeinflusst wird,
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lieferten die Experimente, in denen zusétzlich der Effekt von hSGT iiberpruft wurde.
Tatséchlich ist hSGT in der Lage, die Rec-vermittelte Aktivierung der HERV-K113
LTR zu inhibieren.

Dass Retroviren durch Zugabe von Androgenen stimuliert werden kénnen, wurde erst
kiirzlich fiir XMRV gezeigt. Die XMRV-Replikation kann durch DHT um das dreifa-
che verstiarkt werden [87]. Auch MMTYV besitzt in seiner LTR ein ,hormone respon-
se element”. Zudem wurden palindromische Bindungssequenzen fiir Progesteron- und
Prolaktin in der MMTV-LTR gefunden [233]. Auch die HERV-K113 LTR-Aktivitét
erfahrt eine Stimulation um Faktor 2 bis 3. Durch diese steroidabhéngige Aktivierung
konnte auch erklart werden, warum gerade in Tumoren von Hormon-regulierten Ge-
weben, wie dem Brustgewebe, den Keimzellen, Ovarien und der Prostata, vermehrt
HERV-K Transkripte und Proteine gefunden werden [325], [326], [324], [110]. Die Er-
gebnisse zeigen zudem, dass sich dieser Effekt nicht nur auf HERV-K113 beschrankt,
sondern dass auch andere HERV-K Proviren, wie beispielsweise das HERV-K10, von
einer Androgen-abhéngigen Stimulation beroffen sind. Dies wird durch die Erhohung
der Reversen Transkriptase im Uberstand noch untermauert. Unter Beriicksichtigung
der Vielzahl der Integrate im humanen Genom konnte sich der stimulatorische Effekt
soweit potenzieren, dass tatsichlich HERV-K-Partikel nachweisbar sind [31], [65]. Ei-
ne verstiarkte Rec-Bildung wiederum koénnte dann zu einer weiteren Progression des

Tumorgewebes fiihren.

4.3 Zusammenfassung

Sowohl fiir das Hiillprotein als auch fiir das Rec von HERV-K113 konnten neue Er-
kenntnisse gewonnen werden. Das Hiillprotein konnte durch den Austausch von acht
Aminoséduren wieder in einen funktionellen Zustand gebracht werden. Die Korrektur
der Aminosauresequenz aber auch die Codonoptimierung haben es erst ermoglicht, das
HERV-K113 Hiillprotein auf Prozessierung, Einbau in retrovirale Partikel und Infek-
tiositat zu untersuchen. Tatséchlich wird das korrigierte Env prozessiert und effektiv in

Viruspartikel eingebaut. Auf diese Art und Weise kann das Env Infektionen vermitteln.
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Das HERV-K113 oricoEnv ist ein funktionierendes Modellprotein, mit dem nun der zel-
lulére Rezeptor identifiziert und die pathophysiologische Rolle des HERV-K(HML-2)
Envs genauer untersucht werden kann. Durch weitere Optimierungsstrategien, bei-
spielsweise durch Verwendung zuséatzlicher spezifischer Verstarker der Virusinfektion,
konnte es bald moglich sein, die Replikationskompetenz eines HERV-K(HML-2) Pro-
virus zu beweisen.

Fiir das HERV-K113 Rec-Protein konnte gezeigt werden, dass seine Funktionalitit
nicht auf den Kerntransport allein beschrankt ist. Die Interaktion mit Staufen-1 macht
deutlich, dass Ribonukleoproteinpartikel bei der retroviralen Assemblierung eine wich-
tige Rolle spielen. Die Verpackung der Viruskomponenten in RNPs ermoglicht es dem
Virus, sémtliche viralen RNAs und Proteine an einen spezifischen Ort zu bringen. Rec
scheint zudem nach dem Kerntransport an der viralen RNA zu verbleiben, was wei-
tere regulatorische Funktionen auf Translationsebene impliziert. Dieses Modell konnte
gleichzeitig auch fiir andere Retroviren mit einem akzessorischen RNA-Transportpro-
tein, wie HIV-1, MMTYV oder HTLV-1, gelten.

