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Zusammenfassung:

HIV-1 ist in den letzten drei Jahrzehnten im Fokus intensiver Forschung gewesen.
Trotzdem sind die frihen Schritte des Zelleintritts noch nicht im Detail verstanden. Die
Fusion und die direkt nachfolgenden Schritte der Virusinfektion sind mit den
herkdbmmlichen biochemischen und virologischen Ensemblemessungen nur auf Kosten
der Zeitauflosung und durch die Verwendung artifizieller Synchronisationsmethoden zu
adressieren.

In dieser Arbeit wird die virale Fusion mittels live cell imaging auf Einzelpartikelebene
untersucht. Dazu war die Etablierung eines auf Fluoreszenzsignalen beruhenden
Indikators fur Fusion nétig. Um dies zu erreichen wurden bereits vor dieser Arbeit an
inneren Partikelstrukturen fluoreszenzmarkierte HIV-Partikel mit einer zusatzlichen
Fluoreszenzmarkierung in der Virusmembran versehen. Die Membranmarkierung sollte
im Moment der Membranfusion an der zellularen Membran verbleiben und sich so von
der ersten Fluoreszenzmarkierung trennen. Als effektive Membranmarkierungsmethode
stellte sich die Pseudotypisierung der HIV-Partikel mit MLV.Env.YFP heraus. Gegenuber
dem HIV-Hullprotein besitzt das MLV-Hullprotein eine hohe Fusogenitat, was fur die
Detektion von Fusionen einzelner Partikel ein Vorteil ist. Um die
Detektionswahrscheinlichkeit einzelner Fusionsereignisse weiter zu erhohen, wurde ein
neuer Versuchsaufbau in der Abteilung etabliert. Das gewahlte Verfahren erlaubte die
einfache  Quantifizierung  der  Virus-Zell-Interaktionen.  Nach  ausfuhrlicher
Charakterisierung wurden mittels eines automatisierten Virustracking-Algorithmus mehr
als 20.000 einzelne Partikel verfolgt und 28 Fusionen auf Einzelpartikelebene als
Farbtrennungsereignisse detektiert.

Um die frUhen Ereignisse der Infektion besser zu verstehen, wurden die inneren
Partikelstrukturen Uber unterschiedliche fluoreszenzmarkierte HIV-Proteine visualisiert.
Das Verhalten der fluoreszenzmarkierten Proteine nach der Fusion wurde miteinander
verglichen.

Es zeigte sich, dass Viren mit dem MLV-Hullprotein effizient an der Plasmamembran
fusionierten. AuRerdem blieb das fluoreszenzmarkierte Matrix-Protein, von dem bislang

angenommen wurde, dass es sich nach der Fusion schnell im Zytosol auflost, Uber



langere Zeit als punktierte Struktur sichtbar. In unserem experimentellen System kann

die Trennung der Matrix vom Viruskern auch erst Minuten nach der Fusion erfolgen.
Summary:

In the last decades HIV-1 has been the subject of intense research. However, the early
steps of the viral cell entry are not yet fully understood. Established biochemical and
virological methods are able to address viral fusion and subsequent steps of viral
infection only at the costs of time resolution and by using methods that artificially
synchronise the cell cycle.

Here, we study the viral fusion on a single particle level using live cell imaging. For this
purpose a fusion indicator was developed relying on the fluorescent signals of single
particles. An additional fluorescent label within the viral membrane was introduced into a
previously fluorescently labelled HIV particles. When fusion occurs, this membrane
label remains at the cellular membrane and is thereby separated from the first
fluorescent particle marker. Pseudotyping of HIV particles with the MLV.Env.YFP turned
out to be an efficient way to label the viral membrane.

Compared to HIV.Env, the MLV.Env is highly fusogenic thereby increasing the
probability to detect single fusion events. To further enhance the detection probability a
new assay protocol was established. The chosen procedure allowed the quantification of
virus-cell interactions. After detailed assay characterisation more than 20.000 single
particle tracks were analysed using an automated virus tracking algorithm. Based on
fluorescent signal separation 28 fusion events were identified.

For a further characterisation of the early steps of viral infection the inner particle
structure was visualised with different fluorescently tagged HIV proteins. The behaviour
of the different viral markers after fusion was compared against each other. It turned out
that MLV.Env particles fused at the plasma membrane efficiently. In addition, the
fluorescently tagged viral Matrix protein remained visible as a punctuated structure
beyond the moment of fusion. Currently it is believed that the MA proteins dilutes in the
cytosol during or briefly after the fusion. We could show that the separation of MA from

the particle core can be delayed for several minutes in our experimental setup.
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Einleitung

1. Einleitung:

Viren sind obligate Zellparasiten. Sie verfugen uber keinen eigenen Stoffwechsel und
sind auf die Maschinerie einer Wirtszelle angewiesen. Ihr Vermehrungszyklus Iasst
sich dabei in drei Phasen unterteilen: 1) Eintritts-, 2) Genomreplikations- und
Assemblierungsphase, 3) Extrazellulare Phase. Extrazellulare Viruspartikel bestehen
aus einem viralen Genom (RNS oder DNS), das von einem Kapsid umschlossen ist.
Dieses kann wiederum bei einigen Virusfamilien (u.a. Retroviren) von einer
zusatzlichen Membranhille umgeben sein ((Flint, LW et al. 2004)). Die Virusinfektion
beginnt mit der Bindung des Viruspartikels an Oberflachenrezeptoren der Wirtszelle.
Das Virus tritt in die Zelle ein und durchlauft Entpackungsschritte (uncoating); bis das
virale Genom an den Ort seiner Replikation gelangt. Dabei werden virale Proteine
sowie das virale Genom unter Zuhilfenahme der Wirtszelle vervielfaltigt und zu neuen
Partikeln zusammengefugt.

Derzeit werden vom Internationalen Komitee der Virustaxonomie (International
Committee of Taxonomy of Viruses, ICTV) 73 Virusfamilien gemafl ihrer
genotypischen Eigenschaften unterschieden. Eine dieser Familien stellen die
Retroviren (von Reverse Transkriptase Onkoviren) dar, zu denen die beiden
hauptsachlich in dieser Arbeit untersuchten Viren, das Humane Immunodefizienz-
Virus-1 (HIV) und das ekotrope Mause-Leukamie-Virus (ecotropic murine leukemia
virus, MLV), gehoren ((Fauquet, Mayo et al. 2005)).

1.1 HIV und AIDS

Die Ansteckung eines Menschen mit HIV-1 flhrt zu einer persistiernden, chronischen
Infektion. Sie verursacht eine Stérung des zellularen Immunsystems, die im
Endstadium zu dem erworbenen Immundefizienz-Syndrom fuhrt (Acquired Immune

Deficiency Syndrome, AIDS'"). Die Infektion erfolgt in der Regel {iber sexuellen

' Im Organismus beféllt HIV-1 hauptséchlich CD4-T-Zellen und vermehrt sich dort. In der Phase der
akuten Viramie fallt die Zahl der CD4-T-Zellen ab, oft begleitet von einer Aktivierung von CD8-T-

1
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Umgang mit infizierten Personen, direkten Blut-Blut Kontakt (Blutprodukte,
mehrfacher Gebrauch von Injektionsbesteck) oder Mutter-Kind-Ubertragung (unter
der Geburt und Uber die Muttermilch). Dabei werden vornehmlich CD4-T-Zellen von
dem Virus befallen, aber auch akzessorische Zellen und andere Korperzellen. Im
Verlauf kommt es zu einem Verlust an CD4-Zellen und einer Stérung der
Immunantwort. Nach einer unterschiedlich langen Latenzphase fuhrt der Virusbefall
im Endstadium zu rezidivierenden opportunistischen Infektionen und Tumoren. Das
Virus ist pandemisch verbreitet und hat weltweit etwa 39 Millionen Menschen infiziert
((www.rki.de/cIn)).

Die weltweit bestehende AIDS-Problematik hat zu intensiver Forschung auf dem
Gebiet des HI-Virus gefuhrt und umfangreiche Erkenntnisse in der Virusmorphologie,
-Replikation  und  -Diagnostik erzeugt. Mit den heute vorhandenen
Behandlungsansitzen® der Infektion kann die Viruslast eines Infizierten stark
reduziert werden. Das Immunsystem kann sich rekonstituieren. Doch existiert weder
eine praventive Impfung noch gibt es Heilung, also die vollstandige Eliminierung des

Virus aus dem Korper eines infizierten Menschen.

1.2 Retroviren

Charakteristisches Merkmal der Familie der Retroviren ist die Reverse Transkriptase
(RT), die das virale RNS-Genom in doppelstrangige DNS Ubersetzt. Die Retroviren
werden in 7 Genera unterteilt, a-, B-, y-, 8- und €-Retroviren, Spuma- und Lentiviren
(lat. lentus: langsam) ((Flint, LW et al. 2004)). Die beiden hier relevanten Retroviren

gehoren zu den y-Retroviren (MLV) bzw. den Lentiviren (HIV-1).

Zellen. Meistens erholt sich die Zahl der CD4-T-Zellen fast auf Ausgangsniveau und die Viruslast des
Patienten geht zuriick. Diese beschwerdefreie Phase wird auch Latenzzeit genannt und kann mehrere
Jahre dauern. Zwar bleibt die Viruslast niedrig, doch sinkt die Zahl der CD4-Zellen kontinuierlich. Auch
andere Zelltypen wie z.B. CD4-positive Monozyten und Makrophagen werden infiziert und stellen bis
heute ein therapeutisch schwer bis gar nicht zugangliches Virusreservoir dar.

In der Folge manifestiert sich das Vollbild von AIDS. Die Zahl der CD4-T-Zellen sinkt, was das
Immunsystem der Befallenen entscheidend schwéacht und anderen potentiellen Krankheitserregern
den Befall des Infizierten ermdglicht. Unbehandelt fiihren diese sogenannten opportunistischen
Infektionen in der Folge zum Tod.

2 Fir Infizierte gibt es durch die Einnahme von bestimmten anti-viral wirkenden Medikamenten die
Moglichkeit, den Krankheitsverlauf zu verlangsamen. Standard ist derzeit die Kombinationstherapie
HAART (Highly Active Antiretroviral Therapy). Dabei werden die inhibitorisch wirksamen Praparate
verschiedener Wirkungsklassen (in der Regel zwei Reverse-Transkriptase-Inhibitoren und ein
Proteaseinhibitor) verabreicht. Die regelmaRige Einnahme kann das Auftreten der AIDS-Symptome
Uber Jahrzehnte hinauszogern.
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HIV-1 wird weiter in die Gruppen M (main), N (near) und O (outliner) unterteilt,
Gruppe M spaltet sich noch weiter in die Subtypen A-J. HIV-2 wird unterteilt in die
Subtypen A-F. Ebenfalls der Gruppe der Lentiviren werden EIAV (equine infectious
anemia virus), MVV (maedi visna virus), FIV (feline immunodeficiency virus) und SIV

(simian immunodeficiency virus) mit nicht humaner Wirtsspezifitat zugeordnet.

Das MLV befallt lymphatische Zellen der Maus und ist fur Lymphome in dieser Tierart
verantwortlich. Je nach Hullprotein lassen sich zwei Gruppen unterteilen, die
amphotropen MLVs, die auch Zellen anderer Spezies infizieren kdnnen, und die
ekotropen Viren, welche auf den Mause-Kationischen-Aminosaurentransporter als

zellularen Rezeptor angewiesen sind ((Coffin, Hughes et al. 1997)).

1.3 Der Aufbau von HIV

HIV besitz ein ca. 9,2 kb grofes, positivstrangiges RNA-Genom. Wie alle Retroviren
tragt das Genom die drei Gene gag, pol und env, die fur die Polyproteine Gag (fur
Gruppen-spezifisches Antigen, Strukturproteine), Pol (fur Polymerase, Integrase und
Reverse Transkriptase (RT)) und Env (fur Hullprotein (envelope), Glycoproteine)
kodieren ((Flint, LW et al. 2004)).

Als komplexes Lentivirus kodiert HIV neben Gag, Pol und Env zusatzlich fur die
regulatorischen Proteine Rev und Tat sowie fiir die akzessorischen Proteine Nef, Vif,
Vpr und Vpu (Abb. 1.1). Flankiert werden die kodierenden Regionen von RNS-

Sequenzen, welche Promotor- und Enhancer-Sequenzen enthalten.

‘ cA | NC| ps vif rev

us |R| us gag PR RT tat

nef

Us|R| US

pol D gp120 gp41

env

Abb. 1.1: Das offene Leseraster von HIV (nach (Mahender 2006)). Gagkomponenten in
grin (MA, CA, NC, p6). Pol in blau (PR, RT, IN) und Env in rot (gp120, gp41). Akzessorische
Proteine in gelb. Jeweils an den Enden befinden sich Promotor- und Enhancer-Sequenzen in

weild.
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Im Viruspartikel befinden sich die Glykoproteine gp120 und gp41 als Env-Trimer in
die Virusmembran. An die Innenseite der Virusmembran ist das Matrix-Protein
gebunden. Das Kapsidprotein bildet eine kegelformige Proteinkapsel. In ihrem
Inneren befinden sich zwei RNS-Kopien des Genoms, welches von den
Nukleokapsidproteinen gebunden wird. Aul3erdem befinden sich die Proteine IN, PR
und RT dort (Abb. 1.2).

Membran

Abb. 1.2: Schematische Darstellung eines HIV-Partikels ((www.aids-sida.com)). (nach
(Mahender 2006)). Gagkomponenten in grin (MA, CA, NC, p6). Pol in blau (PR, RT, IN) In
der Membran (grau) befinden sich die Env-Molekule (dunkelrot gp120, hellrot gp41). Das

Matrix-Protein (dunkelgrun) bildet eine Schicht an der Innenseite der Membran. Das Kapsid
wird von den Kapsidmolekulen (grin) gebildet als innere Hulle des viralen Genoms. Diese
wird von Nukelokapsidmolekulen gebunden. Mit dem Genom assoziieren auch Integrase und

Reverse Transkriptase (blau).
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1.4 Der Replikationszyklus von HIV-1

Eine HIV-1-Infektion beginnt mit dem Eindringen des Virus in seine Wirtszelle (Abb.
1.3). Dabei interagiert das trimere Hullprotein von HIV mit seinem Zellrezeptor, dem
CD-4-Molekul. Diese Interaktion fuhrt zu Konformationsanderungen im Hullprotein,
die zur Rekrutierung eines Korezeptors fuhren. In der Regel handelt es sich dabei um
einen der beiden Chemokinrezeptoren CXCR4 oder CCR5°. Im Anschluss erméglicht
der gebildete Molekilkomplex die Fusion der Virushille vermutlich mit der
Plasmamembran ((Gallo, Finnegan et al. 2003)) eventuell auch mit einer
Endosommembran ((Miyauchi, Kim et al. 2009), siehe Abschnitt 1.8). Die direkt nach
der Fusion stattfindenden Prozesse sind noch nicht vollstandig verstanden.
Vermutlich wird die Matrix-Hulle vom Virusgenom getrennt (siehe auch 1.5, (Lampe,
Briggs et al. 2007)). Die Kapsidhlle untergeht kontrollierte
Konformationsanderungen, um spatere Schritte im Replikationszyklus zu
ermoglichen (uncoating, (Fitzon, Leschonsky et al. 2000), (Forshey, von Schwedler
et al. 2002)). Durch Konformationsanderungen im Zytosol nach der Fusion wird die
Reverse Transkriptase aktiviert, welche mit den zwei einzelstrangigen RNS-Kopien
als Vorlage das RNS-Genom in ein doppelstrangiges DNS-Genom transkribiert. Bei
diesem Vorgang werden einmalige Sequenzen, die an jedem Ende der viralen RNS
liegen, verdoppelt und an die Enden des neuen DNS-Genoms angehangt. Diese
werden lange terminale Wiederholungen (long terminal repeats, LTR) genannt. Mit
der doppelstrangigen DNS formt sich der Praintegrationskomplex (preintegration
complex, PIC), der in den Zellkern gelangt und dort die Integration der Virus-DNS in
die Wirts-DNS katalysiert.

* Die Chemokinrezeptoren CXCR4 (a-Chemokinrezeptor) und CCRS5 (B-Chemokinrezeptor) sind
integrale Membranproteine mit sieben transmembrandurchspannenden Helices. Sie sind mit fur die
Chemotaxis z.B. von Immunzellen verantwortlich. CXCR4 wird vor allem auf naiven T-Zellen und
CD34+-B-Zellen exprimiert. Sein Ligand ist das Chemokin SDF-1. CCRS findet sich unter anderem auf
Monozyten, dendritischen Zellen und T-Zellen. Sein Ligand ist das Chemokin RANTES. Verschiedene
Virusstamme unterscheiden sich in ihrem Vermdgen, den einen oder anderen Korezeptor zu
verwenden. Sie werden daher in R5-trope (vermutlich ausschlieflliche Nutzung von Korezeptor
CCRD5), R4-trope (vermutlich ausschlieRliche Nutzung von Korezeptor CXCR4) sowie Dual-trope Viren
(Nutzung beider Korezeptoren) unterteilt.
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Abb. 1.3: Schematische Darstellung des Replikationszykluses von HIV-1. Virus-Partikel

binden Uber ihr Hullprotein an der Zelloberflache ihren Rezeptor CD4 und einen
Chemokinrezeptor (i.d.R. CCR5 oder CXCR4) als Korezeptor. Nach Fusion findet im
Cytoplasma das Entpacken des viralen Genoms statt (uncoating), um die folgende reverse
Transkription des RNS- in ein DNS-Genom zu ermdglichen. Nach Import in den Nukleus
integriert das Virusgenom in die Wirts-DNS. Wahrend der Fruhphase der viralen
Transkription wird die entstandene mRNS gespliced, so dass vorrangig akzessorische
Proteine des Virus gebildet werden. In der spaten Phase werden vornehmlich
Strukturproteine gebildet, die sich an der Plasmamembran mit viralem RNS-Genom

zusammenfinden und neue Partikel bilden (nach (Modrow, Falke et al. 2003)).
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Die genaue Zusammensetzung des PIC ist derzeit nicht bekannt, es werden
allerdings neben der DNS und Integrase (IN) auch die Proteine Vpr, Nukleokapsid
(nucleocapsid, NC) und wenige Kopien des MA-Proteins diskutiert ((Bukrinsky 2004),
(Fassati and Goff 2001), (Li, Olvera et al. 2001)) (siehe auch Abschnitt 1.5).

Das als Provirus bezeichnete integrierte Teil des Virus-Genoms kann im
Latenzzustand Uber Jahre hinweg persistieren. Die viralen Proteine werden von
insgesamt mehr als 30 mRNA-Spezien synthetisiert, die durch Splicen aus wenigen
primaren Transkripten gebildet werden ((Fisher, Feinberg et al. 1986)). Die Regulation
des Splicens sorgt fir das Umschalten zwischen einer frihen und einer spaten
Expressionsphase. Dazu bindet das mit der Zeit im Zellkern akkumulierende Rev an
das auf Rev-reagierende-Element der mRNS (Rev-responsive-element, RRE) und
ermdglicht so den Export von teilweise oder vollkommen ungesplicter viraler mRNS.
Die frihen Genprodukte, die akzessorischen Proteine Tat, Rev und Nef, werden von
der vollstandig gesplicten mRNS im Zytosol translatiert, wogegen die spater im
Replikationszyklus exprimierten Strukturproteine und enzymatischen Komponenten
von einfach- oder ungesplicten Transkripten ebenfalls im Zytosol translatiert werden.
Nur das Env-Polyprotein wird am rauen Endoplasmatischen Retikulum synthetisiert
und gelangt uber den Transport durch den Golgi Apparat in die Plasmamembran der
Zelle.

Das Produkt des gag-Gens ist das pr55Gag-Polyprotein. Durch einen Sprung im
Leseraster wahrend der Transkription entsteht die 160Gag-Pol-Vorstufe. Das Gag-
Protein besitzt drei Strukturen, die es zur Plasmamembran dirigieren. Sie werden als
M (Membranbindung), | (Interaktion) und L (/ate) bezeichnet. Die Membranbindung
(M) ist in der MA-Domane lokalisiert, welche durch Konformationsanderungen
wahrend der Gag-Polymerisierung (vermittelt durch |, in der CA-Domane) noch
verstarkt wird. Die neu synthetisierten Proteine und in der Regel zwei Kopien des
Virusgenoms werden dann zur Plasmamembran gebracht und formen dort neue
Partikel. Die Synthese neuer Partikel findet vermutlich bevorzugt an so genannten
Lipid-Mikrodoméanen statt ((Nguyen and Hildreth 2000), (Ono and Freed 2005)), was
z.B. zu einer hohen Menge an Cholesterol und Sphingosin in der Membran des Virus
fuhrt. Das Abschnuren der neuen Partikel von der Plasmamembran wird von dem
zelluldaren ESCRT-Komplex (endosomal sorting complex required for transport)
katalysiert, der durch die L-Funktion des Gag an den Ort der Assemblierung gebracht
wird ((Adamson and Freed 2007)).



Einleitung

Wahrend oder kurz nach der Abschnirung spaltet die virale Protease (PR) unter
anderem das Gag-Polyprotein in seine Untereinheiten (aufgelistet von N- zu C-
Terminus): MA, Kapsid (CA), Spacerprotein 1 (SP1), NC, Spacerprotein 2 (SP2) und
dem C-Terminus p6 ((Freed 1998)). Ebenfalls durch die virale Protease wird sie in
die viralen Enzyme (PR, p10), die Reverse Transkriptase (RT, p66/p51) und die
Integrase (IN, p32) gespalten. Dieser Prozess der Partikelreifung (maturation)
wandelt das vorher nicht infektiose Partikel in ein infektidses um. Im Gegensatz dazu
wird die env-kodierte gp160-Env-Vorstufe bereits durch die zellulare Protease Furin

in die Oberflachenproteine gp120 und gp41 gespalten.