Die Interaktion von Staufen-1 mit dem Rec-Protein kénnte aber auch einen antivira-
len Abwehrmechanismus der Wirtszelle darstellen. Im Zusammenspiel mit antiviralen
Wirtsproteinen konnte Staufen-1 die viralen Volllingentranskripte von der Translations-
und Verpackungsmaschinerie isolieren und den Abbauwegen zufiihren. Dadurch wiirde
auch eine Retrotransposition verhindert werden.

Auch hSGT ist ein wichtiger Interaktionspartner fiir das HERV-K Rec-Protein. Rec
stimuliert den Androgenrezeptor, indem es hSGT als negativen Regulator bindet. Un-
ter Rec-Expression wird der AR deutlich aktiviert. Eine Steroidrezeptorhyperaktivi-
tat wirkt wiederum proproliferativ, was mit der Krebsentstehung in Zusammenhang
gebracht werden kann. Gleichzeitig wird durch den Androgenrezeptor die HERV-K
5’LTR-Aktivitdt erhoht, wodurch auch die Rec-Expression verstiarkt wird. Auf diese

Weise konnte eine bestehende Tumorgenese immer weiter voranschreiten.
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5 Zusammenfassung der Arbeit

Das humane endogene Retrovirus-K113 (HERV-K113) ist eines der jlingsten und am
besten erhaltenen endogenen Proviren des Menschen. Es stellt ein potentiell replika-
tionskompetentes Retrovirus dar, dessen Expression zur Entstehung von Tumor- und
Autoimmunkrankheiten beitragen konnte. In Anpassung an den Wirt wurden seit der
Integration die viralen Proteine durch Mutation in ihrer Expression stark reprimiert.
Auch das Hiillprotein wird im Wildtyp kaum exprimiert. Durch den Austausch von acht
Aminoséauren konnte das Hiillprotein wieder in einen funktionellen Zustand gebracht
werden. Die Expression wurde durch eine Codonoptimierung soweit gesteigert, dass
es moglich war, das HERV-K113 Env funktionell zu untersuchen. Das korrigierte Env
wird prozessiert, effektiv in Viruspartikel eingebaut und kann Infektionen vermitteln.
Durch weitere Optimierungsstrategien, beispielsweise durch Verwendung zusétzlicher
Verstarker der Virusinfektion, konnte die Infektiositidt weiter gesteigert werden.
HERV-K113 steht unter Verdacht, bei der Auslésung einiger Tumorerkrankungen, dar-
unter auch Keimzelltumore, beteiligt zu sein. Eine besondere Rolle spielt dabei das
akzessorische Rec-Protein, welches fiir seine Funktion als Shuttleprotein der viralen
RNA mit einer Vielzahl von Wirtsfaktoren interagieren muss. In einem YTH-Screen
wurden zwei Interaktionspartner des Rec-Proteins gefunden: Staufen-1 und hSGT. Fiir
beide Proteine wurde die Interaktion in Coimmunprézipitationen und Coimmunfluo-
reszenzexperimenten bestétigt. In einem Luziferase-basierenden Reporterassay konnte
gezeigt werden, dass eine Uberexpression beider Proteine den Rec-vermittelten nukleo-
zytoplasmatischen RNA-Transports verstarkt.

Die Interaktion mit Staufen-1 macht deutlich, dass die Funktionalitdt von Rec nicht auf
den Kerntransport beschréinkt ist, und dass Ribonukleoproteinpartikel bei der Replika-
tion eine wichtige Rolle spielen. So ist es dem Virus moglich, samtliche Viruskomponen-
ten an einen spezifischen Ort zu dirigieren. Rec verbleibt zudem nach dem Kerntrans-
port an der viralen RNA, was weitere regulatorische Aktivitdaten auf Translations- und
Verpackungsebene impliziert. Die Interaktion von Staufen-1 und Rec kénnte auch einen

antiviralen Kontrollmechanismus der Wirtszelle darstellen. Unter Stressbedingungen
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akkumulieren Rec und Staufen-1 in der Stressgranula. Zusammen mit anderen antivi-
ralen Wirtsproteinen wie HMM APOBEC3G und TIA-1 kénnten auf diese Weise die
viralen Volllangentranskripte von der Translations- und Verpackungsmaschinerie iso-
liert werden.