1.5 Das Matrix-Protein

Die MA-Domane (17kDa) im Gag-Polyprotein ist flir die Membranbindung wahrend
des Knospungsprozesses von HIV verantwortlich. Dabei vermitteln sowohl eine
Ansammlung von basischen Aminosauren als auch ein Myristylanker die
Membranbindung ((Zhou, Parent et al. 1994), (Dong, Li et al. 2005)). Der
Myristylanker kann in zwei Konformationen vorliegen. Befindet sich das monomere
Molekul ungebunden in Losung, bindet er direkt an die Matrixdomane. Durch die
Polymerisation von Gag zu mindestens Trimeren wird diese Bindung des
Myristylankers verhindert. Der Myristylanker extendiert (die zweite maogliche
Konformation) und kann so mit anderen Komponenten wie Membranen interagieren.
Er inseriert in die Membran und vermittelt die Bindung an die Membran (Abb. 1.4). In
dieser Form weist die MA-Domane eine besondere Affinitat zu Phosphoinositol-
(3,4,)-Biphosphat (PIP,) auf ((Tang, Loeliger et al. 2004)). Die PIP,-Bindung sorgt
daflrr, dass die Synthese neuer Viren an der Plasmamembran stattfindet ((Adamson
and Freed 2007)). Das vornehmlich in lipidungeordneten Domanen der
Plasmamembran befindliche PIP, erhalt durch die Bindung eines Matrixproteins
einen zusatzlichen Lipidanker ((Saad, Miller et al. 2006)). Aulerdem wird die 2°-
Acylkette des PIP, an die MA gebunden. Es wird diskutiert, dass dies zu einer
Umverteilung von PIP, zu geordneten Lipiddomanen und damit der Matix flhrt.
Dieses ist vermutlich fur den Cholesterol- und Sphingosinreichtum der viralen
Lipidhalle verantwortlich ((Brugger, Glass et al. 2005), (Saad, Miller et al. 2006)).
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Nach oder wahrend der Freisetzung des Virus findet die Partikelreifung statt, bei der
das Gag von der viralen Protease in seine Domanen gespalten wird. Die MA
verbleibt im reifen Partikel an der Membran.

Wahrend des Eintrittsprozesses geht das MA-Protein vermutlich vom Partikel
verloren. Mittels VSV-G pseudotypisierten Viren wurde gezeigt, dass das MA-Protein
prinzipiell zu spaten Zeitpunkten nach der Fusion im Zytosol verbleibt. Mittels
Westernblotanalyse aufgereinigter PIC wurde allerdings bestatigt, dass ein gewisser
Anteil der MA noch mit dem Genom assoziiert ist ((Miller, Farnet et al. 1997), (Fassati
and Goff 2001), (Bukrinsky 2004)). Ob die MA mit dem PIC in den Kern translokiert,
wurde in der Vergangenheit diskutiert. Zum einen wurde aus der
Aminosauresequenz ein Kernimportsignal postuliert ((Bukrinsky, Haggerty et al.
1993)), zum anderen dominiert in zellular exprimierter MA der Kernexport ((Dupont,
Sharova et al. 1999), (Lampe, Briggs et al. 2007)). AuRerdem kann die MA-Domane
durch eine andere Membranbindungsdomane ersetzt werden. So entstandene Viren
haben kein Infektionsdefizit. Daher besitzt MA zumindest keine essentielle Rolle

wahrend des Infektionsprozesses.
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Abb. 1.4 Schematische Darstellung des Myristyl-Switches (nach (Tang, Loeliger et al.
2004)): In monomeren Gag oder MA (grin) bindet der Myristylanker hauptsachlich an die
MA-Doméne zuruck (oben). In Gag-(MA-)Multimeren extendiert der Myristylanker. Nach
Spaltung von CA (rot) von dem MA-Protein liegt das Gleichgewicht weniger deutlich auf der
Seite von polymeren Molekilen mit extendiertem Myristylanker. Dieser Mechanismus
unterstitzt die Assemblierung von Gag an der Plasmamembran (unten, links). Nach
Proteolyse ist auch das MA-Protein nicht mehr so stark an die Membran gebunden und kann

sich unter Umsténden abldsen (unten, rechts).
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1.6 Das Virale Protein R

Das Virale Protein R (Vpr) ist ein akzessorisches Protein von HIV, welches zu den
spateren Produkten der HIV-Proteinsynthese gehort. Es besteht aus 96 Aminosauren
(apparentes Molekulargewicht 14 kDa) und ist in den eng verwandten Virustypen
HIV-1, -2 und Simian Immunodefizienz Virus (SIV) stark konserviert. Uber direkte
Interaktion mit der C-terminalen p6-Domane von Gag wird es in das sich formende
Virus verpackt. Nach der Prozessierung von Gag durch die Protease bindet es
bevorzugt an das NC ((Rocquigny, Petitiean et al. 1997), (Jenkins, Sanchez et al.
2001), (Selig, Pages et al. 1999)). Im reifen Partikel findet es sich hauptsachlich im
Viruskern. Zumindest teilweise verbleibt das Vpr auch im Praintegrationskomplex
((Bukrinsky 2004), (Fassati and Goff 2001), (Li, Olvera et al. 2001)). Es besitzt zwar
keine Nukleusimportsequenz, kann allerdings in den Kern inkorporiert werden. Bei
alleiniger Expression lokalisiert es hauptsachlich an den Kernporen. Dies kdnnte ein
Hinweis sein, dass es mit dem Praintegrationskomplex in den Nukleus transportiert
wird bzw. den Transport durch die Kernporen mit ermoglicht ((Fouchier and al. 1998),
(Rouzic and al 2002)).
Zu den bekannten Funktionen des Vpr gehoren:
- Es verstarkt den Import viraler DNS in den Nukleus ((Connor, Chen et al.
1995), (Conner and Schmid 2003))
- Es halt T-Zellen in der G2-Phase der Mitose an ((de Noronha, Sherman et al.
2001), ).
- Es fuhrt zu einer Erhohung der transkriptionellen Aktivitat der LTR und
induziert Apoptose ((Gummuluru and Emerman 1999), (Hrimech, Yao et al.
1999), (Alimonti, Ball et al. 2003)).
AuRerdem wird ihm eine Rolle bei dem Verlust der T-Zellen zugesprochen. Es sollen
sich etwa 350 bis 700 Moleklle Vpr in einem Virus befinden. Auch N-terminale
Fusionsproteine von Vpr werden in das Virus inkorporiert. Dieser Umstand wurde in
der Vergangenheit ausgenutzt, um neben fluoreszenzmarkierten Vpr auch andere

Proteine wie die IN oder das Enzym der B-Lactamase in das Virus zu inkorporieren.
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1.7 Das Integrase-Protein

Die Integrase ist eines der charakteristischen Enzyme der Retroviren. Es vermittelt
mit der Integration des viralen Genoms in die Wirts-DNS eine Schlisselreaktion des
retroviralen Replikationszyklusses ((Whitcomb and Hughes 2003), (Goff 2003)). Es
wird als Bestandteil des Gag-Pol-Polyproteins in naszierende Partikel integriert. Im
reifen Partikel befindet es sich im Viruskern. Es verbleibt wahrend des Eindringens
des Virus in die Zelle bei der RNS und gelangt nach der reversen Transkription als
Bestandteil des Praintegrationskomplexes in den Kern der Wirtszelle, ((Miller, Farnet
et al. 1997), (Fassati and Goff 2001), (Bukrinsky 2004)).

Die Integrase (32-kDa) ist aus drei strukturell und funktionell unterschiedlichen
Domanen aufgebaut, dem N-Terminus, dem katalytischen Zentrum und dem C-
Terminus. Der N-Terminus, der mittels eines HHCC-Motifs Zinkionen bindet, ist flr
die Multimerisierung des Proteins, vermutlich in Tetramere, verantwortlich. Das
katalytische Zentrum enthalt ein konserviertes D,D-35-E Motif, welches sehr wichtig
fur die katalytische Aktivitat des Proteins ist ((Chow, Vincent et al. 1992), (Bushman,
Engelman et al. 1993)). Der C-Terminus bindet die DNS unspezifisch ((Greenwald,
Le et al. 1999)). Funktionell stellt es vermutlich ein Tetramer dar ((Cherepanov,
Maertens et al. 2008)). Zur Integration schneidet die Integrase zwei Nukleotide vom
3’-Ende der viralen DNS (genannt 3’-Prozessierung) und integriert anschlielend das
veranderte 3’-Ende in die Wirts-DNS. Im SO entstandenen
Integrationszwischenprodukt verbleiben das 3°-Ende des Wirts und das 5°-Ende des
Virus unverbunden. Zur Vollendung der Integration werden die ungepaarten
Nukleotide am 5°-Ende des Virus entfernt und vermutlich durch Reparaturenzyme
des Wirts aufgefillt ((Chow, Vincent et al. 1992)).

1.8 Viruseintritt

Hauptfunktion viraler Partikel ist das Uberbringen ihrer genetischen Information in
eine Wirtszelle. Dabei stellt eine zellulare Membran das erste Hindernis dar, das
Viren Uberwinden mussen.

Dazu muss das Virus zuerst an einen oder mehrere Zellrezeptoren binden. Man
unterscheidet spezifische und unspezifische Zellrezeptoren. Die Verteilung der
spezifischen Rezeptoren bestimmt, welche Arten von Zellen infizierbar sind. Erste

unspezifische Wechselwirkungen werden oft von Glykosaminoglykane wie

11
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Heparansulfat oder Glykolipiden vermittelt ((Ugolini, Mondor et al. 1999), (Young,
Knipe et al. 2001), (Vlasak, Goesler et al. 2005)). Anschliel3end interagieren virale
Oberflachenproteine mit spezifischen Rezeptoren, zu denen lonentransporter,
Adhasionsfaktoren, Signalproteine und andere Oberflachenproteine gehdren
((Kwong, Wyatt et al. 1998), (Rossmann, He et al. 2002), (Skehel and Wiley 2002),
(Stewart, Dermody et al. 2003)). Trotz einer hohen Spezifitat der Bindung sind viele
Virus-Rezeptorinteraktionen von geringer Affinitdt, weshalb oft mehrere zellulare
Rezeptoren benutzt werden, was nicht nur zu einer Steigerung der Bindung flhrt,
sondern die entstandenen Molekulcluster auch als Ausgangspunkt flr
Signalkaskaden dienen konnten. Der Rezeptor bleibt bei den spezifischen Virus-Zell-
Wechselwirkungen auch wahrend einer eventuellen Endozytose gebunden. In

manchen Fallen ist er auch an der folgenden Fusionsreaktion beteiligt.

FUr die Fusion durchbrechen Viren entweder die Plasmamembran oder innere
Vesikelmembranen der Zelle, in die sie durch Endozytose gelangen. Die meisten
Retroviren und Herpes Simplex Virus 1 haben einen pH-Wert unabhangigen
Fusionsschritt, weshalb vermutet wurde, dass sie ihre Fusionsreaktion an der
Plasmamembran stattfindet ((Maddon, McDougal et al. 1988), (Pelchen-Matthews,
Clapham et al. 1995)). Ein alternativer Virus-Eintrittsweg verlauft iber Endozytose.
Jedoch erfolgt dabei die Membranfusion bereits vor Azidifizierung des Endosoms.
Die beiden Eintrittswege unabhangig von einander zu untersuchen ist schwierig, da
Endozytose von Viruspartikeln immer parallel stattfindet. Es ist deshalb oft unklar, ob
endozytierte Viruspartikel zur Infektion fuhren kdnnen oder nur lysosomal abgebaut
werden. Fur Herpes Simplex ist Fusion an der Plasmamembran und im Endosom
durch Studien belegt und beide Wege flhren zur Infektion. Im Falle von HIV wurde
die Fusion an der Plasmamembran als alleiniger Weg zur Infektion einer Zelle zuletzt
angezweifelt. So konnte beispielsweise fur HIV gezeigt werden, dass endozytierte
Partikel zur Infektion beitragen konnen ((Fackler and Peterlin 2000), (Daecke,
Fackler et al. 2005)). Mittlerweile gibt es Hinweise, dass im Fall von HIV die
Endozytose der Haupteintrittsweg flr die Infektion sein kénnte ((Miyauchi, Kim et al.
2009)). Endozytose hat gegenuber der Fusion an der Plasmamembran fur die Viren
einige Vorteile. So werden der Aktinkortex der Zelle und ein Grofteil des sehr
viskosen Zytosols mit Hilfe zelleigener Mechanismen durchdrungen ((Marsh and
Bron 1997); (Dohner and Sodeik 2005)). Der zuerst entdeckte Endozytoseweg stellt
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die Clathrin-abhangige Endozytose dar. Mittlerweile sind verschiedene Alternativen
gefunden worden. So werden Einbuchtungen in der Zelloberflache, sogenannte
Caveolae, fur die Endozytose genutzt ((Parton and Simons 2007)). Ein anderer
Startpunkt sind Lipiddomanen, von welchen es verschiedene Varianten gibt ((Marsh
and Helenius 2006)).

Offensichtlich benutzen Viren (wie z.B. Adenoviren (Li, Stupack et al. 1998);
(Nemerow and Stewart 1999)) haufig Signalproteine fur ihre Fusion. Neben den
vielen Beispielen flr Signalrezeptoren gibt es zunehmend Hinweise darauf, dass
Viren zusatzlich Lipidplattformen fur ihre Interaktion nutzen, um Signalwege in die
Zelle effizient zu aktivieren. (Damm 2005), (Ono and Freed 2005), (Coyne and
Bergelson 2006)). Eine Aktivierung konnte unter Umstanden dazu dienen, den unter
der Plasmamembran der Zelle gelegenen Aktinkortex lokal zu depolymerisieren und
so den Weg des Virus weiter ins Zellinnere zu erleichtern.

Neben dem Aktinkortex stellt der Transport durch das Zytosol eine Limitierung fur
einen Virus dar. Fur ein relativ groles Objekt wie ein Komplex aus Virusproteinen
und -Genom ist dort ein Transport durch Diffusion allein quasi unmoglich. Daher
bedienen sich viele Viren des Zytoskeletts, um ihren intrazellularen Replikationsort zu
erreichen. So werden Herpeskapside und auch HIV-Proteine mittels Motorproteinen

entlang von Mikrotubuli bewegt.
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Abb. 1.5: Verschiedene Arten der Endozytose mit Beispielen von Viren, die diese nutzen
(adaptiert aus (Marsh and Helenius 2006)). Die unterschiedlichen Endozytosewege kdnnen
nach ihrer Dynaminabhangigkeit eingeteilt werden (dynaminunabhanigig, gelb;
dynaminabhangig, blau). Dynamin- und clathrinunabhangig kénnen z.B. Influenzaviren und
Papillomaviren aufgenommen werden. Sehr haufig werden Viruspartikel Uber dynamin- und

clasthrinabhangige Endozytose aufgenommen.

1.9 Die HIV-Fusion

Die Virusfusionsproteine von Retroviren gehdren zur Klasse 1*. Im Fall von HIV-1
wird die Fusion von gp120 (bildet die Oberflacheneinheit, SU) und gp41 (bildet die
Transmembraneinheit, TM) vermittelt ((McCune, Rabin et al. 1988)), die aus dem
Env-Polyprotein hervor gehen. Das gp41 besitzt die zwei Helices HR1 und HR2
sowie das eigentliche Fusionspeptid. Die beiden Glykoproteine liegen zusammen als
trimere Einheit in der Virusmembran vor, jedoch nicht kovalent aneinander gebunden
((Lu, Blacklow et al. 1995)).

* Derzeit werden drei unterschiedliche Klassen von viralen Fusionsproteinen unterschieden. Die
Unterscheidung erfolgt Uber die Struktur der ,extrazellularen® Domane (Melikyan, G. B. (2008).
"Common principles and intermediates of viral protein-mediated fusion: the HIV-1 paradigm.”
Retrovirology 5(1): 111-124.). Klasse 1 beinhaltet Fusionsproteine mit vornehmlich a-helicale Motive,
Kasse 2 vorwiegend B-Faltblatt Motive und Klasse 3 Motive mit Anteilen von beiden. Weitere Beispiele
von Viren mit Fusionsproteinen anderer Klassen: Klasse 2: Dengue Virus; Klasse 3: VSV(Harrison, S.
C. (2008). "Viral membrane fusion." Nat Struct Mol Biol 15(7): 690-698.).
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Initial bindet das Oberflachenprotein gp120 an den zellularen Rezeptor CD4. Dies
verursacht eine Konformationsanderung im gp120, welche die
Korezeptorbindungsstelle exponiert. Je nach dem Tropismus des Virus der
hauptsachlich von der V3-Schleife des gp120 bestimmt wird, handelt es sich dabei
um den CCR5- oder CXCR4-Korezeptor. Nach Bindung von Rezeptor und
Korezeptor erfolgt eine Konformationsanderung in gp41, wodurch die zwei Helices
HR1 und HR2 miteinander die Fusion antreibende 6-Helix-Bundel bilden kdnnen
(Abb. 1.6). Dieser Prozess bringt die beiden Membranen dicht aneinander. Bei der
Verbindung der Membranen, der eigentlichen Fusion, werden verschiedene
Zwischenprodukte diskutiert, die relativ stabile Ubergangsprodukte sein konnen. Im
ersten Zwischenprodukt einer Fusion sind die aufleren Schichten der jeweiligen
Membranen schon miteinander fusioniert, wahrend die inneren noch getrennt sind
((Ellens, Bentz et al. 1985), (Leventis, Gagné et al. 1986), (Kemble, Danieli et al.
1994)). Dieser Zustand stellt eine Hemifusion dar.

Ein weiterer die Kinetik minimierender Schritt stellt das Offnen der Fusionspore dar
((Markosyan, Cohen et al. 2003)). Dies wurde unter anderem anhand der viralen
Fusion von HIV-1 gezeigt ((Melikyan, Markosyan et al. 2000), (Melikyan, Barnard et
al. 2005)). Nach Formierung des 6-Helix-Bundels ist die Bildung der Fusionspore

abgeschlossen, und der Viruskern wird ins Zytosol entlassen.

Fusionspeptid

Rezeptor

SU Bindung
™ r-i

Trimer

Abb. 1.6: Darstellung der Fusion. Viruseigenes trimeres Hillprotein bindet an CD4 der
Wirtszelle. Im Fall von HIV-1 wird im Anschluss der Korezeptor rekrutiert (nicht dargestellt).
Rezeptorbindung oder niedriger pH flihren zu Konformationsanderungen in der
Transmembrandomane (TM). Diese ermdglicht die Insertion von HR1 in der Zellmembran
(zweites Bild). Durch die Zusammenlagerung von HR1 und HR2 zum 6-Helixblindel werden
die Membranen aneinander gebracht und die Energie fir die Fusion gebildet. Uber die
Hemifusion der beiden Membranen (drittes Bild) kommt es schliellich zur vdlligen
Verschmelzung beider Membranen und der Fusionsporendffnung (viertes Bild, nach
(Melikyan 2008)).
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1.10 Uncoating

Nach der Fusion ist das Virus darauf angewiesen, die reverse Transkription
durchzufihren. Es ist daher unerlasslich, dem RNS-Genom und der Reversen
Transkriptase, durch den teilweisen Abbau der Kapsidhille, Zugang zu den
zellularen Nukleotiden und anderen bendtigten zellularen Komponenten zu geben
((Dvorin and Malim 2003)). Interessanterweise verursachen Mutationen im viralen
Kapsid, egal ob sie stabilisierend oder destabilisierend auf das virale Kapsid wirken,
eine Inhibierung der Infektion ((Stremlau, Owens et al. 2004), (Arhel, Souquere-Besse
et al. 2007)). Dies liegt vermutlich an verschiedenen zellularen Proteinen der Trim-
Familie (z.B: Trim5a. ((Stremlau, Owens et al. 2004)), die mit dem Viruskapsid der
Mutanten interagieren konnen und eine Infektion dadurch verhindern. Nach der
reversen Transkription wird der PIC gebildet. Dieser besteht aus den viralen
Proteinen IN, RT, Vpr und vermutlich einem Rest von MA. Zusatzlich interagieren mit
diesem die zellularen Proteine Cyclophilin A ((Thali, Bukovsky et al. 1994), (Franke,
Yuan et al. 1994)) und LEDGF ((Cherepanov and al. 2003)).

1.11 Darstellung der Fusion von Retroviren auf Einzelpartikelebene.

Verschiedene  Studien haben sich in der letzten Zeit mit der
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung der Virusfusion auf Einzelpartikelebene
beschaftigt. Dazu stehen verschiedene Methoden zur Fluoreszenzmarkierung von
Viruspartikeln zur Verflugung. Durch Zugabe von an reaktive Gruppen gekoppelte
Fluorophore zu aufgereinigten Viruspartikeln konnen die dufleren Strukturen des
Virus zufallig markiert werden (im Falle von nicht umhillten Viren also das
Viruskapsid, bei umhdliten Viren die Hullproteine und die Lipide der
Virusmembranen). Fur umhullte Viren konnen anstelle der reaktiven Gruppen
lipidahnliche fluoreszierende Spezies verwendet werden. Diese inserieren in die
Virusmembran.

Eine andere Strategie stellt die Kopplung z.B. viraler Strukturproteine an
autofluoreszierende Proteine dar. Durch den Einbau der fluoreszierenden
Strukturproteine wird so das Viruspartikel markiert. Anstelle der Verwendung von
autofluoreszierenden Proteinen kdnnen auch Tag-Systeme verwendet werden. An

diese kdnnen spater organische Fluorophore mit optimalen
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Fluoreszenzeigenschaften gekoppelt werden. Mit diesen Methoden kénnen Viren
markiert und wahrend der Virus-Zell-Interaktion verfolgt werden.

Eine Aussage uber den Eintritt der Viren in die Zelle Iasst sich nur indirekt Auskunft
gewinnen. Dazu sind spezielle Virusmarkierungsstrategien noétig. Fur die Darstellung
von Fusionsereignissen einzelner Partikel wurden mehrfach markierte Partikel
verwendet ((Markosyan, Cohen et al. 2000), (Rust, Lakadamyali et al. 2004),
(Melikyan, Barnard et al. 2005)). Anderungen in den Fluoreszenzsignalen sollen bei
der Fusion spezifisch den Eintritt des Partikels in die Zelle anzeigen. Bei mehrfach
markierten Partikeln kann sich ein Fluoreszenzsignal z.B. auflésen, sich von den
anderen separieren oder durch Dequenchen ihre Intensitat stark verandern.