Auch hSGT ist ein wichtiger Interaktionspartner fiir das HERV-K Rec-Protein. Bin-
det Rec den Regulator hSGT, wird der Androgenrezeptor stimuliert. Gleichzeitig wird
durch den Androgenrezeptor die HERV-K 5’'LTR-Aktivitat erhoht. Eine daraus resul-
tierende Verstarkung der Rec-Expression kann erneut zu einer erhohten AR-Aktivtét
fithren. Auf diese Art und Weise konnte eine stetige, immer schneller voranschreitende

Tumorgenese ausgepragt werden.

Summary

Human endogenous retroviruses (HERVs) comprise approximately 8 % of the human
genome. All presently recognized elements, including the youngest and most intact pro-
viruses of the HERV-K(HML-2) family, have suffered postinsertional mutations during
their time of chromosomal residence, and genes encoding the envelope glycoprotein
(Env) have not been spared these mutations. In this study, an authentic Env of the
HERV-K113 provirus was reconstituted by back mutation of putative postinsertional
amino acid changes and the expression was aided by codon-optimization. The recon-
stituted Env regained its ability to be incorporated into retroviral particles and to
mediate entry. Further optimization of infection, including the use of semen-derived
enhancer of infection, yielded in even higher infectivity levels.

The Rec protein of the HERV-K is a functional homolog of the Rev protein of HIV.
Rec binds selectively to viral RNAs in the nucleus and enhances their transport into
the cytoplasm. It can be assumed that Rec has to interact with several host proteins
to fulfill its function as a shuttle protein. Applying the YTH- technique two new Rec-
interacting proteins were identified: Staufen-1 and hSGT. For both proteins the inter-
action with Rec is supported by co-immunopreciptitations and subcellular localization

studies. The interacting region has been determined by pull down assays and a signi-
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ficant enhancement of viral mRNA transport by overexpression of Staufen-1 or hSGT
can be demonstrated in a luciferase-based reporter assay.

Like Rec, Staufen-1 promotes the transport of selected mRNAs by formation of ri-
bonucleoparticles (RNPs). Thus, interaction of these molecules might be crucial to
perform viral RNA shuttling via RNPs. Furthermore, Rec remains at the viral RNA
after the nucleocytoplasmic transport. This implicates additional regulatory functions
of the shuttle protein. Besides its RNA transport function Staufen-1 is also associated
with stress granules. These granules silence RNA transcription during stress situations
within the cell. Interestingly, the high molecular mass (HMM) form of APOBEC3G, a
cellular protein which restricts viral replication and retrotransposition, has been found
in Rec/Staufen-1 granules. Consequentially, interaction between Rec and Staufen-1
might be part of a defense mechanism preventing intracellular proliferation of HERV-K
elements.

HSGT plays an important role during mitosis and in regulation of the androgen re-
ceptor (AR). An interaction of hSGT with Rec yielded in an higher susceptibility of
the AR to its ligands and to an increased transcription activity mediated by the free
AR. As a side effect, viral LTR activities were enhanced which may also result in the
observed increase of viral particles in the supernatant.

These findings contribute to the understanding of the Rec protein as a nucleocytoplas-
mic shuttle protein and, with respect to hSGT, may indicate a mechanistic implication

in cancer development.
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A Anhang

A.1 Oligonukleotide (Primer)

A.1.1 Sequenzierprimer

Name

Sequenz (5> — 37)

Seq-Primer coEnv_SGM_F
Seq-Primer coEnv_AVD R
Seq-Primer coEnv_LLT F
Seqg-Primer_coEnv_SGS_ R
Seq-Primer _coEnv_LVP_F

Seq-Primer_coEnv_ killStopp_Notl R

oricoRec_Sequenzier R
WTEnv_Sequenzier R nach SD
pEGFP _Sequenzierung F
pEGFP _Sequenzierung_R
BGH_rev