FUr umhullte Viren wie Influenza und HIV wurde der lipophile Farbstoff DiD (1,1'-
Dioctadecyl-3,3,3',3'-tetramethylindodicarbocyanin) verwendet. Dieser Farbstoff
integriert in die aul’ere Schicht von Lipidmembranen. Im Fall von Influenza-Viren ist
die Membran mit DID so stark bepackt, dass sich die Pi-Elektronensysteme der
Fluorophormolekile gegenseitig beeinflussen. Anstatt den angeregten Zustand nach
Absorption eines Photons duch Emission eines Photons zu verlassen, erfolgt eine
strahlungslose Deaktivierung des angeregten Zustands (Quenchen). Zu einem
Dequenchen kommt es, wenn sich bei einer Fusion mit einer anderen Membran die
Fluoreszenzmolekule in der Zielmembran verdinnen. Die Fluorophore gewinnen also
im Moment der Fusion an Intensitat. So konnte eine Clathrin-abhangige Endozytose,
gefolgt von Fusion gezeigt werden ((Rust, Lakadamyali et al. 2004)).

Mit DiD markierte HI-Viren dagegen zeigen einen Verlust des DiDs im Moment der
Fusion bzw. Hemifusion ((Melikyan, Barnard et al. 2005)). Diese Partikel sind
schwacher mit DiD beladen, so dass ein Dequenchen in der Regel nicht beobachtet
wird. Werden diese Viren also erst endozytiert, und fusionieren mit einem kleinen
Endosom, verbleibt die DiD-Markierung im Endosom als punktierte Struktur sichtbar
((Miyauchi, Kim et al. 2009)). Die DiD-Markierung geht schon im Moment der
Hemifusion verloren, da DiD sich vornehmlich in der auf3eren Membran befindet. Zur
Unterscheidung von Hemifusion und Fusion wird daher ein nicht an virale Strukturen
gebundener Fluoreszenzfarbstoff in das Virus eingefihrt, welcher bei der
Fusionsporenbildung vom Partikel verloren gehen soll. Auf diese Weise wurde
demonstriert, dass viele HI-Viren an der Plasmamembran hauptsachlich Hemifusion
durchfluihren (ihr DiD-Signal verlieren), aus der sie meist nicht in der Lage sind die

Fusion abzuschlielen (die Fusionspore zu 6ffnen und den inneren Marker zu
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verlieren). Andererseits sind Fusionsereignisse aus Endosomen beobachtet worden.
Die Markierung von HIV mit DiD kann nicht zwischen Fusion und Hemifusion
unterscheiden. Der Anteil der HI-Viren, die sich durch DiD markieren lassen, betragt
etwa 20% ((Melikyan, Barnard et al. 2005)).

Im Falle von HIV wurden verschiedene Fusionsproteine zur Darstellung von Viren im
Fluoreszenzmikroskop eingefuhrt. So existieren N-terminal markierte Vpr-Konstrukte,
welche unter anderem zur Beobachtung von VSV-G pseudotypisierten HIV-Partikeln
und dem Transport von HIV-Cores im Zytosol verwendet wurden ((McDonald,
Vodicka et al. 2002)). Mittels einer auf Tetracysteine beruhende Markierung wurden
CA und damit HIV-Kerne markiert ((Campbell, Perez et al. 2008)). Auch von MA
existieren fluoreszierende C-terminale Konstrukte, die zur Darstellung einzelner Viren
verwendet wurden ((Muller, Daecke et al. 2004), (Lampe, Briggs et al. 2007)). Bei
hoher Expression von markierten Konstrukten wird die Infektidsitat der Partikel stark
beeintrachtigt ((Muller, Daecke et al. 2004)). Dies kann umgangen werden, indem
eine Proteasespaltungsstelle zwischen MA und Fluorophor eingefuhrt wird
((Miyauchi, Kim et al. 2009)). Als Fusionsmarker wurden neben dem schon
verwendeten DiD transmembrane Anker von Proteinen an Fluorophore gekoppelt
und in virusproduzierende Zellen transfiziert. Allerdings wurde nie eine
Uberzeugende Anzahl an Fusionsereignissen gefunden ((Campbell, Perez et al.
2007)).

Viele Markierungungen fir live cell imaging beruhen auf der Expression von
fluoreszierenden Proteinen, die an ein zu untersuchendes Protein fusioniert sind. Die
heutigen fluoreszierenden Proteine sind gegenuber den synthetischen Fluorophoren
(kleinen organischen Verbindungen wie den Rhodaminen, ALEXA oder ATTO-
Farbstoffen) in Quantenausbeute und Lebensdauer unterlegen. Es liegt nahe, bei
Markierungsversuchen, bei denen nur wenige Fluorophore die Zielstruktur markieren
konnen (wie Viren oder der Untersuchung einzelner Proteine), auf fluoreszierende
Proteine zu verzichten. Aullerdem sind sterische Behinderungen des markierten
Proteins durch die kleinen organischen Fluorophore weniger wahrscheinlich als z.B.
bei GFP. Andere Mdglichkeiten stellen so genannte Tag-Systeme dar, wie z.B. der
Tetracystein-Tag oder der SNAP-Tag. Bei letzterem wird eine Zwischenstufe in der
normalerweise von der O6-Alkylguanine-DNS Alkyltransferase katalysierten Reaktion
ausgenutzt. Eine optimierte Variante dieses Proteins wird an Stelle von z.B. GFP mit

dem Zielprotein fusioniert und exprimiert. Fur die Markierung wird ein fur das Protein
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nicht spaltbares Substrat, an das ein organischer Fluorophor gekoppelt ist,
eingesetzt. Das Protein reagiert mit dem Substrat wie das Wildtypenzym bis zu
einem Punkt, an dem das Protein und Substrat (und damit auch der Fluorophor)
kovalent verbunden sind ((Keppler, Kindermann et al. 2004)). Dies fuhrt zu einer
quantitativen Markierung des Zielproteins durch kovalent gebundene, organische
Fluorophore und einer kleineren zusatzlichen Domane als die Markierung mit
fluoreszierenden Proteinen.

Im Vorfeld dieser Arbeit wurde versucht, die Fusion durch den Verlust des mit
Membranen assoziierten MA-Proteins vom viralen Kern (mit fluoreszenzmarkiertem
Vpr) zu zeigen. Zur Steigerung der Fusogenitat wurden VSV-G pseudotypisierte
Viren verwendet. Zur Automatisierung der Analyse wurde ein Algorithmus zum
Virustracking erstellt (siehe (Godinez, Lampe et al. 2009)). Es konnte gezeigt
werden, dass in dem verwendeten System die erwartete Farbtrennung innerhalb der
ersten 3 Stunden der Virus-Zell-Inkubation auftrat ((Lampe, Briggs et al. 2007)). Trotz
intensiver Suche wurde allerdings nur ein Farbtrennungs- und damit Fusionsereignis
gefunden ((Lampe 2007)).

1.12 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung friher Ereignisse der Infektion von
Retroviren durch Visualisierung der Fusion der Retroviren auf Einzelpartikelebene.
Als erster Schritt wurden doppelt markierte Viren erzeugt, die bei der Fusion eine in
der Virusmembran lokalisierte Fluoreszenzmarkierung verlieren. Dazu war eine
Fluoreszenzmarkierung in der viralen Membranhille zu etablieren. Getestet wurden
fluoreszierende Lipide, an Membrananker fusionierte fluoreszierende Proteine und
eine fluoreszenzmarkierte und weiterhin fusogene Variante des MLV Hullproteins.
Nach dem Vergleich der verschiedenen Markierungsstrategien hinsichtlich der
Markierungseffizienz und ihren Auswirkungen auf die virale Eintrittskompetenz wurde
das vielversprechende Markierungsverfahren Uber das MLV-Hullprotein fir die
weiteren Untersuchungen verwendet. Mit dem MLV-Hdullprotein wurden HIV-Partikel
pseudotypisiert. Die innere Partikelstruktur wurde mit fluoreszenzmarkierten
Versionen der HIV-Proteine MA, IN oder Vpr visualisiert.

Fur die quantitative Erfassung von Einzelpartikelfusionsereignissen wurde eine neue

Versuchsanordnung etabliert und charakterisiert. Mit diesem Verfahren und den
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mehrfach markierten Partikeln wurde die retrovirale Fusion auf Einzelpartikelebene
untersucht. Durch Vergleich der verschiedenen inneren Marker in ihrem Verhalten
nach Fusion wurde versucht, auf die folgenden Schritte, wie dem uncoaten des Virus

und dem Transport der retroviralen Bestandteile, Ruickschlisse zu ziehen.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Acrylamid-Bisacrylamid (29:1)
Agar (Bacto-Agar)
Agarose
Amino-N-Capronsaure
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin
B-Mercaptoethanol
BG-Fluorescein

Bovines Serumalbumin (Fraktion V)
Bromphenolblau

C-16 Korper-Bodipy
CCF2-AM

Chloroform

DHPE-Texas red

DiD

EDTA

Eisessig

Ethanol (absolut)
Ethidiumbromid
Fibronectin

Fotales Kalberserum
Galactosyl Ceramid-NBD
Glutamin

Glycerin

Glycin

Glykogen

Rothiphoreses Gel, Roth, Karlsruhe
Becton-Dickinson (BD), Heidelberg
Cambrex, Oberhachingen

Biomol, Hamburg

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Covalys, Luzern (Schweiz)

Roth, Karlsruhe

Chroma, Furstenfeldbruck

Avanti Polar Lipids, Alabaster (USA)
Invitrogen, Karlsruhe

Fluka, Steinheim

Avanti Polar Lipids, Alabaster (USA)
Invitrogen, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

JT Baker, Deventer (Niederlande)
Riedel de Haen, Seelze

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim
BioWhittaker Europe, Heidelberg
Avanti Polar Lipids, Alabaster (USA)
Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Beckman, Krefeld
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GM1-Bodipy Avanti Polar Lipids, Alabaster (USA)
Hefeextrakt Becton-Dickinson, Heidelberg
HEPES Roth, Karlsruhe

Isopropanol Riedel de Haen, Seelze

Kaliumhexacyanoferrat-Il|
Kaliumhexacyanoferrat-II
Kalziumchlorid

Kanamycin
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid

MES

Methanol

Methanol (absolut)
N,N,N,N-Tetramethylendiamin (TEMED)
Natriumacetat

Natriumazid

Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natronlauge (2 N)
Natriumperchlorat
Paraformaldehyd (PFA)

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Biomol, Hamburg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
AppliChem, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

PBS (ohne Magnesium- und Kalziumchlorid) Biochrom, Berlin

Penicillin Invitrogen, Karlsruhe

Avanti Polar Lipids, Alabaster (USA
Avanti Polar Lipids, Alabaster (USA)
Phosphatidylinositol Avanti Polar Lipids, Alabaster (USA)
POPC Avanti Polar Lipids, Alabaster (USA)

Propanol Merck, Darmstadt

Phosphatidylethanolamine-TMR

Phosphatidsaure

Fluka, Steinheim
Avanti Polar Lipids, Alabaster (USA)

Invitrogen, Karlsruhe

Schwefelsaure
Sphingosine-NBD
Streptomycin
Sulfosalicylsaure
TEMED Roth, Karlsruhe

Trichloressigsaure

Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck, Darmstadt



Material und Methoden

Tris

Roth, Karlsruhe

Trypsininhibitor (aus der Sojabohne) (#6522) Sigma-Aldrich, Steinheim

Trypsin
Tween-20

Wasserstoffperoxid 30 %

Biochrom AG, Berlin
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-3-D-Galactosid) Roth, Karlsruhe

2.2 Verbrauchsmaterialien, Reagenzien und Kits

CL-Xposure Film Clear Blue
Filterpapier

Fugene 6 Transfektions Reagenz
8-Kammer-Deckglaser (Lab-Tek,

Nr. 155411)

Spritzenfilter Membrex 25CA Filter
(0,45 m Poren)

Spritzenfilter steril 0,22 m
Zellulosemischmembran 3MM
Nitrocellulose Transfer Membran
Protran BA85

Nucleobond AX (Plasmid Preparation
(Mini-, Midi- und Maxi-Kit))
NucleoSpin Extract Il Kit
Polyethylinimin (PEI)
Reaktionsgefalle (0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml)
Pipettenspitzen

Zellkulturmaterialien (Flaschen, Schalen,
Platten)

Zentrifugenrohrchen (15 ml bzw. 50 ml,
“Falcons”)

Einwegpipetten, gestopft fur Zellkultur
(2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml)

Pierce, USA
Whatman, Dassel
Roche, Mannheim

Nunc, Wiesbaden

Membra Pure, Bodenheim

Roth, Karlsruhe
Whatman, Dassel

Whatman, Dassel
Macherey-Nagel, Duren
Macherey-Nagel, Duren
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sarstedt, Nurnbrecht
Sarstedt, Nurnbrecht

TPP, Trasadingen (Schweiz)

TPP, Trasadingen (Schweiz)

Sarstedt, NUrnbrecht
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2.3 Puffer und Losungen

PBS/Tween

ELISA-Farbelésung

Acrylamid (30:0,8)

Acrylamid (30:0,15%)

4xTrenngelpuffer

4xSammelgelpuffer

6 x Agarosegel-
Ladepuffer

CaCly-Lésung

Farbeldsung fur
p24 ELISA

HBS-Ldsung

Laufpuffer fur SDS-
Polyacrylamidgele:

PBS mit
Tween-20 0,05% (v/v)

0,1 M Natriumacetat
0,006 % (v/v) Wasserperoxid

1 % (w/v) Tetramethylbenzidin (TMB)

30 % (w/v) Acrylamid
0,15 % (w/v) Bisarylamid

30 % (w/v) Acrylamid
0,8 % (w/v) Bisacrylamid

1,5 M Tris-HCI pH 8,8
0,4 % (w/v) SDS

0,5 M Tris-HCI pH 6,8
0,4 % SDS

10 mM Tris-HCI pH 7,6

60 mM EDTA

60 % (w/v) Glycerin

0,15 % (w/v) Orange G

0,03 % (w/v) Xylencyanol FF

Wenn nicht anders angegeben:
2,5M CaCl2 in H20

0,1 M Natriumacetat pH 6,0
0,006 % (v/v) Wasserstoffperoxid
1 % (w/v) Tetramethylbenzidin

50 mM Hepes

0,28 M Natriumchlorid

1,5 mM NazHPO4

pH-Wert auf 7,05 eingestellt

Fir 1 | Gebrauchslésung
1 g SDS

3,03 g Tris

14,4 g Glycin
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Natriumacetat-Losung

PBS

3%iges PFA
3 x SDS Probenpuffer

50 x Laufpuffer fur
Agarosegele (TAE)

TE-Puffer

Western-Blot-
Transfer-Puffer

B-Galactosidase-Losung

Wenn nicht anders angegeben:
1 M Natriumacetat in H,O (pH 6,0)

0,137 M NaCl
2,7 mM KClI

8 mM Nax;HPO4
1,8 mM KH2PO4

3 % (w/v) Paraformaldehyd in PBS

125 mM Tris-HCI pH 6,8

2 % (w/v) SDS

10 % (w/v) Glycerin

0,02 % (w/v) Bromphenolblau
5 % (v/v) B -Mercaptoethanol

Far 11 Losung:

242 g Tris-HCI pH 8,0
57,1 ml Eisessig

100 ml 0,5 M EDTA

10 mM Tris-HCI pH 7,5
1 mM EDTA

48 mM TRIS
39 mM Glycine
0,375% SDS
20% Methanol

1 mg/ml X-Gal in DMSO
4 mM KsFe(CN)s

4 mM KsFe(CN)g

2 mM MgCl,

in PBS
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2.4 Enzyme

Alkalische Phosphatase MBI-Fermentas, St. Leon-Rot
Pfu-Polymerase MBI-Fermentas, St. Leon-Rot
Restriktionsendo- MBI-Fermentas, St. Leon-Rot
Nukleasen

RNase A Macherey-Nagel, Duren
T4-DNA Ligase MBI-Fermentas, St. Leon-Rot

2.5 DNS und Protein-Standardmarker

1 kb-DNA Molekulargewichtsmarker (Invitrogen, Karlsruhe)

Proteinmarker ,Mix6“ (Invitrogen, Karlsruhe)

2.6 Antiseren

Wenn nicht anders angegeben, wurden die folgenden Kaninchen-Antiseren durch
Immunisierung mit aufgereinigten Proteinen oder Peptiden hergestellt. Sie wurden fur
Westernblotanalysen in der jeweils angegebenen Verdlinnung eingesetzt. Als
Zweitantikorper wurde ein kommerzieller Ziege-a-Kaninchen-Antikorper oder Ziege-
a-Ratte-Antikorper (Dianova, Hamburg, cross absorbed), gerichtet gegen den
konstanten Teil der Antikorper, verwendet, an den das Enzym Meerettich-Peroxidase

(HRP) gekoppelt war. Die Verdunnung des Zweitantikdrpers betrug 1:10.000.

g::leki?:lr'ﬁrel:;\g Verdiinnung Spezies Herkunft
a -CA3 1:5.000 Kaninchen AG Krausslich
a -GFP 1:5.000 Kaninchen Sigma-Aldrich,
Steinheim
AG Krausslich
a -MA 1:5.000 Kaninchen (Lampe, Briggs
et al. 2007)
AG Krausslich
a -Vpr 1:2.000 Kaninchen (Lampe, Briggs
et al. 2007)
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g:::izmﬁ:;g Verdiinnung Spezies Herkunft
C. Buchholz,

a -MLV.Env 1:3.000 Ratte Paul Ehrlich
Institute, Langen
C. Buchholz,

a-MLV CA 1:4.000 Ratte Paul Ehrlich
Institute, Langen
Heinrich

a -mCherry 1. 250 Lama Leonhardt, LMU
Munich

a -AGT 1:2.000 Kaninchen Sigma-Aldrieh,
Steinheim

2.7 Verwendete Plasmide

Hergestellt /

Name Beschreibung Fluorophor / Tag
erhalten von
(Bohne and
pCHIV Provirales Plasmid Krausslich 2004) / | -
Barbara Muller
(Muller, Daecke et 6GEP. Coterminal
pCHIV.eGFP Provirales Plasmid al. 2004) / Barbara ’

Miuller

von MA

pCHIV.eGFPAEnNnv

Provirales Plasmid

(Lampe, Briggs et
al. 2007) / Barbara
Muller

eGFP, C-terminal
von MA

pCHIV.CFPAEnNnv

Provirales Plasmid

(Lampe, Briggs et
al. 2007) / Barbara
Muller

CFP c-terminal von

MA, vor Protease-
Schnittstelle

pCHIVAENnv

Provirales Plasmid

(Lampe, Briggs et
al. 2007) / Barbara
Muller

peGFP.Vpr

Fluoreszenzmarkiertes

Vpr-Fusionsprotein

(McDonald, Vodicka
et al. 2002) /
Barbara Miller

eGFP, N-terminal
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Hergestellt /

Fluorophor/

Name Beschreibung
erhalten von Tag
Fluoreszenzmarkiertes | (Lampe 2007) / mCherry, N-
pmCherry.Vpr . . .
Vpr-Fusionsprotein Marko Lampe terminal
B-Lactamase-Vpr-
pMM310 Fusionsprotein flr Natheniel Landau
Fusionsassay
Plasmid kodierend fur
OVSVG VSV-G (eingesetzt zur ((Emi, Friedmann et |
Pseudotypisierung von al. 1991))
HI-Viren)
Pl id kodi d fi
asmi odierena rtur (Kayman, Park et
MLV.Env (eingesetzt zur
pMLV.Env al. 1999) / Maik -

Pseudotypisierung von
HI-Viren)

Lehmann

pMLV.Env.YFP

Plasmid kodierend fir
MLV.Env (eingesetzt zur

Pseudotypisierung von

(Sherer, Lehmann
et al. 2003) / Maik

YFP, innerhalb

der SU-Domane

HI-Viren) Lehmann
Plasmid kodierend fiir
mCherry,
MLV.Env (eingesetzt zur
pMLV.Env.mCherry . Siehe 2.18.2 innerhalb der SU-
Pseudotypisierung von )
HI-Viren) Pomane
Maik Lehmann
Provirales Plasmid flr
pMDoldGag-Pol Ursprung: Richard | -
MLV-Partikel
Mulligan
Maik Lehmann
pMMP-LTR-LacZ Reportergen Ursprung: Richard | -
Mulligan
GPI-Anker fusioniert Barbara Muller /
pGPl.eGFP eGFP
mit eGFP Marko Lampe
GPI-Anker fusioniert Covalys, Luzern
pGPI-AGT -

mit AGT

(Schweiz)
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2.8 Synthetische Oligonukleotide fiir PCR

Primername Nukleotidsequenz (5'->3'):

MLV-H8D-fw CGGECTCCAGCCCTCGECCAGGT CTACAAC

MLV-H8D-rw GTTGTAGACCT GGCGAGGGCT GGAGCCG

2.9 Sterilisation

Medien fur die Bakterienkultur wurden bei 121°C und einem Druck von 1 bar fir
20 min autoklaviert. Waren Komponenten der Losungen hitzelabil, so wurden diese
unter sterilen Bedingungen durch einen Filter mit 0,22 ym Porengrofde steril filtriert

und anschlielfend dem Medium zugesetzt.

2.10 Bakterienkulturen

FUr Bakterienkulturen in Flissigmedium wurde Luria Bertani (LB)-Medium eingesetzt:

1,0 % (w/v) Bacto-Trypon
0,5 % (w/v) Hefeextrakt
170 mM NaCl

5 mM NaOH

Der pH-Wert wurde auf 7,5 eingestellt und das Medium anschliel3end autoklaviert.