T7

GGCATGAGCCTGCGGCCCAG
GGTCAGGTCGCTGTCCACGG
CTGCTGACCTGCATCGACAGC
CTGGTCGATGCTGCTCTGGCT
CTGGTGCCCGGCACCGAGG
CTCGAGGCGGCCGCCACGCTCACGGTCACGATCTG
TCTTGTTCATCTTGTGGGTCAG
CACATAGGCCCAGTAGGTATAG
GTCGTAACAACTCCGCCCCAT
TCGCCGTCCAGCTCGACCAG
TAGAAGGCACAGTCGAGG
TAATACGACTCACTATAGGG

Tabelle 22: Sequenzierprimer

A.1.2 Mutageneseprimer

Zielgen Name

Sequenz (5° — 3)

Env coEnv_ 1125V
coEnv_ C140R

coEnv_ L2621

coEnv_ A323P

coEnv_N506K
coEnv_C577R
coEnv_T626P
coEnv_ Y655C
Rec mut_coRec_P8429 F
mut_coRec_P8429 R

AAC CCC ATC GAG GTC TAC GTG AAC GAC

GTG CCA GGC CCC ATC GAC GAC CGC TGC CCC GCC
AAG CCC

ACA ACG AGT TCG GCA CCA TTA TCG ACT GGG CCC
CCA G

GGG ATA TCC ACC CCC AGG CCC AAG ATC GTC AGC
CCC GTG AGC GGC

GTG AAC GAC TGG CAG AAA AAC AGC ACC CGG

GAC ATG GTG CGG CGC CAC CTG CAG GGC

GCC AAC CTG AAC CCC GTG ACA TGG GTG

CTG CTG CTG GTG TGT CGG TGC ACC CAG
GATTGTGAGCATGGTGAGCGCCGGCGTGCCCAACAGCA
TGCTGTTGGGCACGCCGGCGCTCACCATGCTCACAATC

Tabelle 23: Primer, die fiir die Rekonstitution des oricoEnv und oricoRec verwendet wurden.
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A.1.3 Klonierungsprimer

Kon- Klonierung Primer-Name Sequenz (5° — 37)
strukt
/Zielgen
Shuttle- Luziferase Luzi pcDNA4V5 Kpnl F CAGGTGATAGGGTACCATGGAAGA-
Konstrukt CGCCAAAAACAT
Luzi_pcDNA4V5 BamHI R CAGGTGATAGGGATCCTTACACGGC-
GATCTTTCCGC
5UTR 5UTR_Nhel F AGCTAGCGATGGCTAGCGGTTCCC-
CGGTTCCCCTTATTTC
5UTR_Kpnl_R CTCGTATCATGCGGTACCTATCACC-
CTAGCTTCTTCCGAG
HERV-K113 gag wt_gag_ BamHI_F AGTGTGGGAAATTGTCGATAATAG
wt_gag_ EcoRI_R CAGGTGATAGGAATTCCTACTGCT-
GCACTGCCGCTTG
wt_gag Notl F GATGACCGATGCGGCCGCATGGGG-
CAAACTAAAAGTAA
mut_shuttle envSA inframe F CCACAAGCGGCAGTGCACAGCAG-
TAGGAATTCG
Deletion Rec mut_ Shuttle_deltaRecl F CATGAACCCATCGGAGTAGCAAA-
GAAAAGCACCTC
mut_Shuttle deltaRec2 F TGACTCACAAGATGAACAAATAGG-
TGACGTCAGAAGAACAGTAGAAG-
TTGCCATCCACCAAGAAG
mut_ Shuttle_deltaRec3_F CTGCTTGCAGCCTTGTAGATTGT-
ATCAATGGT
oriEnv oriEnv_ Shuttle Xbal F AGCTAGCGATGTCTAGAAATGAA-
CCCATCGGAGATGCAAAG
oriEnv_Shuttle Apal R GCATGATACGAGGGGCCCCTACA-
CAGACACAGTAACAATC
oriEnv_RecRE_ ApalR GCATGATACGAGGGGCCCCGCGG-
TGGCGGCCGCCTGTCTG
Env_RecRE_Notl R GATGACTAGATCGCGGCCGCTAC-
ACACCTGTGGGTGTTTCTCGT
oriEnv_Xbalmut F GCAGTTAGCTACAAAATACCTA-
GAGAACACAAAGGTG
oriEnv_ Xbalmut R CACCTTTGTGTTCTCTAGGTATT-
TTGTAGCTAACTGC
SA Env Env_SA_EcoRV_F GATGACTAGATCGATATCATCTTA-
CTGGTAAAAAGAACAGCC
YTH coRec in pEG202 coRec_Mutagenese EcoRI _for CACTATAGGGAGACCCGAATTCA-

TGAACCCCAGCGAG
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Kon- Klonierung Primer-Name Sequenz (5° — 3)

strukt

/Zielgen

oricoRec Pull Down Dele- | oricoRec dExon2 F CTGGCCGCCCTGATGATTGTGAG-

Staufen-1

tionsmutanten

in pCMVTag2B

in pBud

in pEGFP

in pET16b

in pmCherry

in pcDNA3V5

Pull Down Dele-

tionskonstrukte

oricoRec dNLS F

oricoRec_dvorNES_F

oricoRec dNES F

oricoRec_ pCMV _ HindIII_F

oricoRec_ Kpnl Kozac_F

oricoRec AA Xhol R

oricoRec_ pEGFP_HindIIl_F

oricoRec_ pEGFP_Kpnl R

pEGFP _inframe neu F

coRec_petl6b_Ndel F

coRecV5_ petl6b R

Stau_Xhol F

V5_HindIlI_R

hStau_pcDNA3V5_ HindIIl F

hStau pcDNA3V5 NotI/Xhol R

mut_hStauRBD1,RBD2 pGex F

mut_hStauRBD1,RBD2 pGex R

mut_hStau_Stopp RBD3nt766 F

CATGGTGGCGGTCGCATCTGGTA-
AGCCTATCCCTAACC
AGCAGCGGCCATATCGAAGGTCG-
TCATATGCTGACCCACAAGATG-
AACAAGATGGTGACC
ACCAAGAAGGCCGAGCCCCCCAC-
CTGGGCCGCGGTCGCATCTGGTA-
AGCCTATCCCTAACC
ACCAAGTACCTGGAGAACACCAAG-
GTGACCGCGGTCGCATCTGGTA-
AGCCTATCCCTAACC
GATCAGGTAGAAGCTTATGAACC-
CATCGGAGATGCAA
ACAGATACCGGGTACCGCCGCCA-
TGAACCCCAGCGAGATGC
ACTGCTCTGACTCGAGTTGGGGCC-
GTTCTCAATGGTG
AGCGTAGTGAAAGCTTATGAACC-
CCAGCGAGATGCAGC
CGGGCCCGCGGTACCTGGGGCCGT-
TCTCAATGGTGG
GGGATCCACCGGTCGCCAGCCAT-
GGTGAGCAAGGGCG
GAAGGTCGTCATATGATGAACCC-
CAGCGAGATGCAGCGCA
GAAGGTCGTGGATCCCGTAGAAT-
CGAGACCGAGGAGAG
GATCGATGACCTCGAGATGAAAC-
TTGGAAAAAAACCAATG
ATGTGGATCCAAGCTTCGTAGAA-
TCGAGACCGAGGAGA
GATCAGGTAGAAGCTTGCCACCA-
TGAAACTTGGAAAAAAACCAATG
CGATGCAGACCTCGAGTGCGGCC-
GCGCACCTCCCACACACAGACAT
GCAGTTGAACGAGTATAGCCTAG-
AATCAAAAAG
CTTTTTGATTCTAGGCTATACTC-
GTTCAACTGC
GGAACGGGCACCAACTAGTAGGT-
GGCCAAGCGCAAT
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Kon- Klonierung Primer-Name Sequenz (5’ — 3’)
strukt
/Zielgen
mut_hStau_Stopp_ RBD3nt766 R ATTGCGCTTGGCCACCTACTAGT-
TGGTGCCCGTTCC
mut_hStauRBD1,RBD2,RBD3 pGex F | GGTTTCAAAGTCCCGTAGGCGCA-
GCCCACCAAA
mut_hStauRBD1,RBD2,RBD3_pGex_R | TTTGGTGGGCTGCGCCTACGGGA-
CTTTGAAACC
mut_hStau_Stopp_TBDnt916_F GAAAAGTAACCTTTTTTTAACCT-
GGCTCTGGGGATGA
mut_hStau_Stopp_TBDnt916 R TCATCCCCAGAGCCAGGTTAAAA-
AAAGGTTACTTTTC
in pCMV hStau neu F CTTCGTCCCTTCTTCCTCTCC
hStau_neu_R CTCGGCCCACTGGAGGTATC
Nested Staufen F GATTAGATTGCAAGCTTATGAAA-
CTTGGAAAAAAACCAATGT
Nested Staufen R GTGCGAGCTCCTCGAGTCAGC-
ACCTCCCACACACAG
hSGT in pmCherry SGT Xhol F ATAGCGATGACTCGAGATGGACA-
ACAAGAAGCGCCTGG
V5 HindIII R ATGTGGATCCAAGCTTCGTAGAA-
TCGAGACCGAGGAGA
hSGT-FLAG in | Flag Ndel F GATCAGTAGACATATGGATTAC-
pET16b AAGGATGACGACGAT