Fir die Herstellung von LB-Agarplatten wurden dem LB-Medium 1,25 % (w/v) Agar
zugesetzt, die Mischung autoklaviert und im noch flissigen Zustand in 10 cm
Schalen gegossen. Je nach Bedarf wurden im noch flissigen Zustand
Selektionsantibiotika zugesetzt. Die finale Konzentration bei Ampicillin betrug

100 pg/ml bzw. bei Kanamycin 50 pg/ml.
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2.11 Bakterienstamme

Escherichia coli DH5

F-80d/acZM15 (lacZYA-argF) U169 recA1 endA1

hsdR17(rk-, mk+) phoA supE44 -thi-1 gyrA96 relA1

2.12 Zelllinien
Name Beschreibung Verwendung Herkunft
Hymang embryonale .. | Virusproduktion (gute ATCC
Nierenfibroblastenzelllinie, . .
immortalisiert Transfizierbarkeit, hohe | ((Pear, Nolan et
293T N Proteinproduktion nach | al. 1993), (Sena-
transformiert mit : .
. Transfektion) Esteves, Saeki
groRem T-Antigen von et al. 1999))
SV40 )
abgeleitet von
HelLa-Zelle, u.a. stabil Standardmodellzelllinie, | HelLa
HelLaP4 transfiziert mit CD4 und Virus-Zell-, ((Charneau,
X4 Infektionsexperimente Alizon et al.
1992))
Menschliche Kontrollzelllinie fur ATCC;
: . ) ((Scherer,
HelLa Cervikalkarzinom- Virus-Zell-
Zelllinie Interaktionsexperimente Syverton et al.
1953))
CD4 und CXCR4 postive | Virus-Zell- ((Sei, Inoue et
SupT1 T-Zelllinie Interaktionsexperimente .
. X al. 1990))
(Virusbindung)
W. Mothes,
DEJ-8 Huhnerepithelzellen (DF- | Interaktionsexperimente, | ((Sherer,
1), mCat exprimierend Infektionsexperimente Lehmann et al.
2003))

2.13 Nahrmedien und Zusatzreagenzien

Name

Zusatze

DMEM high (Invitrogen) / FKS (BioWest)

2 mM Glutamin

50 U/ml Penicillin

50 mg/ml Streptomycin
10 % (v/v) FKS

RPMI (Invitrogen) / FKS (BioWest)

2 mM Glutamin

50 U/ml Penicillin

50 mg/ml Streptomycin
10 % (v/v) FKS
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2.14 Technische Gerate

2.14.1 Allgemeine technische Gerate

Name Hersteller Verwendung
Bowman Series 2 Fluoreszenzspektren und —
Luminescence Aminco, (USA) o P
kinetiken
Spectrometer

Absorptionsspektren und DNS-

DU 640 Spectrophotometer | Beckman, Krefeld ) .
Konzentrationsbestimmung

Absorptionsmessung von 96-

ELISA-Reader Multiscan Thermo, Dreieich Loch-

EX Platten fur p24-ELISA
Sterilbank Steril Guard

Class Labotec, Wiesbaden | Zellkulturarbeiten

Il Typ A/B 3

Fluoreszenzmessung von 96-
Safire Platten-Fluorimeter | TECAN, Crailsheim | Loch-Platten z.B. fir -
Lactamase-Fusionsassay

Tischzentrifugen Biofuge Allg. Laborarbeiten (z.B. DNS-

Hereaus, Dreieich

pico und fresco Aufreinigung)

UZ L8-60M Ultrazentrifuge . -

mit Rotor SW28 und SW41 Beckman, Krefeld Virusaufreinigung

XL-70 Ultrazentrifuge : .

mit Rotor SW32 und SW60 Beckman, Krefeld Virusaufreinigung
Allgemeine

Olympus/Till

Photonics, Hamburg Fluoreszenzdetektion mit

Zellen im Weitfeld

IX70 mit Monochromator

Konfokales Mikroskop Konfokale Mikroskopie von

Leica Leica, Wetzlar Zellen
SP2 AOBS
PCR-Maschine Biometra, Goéttingen Amplifizierung von DNS zur

Klonierung

semi-dry Blotting Apparatur | Biometra, Gottingen | Proteindetektion

2.14.2 Mikroskop

Die mikroskopische Arbeit wurde fast ausschlie3lich mit einem vollautomatisierten,
inversen Mikroskop (Zeiss Axiovert 200M) mit motorischem Wechsel aller optischen
Komponenten inkl. der Filterhalter durchgefliihrt. Das System wurde Uber die
Software Metamorph gesteuert. Als Objektive standen ein Zeiss EC-Plan Neofluar
20x/0,5 DIC Objektiv und ein alpha Plan-Fluar 100x/1,45 DIC Ol-Immersionsobjektiv
zur Verfugung. Dieses Obijektiv lies auch TIRF-Messungen zu. Die Detektion erfolgte
mit der EMCCD-Kamera Cascade Il (RoperScientifc), die 512 x 512 Pixel aufloste.
Die vergleichsweise geringe Auflosung wurde durch die hohe Sensitivitat der Kamera

kompensiert (Quanteneffizienz bis zu 92% nach Herstellerangaben). Der
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Mikroskoptisch ermdglichte prazise Positionierung in x und y mit Linearmotoren.
Somit ist es moglich automatisch mehrere Positionen auf dem Deckglas
nacheinander aufzusuchen. Die Anregung der Fluorophore ermoglichte die
Fluoreszenzlichtquelle Sutter DG4. Dies war eine Lichtquelle mit multispektraler

Xenon-Lampe, die mittels Flussigkeitsleiter an das Mikroskop angeschlossen wird.

2.15 Software

2.15.1 Software fiir alilgemeine Anwendungen

Adobe Photoshop 7.0

Imaged Version 1.34

Invitrogen Vector NTl advance

Microsoft Office (Word, Excel, PowerPoint etc.)
Zeiss Free-Viewer

Universal Imaging Metamorph Vers. 6.3r7

2.15.2 Automatisiertes Tracking von Viruspartikeln

Kernstuck der halbautomatisierten softwareunterstutzten Auswertung stellte ein von
Gruppe von Prof. Karl Rohr (Biomedical Computer Vision Gruppe, IPMB, Abteilung
Bioinformatik & Funktionelle Genomik, Universitat Heidelberg) speziell entwickelter
Algorithmus dar. Ein entscheidender Vorteil des Algorithmus ist seine Anwendbarkeit
auf die Rohdaten, ohne vorher die Daten auf andere Formate reduzieren zu mussen.
Der Algorithmus ist Uber die Oberflache des Programms ImageJ bedienbar.

Das Tracken der Partikel unterteilt sich im Tracking-Prozess in zwei Schritte:

(I) Auffinden der Viruspartikel in jedem Bild und (ll) Verbinden der einzelnen
Positionen zu einer Trajektorie, die die zeitliche Veranderung der Position eines
Partikels beschreibt.

Im ersten Schritt wird das Rauschen durch einen Algorithmus im Bild reduziert.
Signale unterhalb eines Schwellenwerts werden unterdrickt. Die Signale Uber dem
Schwellenwert gelten als potentielle Virussignale. Uber die Definition einer Reihe von
Parametern wie Ausdehnung, minimale Helligkeit etc. ist es der Software moglich

zwischen ,echten® Partikelsignalen und Stérungen zu unterscheiden.
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Im zweiten Schritt wird aus den einzelnen Positionen der Viruspartikel eine
Trajektorie gebildet. Fur die eindeutige Zuordnung der verschiedenen
Viruspositionen zu der richtigen Trajektorie wurde der Particle Filter (ein komplexer
Kalman-Filter) verwendet. Der Kalman-Filter ist ein auf dem
Wahrscheinlichkeitsansatz beruhender Trackingalgorithmus, der auf mit linearen
Gleichungen beschreibbare Systeme beschrankt ist. Partikelfilter (Particle Filter)
erlauben hingegen die Anwendung komplexerer Modelle der Partikelbewegung. Im
Fall des Virustrackings wurden drei verschiedene Bewegungsmodelle zugrunde
gelegt: freie Diffusion, Bewegung mit konstanter Geschwindigkeit oder konstanter
Beschleunigung. Auf deren Grundlage werden mogliche, aber falsche Positionen fur
eine Partikelposition ausgeschlossen.

Da die Partikelintensitaten ebenfalls vom Algorithmus bestimmt wurden, konnte das
Verhalten der Intensitaten Uber die Zeit flr einzelne Partikel verfolgt werden. Dies

wurde fur die Suche nach Farbtrennungsereignissen herangezogen.

2.16 Molekularbiologische Methoden:

2.16.1 Transformation von Bakterien

Zur Vermehrung von Plasmiden wurden kompetente Bakterien eingesetzt. Diese
wurden auf Eis fir 15 min mit 1 yg des gewlnschten Plasmids inkubiert und
anschlielend flr 45 s im 42°C warmen Wasserbad einem Hitzeschock unterzogen.
Nach Zugabe von 1 ml Antibiotika freien LB-Medium wurden die Bakterien fur 45 min
bei 37°C inkubiert. 100 pl dieser Bakteriensuspension wurden auf einer LB-Platte mit
dem jeweiligen Selektionsantibiotikum ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C im
Brutschrank belassen. Zum Ansetzen von Bakterienkulturen (siehe Praparation von
Plasmid-DNS) wurden einzelne Kolonien von diesen Platten ausgewahlt. Bei Bedarf

wurden die Selektionsplatten bei 4°C fur maximal 3 Wochen aufbewahrt.

2.16.2 Praparation von Plasmid-DNS:

Mini-Praparation: Zur Analyse von (aus Transformationen erhaltenen) Kolonien (z.B.
von Ausstrichen von Plasmiden nach Klonierungen) wurden die Bakterien aus
einzelnen Kolonien in 1 ml LB-Medium mit Selektionsantibiotikum Gber Nacht unter

aeroben Bedingungen bei 37°C unter Schitteln bis zu einer Tribung der Lésung von
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etwa 0,5 in Absorptionsspektrometer (gemessen bei der Wellenlange von 600 nm)
vermehrt, fur 3 min bei 13.000 Upm in der Tischzentrifuge abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Bakterienpellet in 200 ul S1°-
Resuspensionspuffer aufgenommen. Den resuspendierten Bakterien wurden 200 ml
S2-Lysepuffer zugegeben und durch vorsichtiges Invertieren gemischt. Nach 4 min
Inkubation bei Raumtemperatur wurde den Proben 200 pl eiskalter S3-
Neutralisierungspuffer zugegen und 5 min auf Eis inkubiert. Die Proben wurden
10 min bei 13.000 Upm =zentrifugiert und die Uberstdnde in ein neues
Reaktionsgefa® Uberfihrt. Durch Zugabe von 480 pl Isopropanol und 5 min
Inkubation auf Eis wurde die DNS ausgefallt. Mit Zentrifugation bei 13.000 Upm und
4°C fur 10 min vom Uberstand abgetrennt. Die Pellets wurden mit 4°C-kaltem
80%igem Ethanol gewaschen und das Pellet danach in 30 pl TE-Puffer

aufgenommen.