in pcDNA3V5

Pull Down in

pGex

SGT_ Xhol BamHI R

hSGT _pcDNA3V5_ HindIlI_F

hSGT pcDNA3V5 Notl/Xhol R

hSgt_pl_EcoRI_F

hSgt p942 Notl R

hSgt p375 EcoRI F

hSgt p775 Notl R

hSgt_p355/TPR_F _neu

ATGTACTGTCGGATCCCTCGAG-
CTTCTTCTTCTTCTCCTGCTGGT-
CGTCGTTGCTG
GATCAGGTAGAAGCTTGCCACCA-
TGGACAACAAGAAGCGCCTGG
CGATGCAGACCTCGAGTGCGGC-
CGCCTCCTGCTGGTCGTCGTT-
GCTGGC
CAGTACGAGTGAATTCATGGACA-
ACAAGAAGCGCCTG
GATCGTCATGGCGGCCGCTCAC-
TCCTGCTGGTCGTCGTTG
CAGTACGAGTGAATTCAGCTC-
AACCCAGCCAACGCC
ATCCTCTAGTGCGGCCGCGCTGG-
TGCCGGGAGTTCC
ATCCGATCAGAATTCGCCACCAT-
GGAGCTCAACCCAGCCAACGCC-
GTC
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Kon- Klonierung Primer-Name Sequenz (5’ — 3’)
strukt
/Zielgen
hSGT pGEX mutP8 F CCCGAATTCATGGACAACAAGAA-
GCGCCTGGCCTAC
in pCMV hSGT BamHI/EcoRI_F AAGAGCCCGGGGATCCGAATTCA-
TGGACAVACAAGAAGCVGCCT

Tabelle 24: Primer fiir Klonierungen. Die entsprechenden Zielvektoren sind angegeben.

A.2 Sequenzen

A.2.1 coEnv-Sequenz

ATGAACCCCAGCGAGATGCAGCGGAAGGCCCCTCCCAGGCGGCGGAGACACCGGAACAGAGCCCCCCTGACCCAC
AAGATGAACAAGATGGTGACCAGCGAGGAACAGATGAAGCTGCCCAGCACCAAGAAGGCCGAGCCCCCCACCTGG
GCCCAGCTGAAGAAGCTGACCCAGCTGGCCACCAAGTACCTGGAAAACACCAAGGTGACCCAGACCCCCGAGAGC
ATGCTGCTGGCCGCCCTGATGATCGTGAGCATGGTGGTGTCCCTGCCCATGCCTGCCGGCGCCGCGGCTGCCAAL
TACACCTACTGGGCCTACGTGCCCTTCCCCCCCCTGATCCGGGCCGTGACCTGGATGGACAACCCCATCGAGATC
TACGTGAACGACAGCGTGTGGGTGCCAGGCCCCACCGACGACTGCTGCCCCGCCAAGCCCGAGGAAGAGGGCATG
ATGATCAACATCAGCATCGGCTACAGATACCCCCCCATCTGCCTGGGCAGGGCCCCTGGCTGCCTGATGCCCGCC
GTGCAGAACTGGCTGGTGGAGGTGCCCACCGTGAGCCCCATCAGCCGGTTCACCTACCACATGGTGTCCGGCATG
AGCCTGCGGCCCAGGGTTAACTACCTGCAGGACTTCAGCTACCAGCGGAGCCTGAAGTTCCGGCCCAAGGGCAAG
CCCTGCCCCAAAGAGATCCCCAAAGAGTCCAAGAACACCGAGGTGCTGGTGTGGGAGGAATGCGTGGCCAACAGC
GCCGTGATCCTGCAGAACAACGAGTTCGGCACCCTGATCGACTGGGCCCCCAGGGGCCAGTTCTACCACAACTGC
AGCGGCCAGACCCAGAGCTGCCCCAGCGCCCAGGTGTCCCCTGCCGTGGACAGCGACCTGACCGAGAGCCTGGAC
AAGCACAAGCACAAAAAGCTGCAGAGCTTCTACCCCTGGGAGTGGGGCGAGAAGGGGATATCCACCGCCAGGCCC
AAGATCATCAGCCCCGTGAGCGGCCCTGAGCACCCCGAGCTGTGGCGGCTGACCGTGGCCAGCCACCACATCCGG
ATCTGGTCCGGCAACCAGACCCTGGAAACCCGGGACCGGAAGCCCTTCTACACCATCGACCTGAACAGCAGCCTG
ACCGTGCCCCTGCAGAGCTGCGTGAAGCCCCCCTACATGCTGGTGGTGGGCAACATCGTGATCAAGCCCGACAGC
CAGACCATCACCTGCGAGAACTGCCGGCTGCTGACCTGCATCGACAGCACCTTCAACTGGCAGCACCGGATCCTG
CTCGTACGGGCCAGGGAAGGCGTGTGGATCCCCGTGTCCATGGACCGGCCCTGGGAGGCCAGCCCCAGCGTGCAC
ATCCTGACAGAGGTGCTGAAGGGCGTGCTGAACAGAAGCAAGCGGTTCATCTTTACCCTGATCGCCGTGATCATG
GGCCTGATTGCCGTGACCGCCACAGCCGCCGTGGCCGGCGTGGCCCTGCACAGCTCTGTACAGAGCGTGAACTTC
GTGAACGACTGGCAGAACAACAGCACCCGGCTGTGGAACAGCCAGAGCAGCATCGACCAGAAGCTGGCCAACCAG
ATCAACGACCTGCGGCAGACCGTGATTTGGATGGGCGACCGGCTGATGAGCCTGGAACACCGGTTCCAGCTGCAG
TGCGACTGGAACACCAGCGATTTCTGCATCACCCCCCAGATCTACAACGAGAGCGAGCACCACTGGGACATGGTG
CGGTGCCACCTGCAGGGCCGGGAGGACAATCTGACCCTGGACATCAGCAAGCTGAAAGAGCAGATCTTCGAGGCC
AGCAAGGCCCATTTAAATCTGGTGCCCGGCACCGAGGCCATCGCCGGGGTGGCCGACGGCCTGGCCAACCTGAAC
ACCGTGACATGGGTGAAAACCATCGGCAGCACCACCATCATCAACCTGATCCTGATCCTGGTGTGCCTGTTCTGC
CTGCTGCTGGTGTATCGGTGCACCCAGCAGCTGCGGAGAGACAGCGACCACCGGGAGCGGGCCATGATGACCATG
GTGGTGCTGTCCAAGCGGAAGGGCGGCAACGTGGGCAAGAGCAAGCGGGACCAGATCGTGACCGTGAGCGTGTGA

Abbildung 53: Nukleotidsequenz des codonoptimierten HERV-K113 Envs
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A.3 Abkiirzungen

eingetragenes Warenzeichen
Adenin

Aqua bidestillata

Avian Leukosis Virus
Apolipoprotein B mRNA-editing enzyme, catalytic
polypeptide-like
Ammoniumpersulfat
Alkalische Phosphatase
Androgen Rezeptor

base pairs

Bovines Leukidmie-Virus
bovines Serumalbumin
beziehungsweise

Cytosin

Grad Celsius

Capsid

circa

Cytomegalovirus

cleavage site

das heifst

decapping protein la
Dulbecco “s modified Eagle medium
Dimethylsulfoxid
desoxyribonucleic acid
5a-Dihydrotestosteron
desoxy-Nukleotidtriphosphat
double stranded RNA
Ethylendiamintetraessigsaure
envelope protein/ Hiillprotein
et altera

Escherichia coli
Elektronenmikroskopie
estrogen receptor

Ethanol
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Etbr..................... Ethidiumbromid

FeLV .............. ... Felines Leukimievirus
G Guanin

Gag ..o gruppenspezifisches Antigen

GALV ... Gibbon-Ape Leukemia Virus

D e Glykoprotein

hooooo Stunde

HERV................... Humanes Endogenes Retrovirus
HEPES.................. 4-(2-Hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid
HIV.......ooo. Human Immunodeficiency Virus
HML.............oo.. human MMTV-like

HMM A3G.............. High molecular mass APOBEC3G
hnRNP ...l heteronukleo-Ribonukleoproteinpartikel
HRP ...............o... horseradish peroxidase

hSGT ................... Small Glutamine-Rich Tetratricopeptide

Repeat-containing Protein

HTLV-I.................. Human T-cell Leukemia Virus
IeG...oo Immunglobulin G

JSRV ... Jaagsiekte Sheep Retrovirus

Int oo Integrase
kb..o.oooo Kilobasen

kKD ..o Kilodalton

KoRV ... Koala Retrovirus
LB, Luria Bertani
LMM...........oool. Low molecular mass
LTR......cooiiiiiia. long terminal repeat
M. molar

min.........ooooeiian Minute
MLV/MulV............. Maus-Leukémievirus

MMTV.. ... Mouse Mammary Tumour Virus
mol.............ovven... Mafeinheit fiir die Stoffmenge
MoMLV ................. Moloney Murine Leukemia Virus
MPMV .. ................. Mason-Pfizer Monkey Virus
mRNA ... messengerRNA

MSD ....coovviiiii membrane spanning domain
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10000 H P Nanometer

OD.....oo Optische Dichte

ORF ...t Open Reading Frame
PAGE................... Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PAP..................... Prostatic Acid Phosphatase
PB......ooo Primerbindestelle
PBMC.................. peripheral blood mononuclear cells
PBS...... phosphate buffered saline

PCA ............... ... Prostatacarcinom
PCR........cooiiiiiii, polymerase chain reaction

PHA ............... ... Phytohamaglutinin

PIC ... ... pra-Integrationskomplex

PKA .................... Proteinkinase A
PKC............oooi 0. Proteinkinase C
PR.......oo progesteron receptor
Pro.............ol. Protease

Pol............ooool Polymerase/RT/RNaseH
Rec...ooooviiiiiiii, Regulator of Expression encoded by cORF
tER ... raues Endoplasmatisches Reticulum
Rev ..ot Regulator of Expression of Virion proteins
RKI..........oooooit Robert Koch-Institut

RNA ... Ribonukleinsdure

10301 N rounds per minute

rRNA ... ribosomale RNA

RT ... Reverse Transkriptase

S Sekunde

SEVI.. ..., semen derived enhancer of viral infection
SEV ... Semliki-Forest-Virus
SHIV.................... simian/human immunodeficiency virus
SIV . Simian Immunodeficiency Virus

SOZ. e ettt sogenannte

ssRNA ...t single stranded RNA

TIA-T. ..ot T-cell intracellular antigen-1

TIAR. ... TTA-I receptor

SU oo surface unit/ Oberflachenglykoprotein
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b Zeit
TM..ooo transmembrane Untereinheit
T Thymin
Taq...coooviiiiiiit Thermophilus aquaticus
Tris.....oooooiiiiit Trihydroxymethylaminomethan
U Uracil, Unit
UE........o..ooo. Untereinheit
UN iiber Nacht
UV Ultraviolett
Vo Volt
2% T vor allem
VLP..........l virus-like particle
VSt et versus
VYV Volumen pro Volumen
W/V o Gewicht pro Volumen
WT oo Wildtyp
XMRV ... Xenotropic Murine Leukemia Virus-related Virus
YTH ......coooiiiiaat. Yeast Two-Hybrid
zB.ooo zum Beispiel

/7 zum Teil
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