Maxi-Praparation: Zur Herstellung groRerer Mengen Plasmid-DNS wurden 200 ml
Selektionsantibiotikum enthaltendes LB-Medium mit einer Kolonie der transformierten
Bakterienkulturen versetzt und unter aeroben Bedingungen bis zu einer Trubung von
0,5 (Absorptionsmessung bei 600 nm) schutteind bei 37°C inkubiert. Durch
Zentrifugation (5000 Upm, 15 min, 4°C) wurden die Bakterien pelletiert und in 12 ml
S1-Resuspensionspuffer aufgenommen. Die Suspension wurde bei Raumtemperatur
mit 12 ml S2-Lysepuffer versetzt und durch finfmaliges Invertieren gemischt. Nach
3 min wurde die Lyse durch Zugabe von 12 ml eiskalter S3-Neutralisierungspuffer
gestoppt und 5 min auf Eis inkubiert. Zur Aufreinigung der DNS wurden
Anionenaustauscherchromatographiesaulen mit 6 ml N2-Aquilibrierungspuffer
vorbehandelt. Die DNS-Proben wurden filtriert und das Filtrat auf die Saulen geladen.
Im Anschluss wurden die Saulen mit 32 ml N3-Waschpuffer gewaschen. Die Proben
wurden durch Zugabe von 15 ml N5-Eluierungspuffer von der Saule geldst. Durch
Zugabe von 11 ml Isopropanol und Inkubation auf Eis wurde die DNS ausgefallt und
durch Zentrifugation (30 min, 15.000 x g, 4°C) von der Losung abgetrennt. Das Pellet
wurde in 300 pl TE-Puffer wieder aufgenommen. Durch Zugabe von 900 ul
100%igem Ethanol wurden die Proben ausgefallt, bei -20°C fur 15 min inkubiert und

erneut mittels 15 minutiger Zentrifugation bei 4°C und 13.000 Upm pelletiert. Das

> Ausgenommen des TE-Puffers sind die Puffer in diesem Abschnitt Bestandteile des Nucleobond AX-
Kits.
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Pellet wurde in 300 pl TE-Puffer aufgenommen und die Konzentration und Reinheit

der erhaltenen DNS photometrisch bestimmt.

2.16.3 Photometrische DNS-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung von Plasmid-DNS wurde photometrisch durchgefihrt.
Dazu wurde der Hintergrund der Losung durch Messung bei 320 nm gemessen. Die
Reinheit der DNS wurde durch den Quotienten der Absorptionen bei 260 nm und
280 nm bestimmt. Bei Werten zwischen 1,75 und 1,9 wurde die Probe als
ausreichend rein angesehen. Die DNS-Konzentration wurde durch die Absorption bei
260 nm abgeschatzt. Hierzu wurde angenommen, dass eine Absorption von 1 einer

DNS-Konzentration von 1 mg/ml entspricht.

2.16.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Amplifikation von DNS-Strangen definierter Sequenz erfolgte mittels der PCR.
Hierzu wurden 40 ng Template-DNS, je 40 pmol Vorwarts- und Ruckwartsprimer, 0,5
nmol dNTP-Mix und 1 U Pfu-Polymerase in einem Volumen von 20 ul Pfu-Puffer

angesetzt.

2.16.5 DNS-Restriktion und Ligation

Zur Beurteilung der gewonnenen Plasmide auf ihre Richtigkeit wurden analytische
Restriktionen durchgefuhrt. Hierzu dienten Enzyme von Fermentas. Diese
Restriktionen wurden in einem Volumen von 15 pl durchgeflhrt. Fir die analytischen
Restriktionen wurden 1 ug DNS eingesetzt. Der Einsatz an Enzym richtete sich nach
den Herstellerangaben.

Fir praparative Proben wurden 2 ug DNS eingesetzt. Die Restriktionsbedingungen
waren wie vom Hersteller angegeben gewahlt. Um anschlieRende ungewollte
Religierung an den Schnittstellen zu vermeiden, wurde im Anschluss das 5'-Ende
dephosphoryliert. Hierzu wurde das Restriktionsprodukt in 40 ul mit alkalischer
Phosphatase aus Kalberdarm CIAP (calf intestinal alkaline phosphatase) fur 30 min
bei 37°C inkubiert (gemal} Herstellerempfehlung). Zur anschlieRenden Deaktivierung

des Enzyms wurde die Probe flir 15 min auf 65°C erhitzt.
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Zur Ligation wurden etwa 30 ng DNS eingesetzt, wobei das molare Verhaltnis von
Vektor zu Insert von 1:3 gewahlt wurde. Die Bestimmung der DNS-Konzentration
erfolgte jeweils im Ethidiumbromidgel durch Vergleich der erhaltenen Intensitat der
Probenbanden mit dem Molekulargewichtsmarker. Die Ligation wurde in einem
Volumen von 15 pl mit Vektor, Insert und T4-DNS-Ligase (MBI-Fermentas) in T4-
Ligasepuffer bei Raumtemperatur fir 4 h durchgefuhrt. Zur Kontrolle wurde ein
Vektor ohne Insert mitgefuhrt. Vom Ligationsprodukt wurde 1 ul zur Transformation

von E.coli eingesetzt.

2.16.6 Elektrophoretische Separation von DNS

Zur Analyse von DNS Fragmenten wurden die jeweiligen Proben mittels eines
0,8%igen Argarosegels in TAE-Puffer elektrophoretisch aufgetrennt. Zur Detektion
der DNS wurde dem Gel 0,7 ug/ml Ethidiumbromid beigemischt. 10 ul DNS-Probe
wurden mit 5 pl 3xSDS-Probenpuffer versetzt. Von diesem Volumen wurden 7 pl je
Tasche aufgetragen. Die Elektrophorese wurde fur 45 min bei 80V durchgefuhrt. Zur
Anlayse der DNS-Fragmentgrofle wurde ein 1kb-DNS-Molekulargewichtsmarker

(Invitrogen) benutzt.

2.17 Plasmide

Da fur die Beschreibung der Virusfusion die Verwendung von fusionskompetenten
aber nicht zwingend von replikationskompetenten Viren erforderlich war, wurden die
Plasmide pCHIV und pCHIV.eGFP verwendet. Es handelte sich hierbei um Varianten
der exprimierenden Vorlauferkonstrukte pKHIV und pKHIV.eGFP (Bohne und
Krausslich, 2004; Muller et al., 2004). Fir die Produktion von virusahnlichen Partikeln
wurden Zellen mit diesen transfiziert. Vektor des pCHIVs ist das Plasmid
pcDNAS3.1(Zeo)-minus (Invitrogen). In der proviralen HIV-Sequenz des Plasmids
pCHIV fehlt ein Grofteil der LTR-Regionen, so dass nach Transfektion in 293T-
Produzentenzellen die freigesetzten Viruspartikel keine funktionellen LTR-Regionen
mehr aufweisen. Daher ist nach Eintritt in eine Zielzelle keine reverse Transkription

mehr moglich und der Infektionszyklus somit unterbrochen.
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2.17.1 Klonierung von pCHIV.MA.mCherry. PR(-).Env(-)

Zur Klonierung von pCHIV.MA.mCherry. PR(-).Env(-) wurde auf die beiden zuvor von
Barbara Muller erzeugten Plasmide pCHIV.MA.mCherry.PR(-) und pCHIV.Env(-)
zuruckgegriffen. Beide Plasmide wurden einem zweifachen Restriktionsverdau durch
die Restriktionsenzyme Agel und Xhol unterzogen. Die so entstandenen Fragmente
wurden mittels Elektrophorese in einem Agarosegel voneinander getrennt. Nach
Extraktion aus dem Gel wurde das 5,1 kB Fragment des pCHIV.MA.mCherry.PR(-)-
Verdaus mit dem 5,8 kB Fragment des pCHIV.Env(-)-Verdaus ligiert, in E. Coli
transformiert und vervielfaltigt. Das erhaltene Plasmid wurde durch erneuten Verdau

und Analyse mittels eines Agarosegels auf seine Richtigkeit hin Gberpruft.

2.17.2 Klonierung von MLV.Env.mCherry

Zur Erzeugung einer fluoreszierenden Variante mit anderen Eigenschaften als das
zuvor beschriebene Plasmid MLV.Env.YFP wurde auf das Klonierungsprotokoll von
dem Plasmid MLV.Env.YFP zuruckgegriffen. Dabei wurde in das Plasmid MLV.Env
mittels Nhel geschnitten und mit der Nhel geschnittenen mCherry kodierende DNS
ligiert. Das Produkt wurde in E. Coli transformiert und vervielfaltigt. Das erhaltene
Plasmid wurde durch erneuten Verdau und Analyse mittels eines Agarosegels auf

seine Richtigkeit hin Uberpruft.

2.17.3 Klonierung von MLV.Env.mCherry.H8R

Zur Einbringung der Punktmutation H8R in das Env-Protein des MLV’s wurde das
Quickexchange Kit (Stratagene) verwendet. Fur die PCR wurden die Primer MLV-
H8D-fw und MLV-H8D-rw verwendet (siehe 2.9). Nach der PCR, Retransformation
und Vervielfaltigung in E. Coli wurden die erhaltenen Plasmide mittels

Sequenzanalyse auf ihre Richtigkeit hin Gberprift (GATC).

2.18 Zellbiologische und virologische Methoden

2.18.1 Zellkultur

Adharente Zellen wurden in 75 cm? Schalen mit 10 ml des jeweiligen Kulturmediums
kultiviert. DFJ-8-, DF-1-, 293T-, sowie HelLa Zellen wurden in DMEM gehalten.
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Diesem wurde Glutamin, fotales Kalberserum (FKS) und Antibiotikum zugesetzt. Die
Zellen wurden bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% Kohlendioxid kultiviert und alle
3-4 Tage subkultiviert. Hierzu wurde das Medium abgenommen, die Zellen mit 2 ml
PBS gewaschen und mit 1 ml Trypsin/EDTA (Invitrogen) vom Boden abgeldst. Die
Trypsinaktivitat wurde durch die Zugabe von DMEM-Vollmedium beendet. Ein
Zehntel der Zellen wurde erneut ausgesat und mit 9 ml frischen komplettem Medium
kultiviert.

Fur bestimmte mikroskopische Fragestellungen (z.B. Darstellung einzelner Viren mit
Zellen mittels eines 40x Objektivs) wurden DFJ-8 Zellen in DMEM ohne Phenolrot
gehalten.

2.18.2 Cryokonservierung von Zelllinien

Zur Aufbewahrung von bestimmten Zellen wurden die jeweiligen Zellen wahrend ihrer
exponentiellen Wachsumsphase (entspricht einer ungefahren Zelldichte bei
adharenten Zelllinien von 75%) mittels Trypsinbehandlung in Suspension gebracht.
2x10° Zellen wurden in einem Cryo-GefaR in einem Volumen von 1 min aus
90%igem Voll-Medium mit 10% DMSO langsam auf -80°C abgekuhlt. Zur

Langzeitlagerung wurden die eingefrorenen Zellen in flussigem Stickstoff Gberfuhrt.

2.19 Biochemische Methoden
2.19.1 P24-ELISA

Der Enzyme linked Immunosorbent Assay (ELISA) dient der Quantifizierung von
Proteinmengen. In diesem Fall wurde die Menge an Kapsidprotein p24 in
Viruspraparationen bestimmt. Zu analysierende Proben wurden in SDS Probenpuffer
fur 10 min aufgekocht. Zur Analyse wurden die Proben in einer Verdinnung von
1:500 eingesetzt. Zum Auftragen auf die ELISA-Platte wurden die Proben in 1:5er
Schritten verdinnt. Als Standard wurde rekombinant hergestelltes p24 in einer

Menge von 6,25 ng bis 0,09 ng p24 je ml eingesetzt.

In eine 96-Loch-Platte (Immuno Maxisorb, Nunc) wurden 100 pl pro Loch

Antikérperserum (1:1000-Verdiinnung des Hybridoma-Uberstands von Aszites 183,
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der den monoklonalen Antikdrper gegen p24 enthielt, in PBS) gegeben und Uber
Nacht bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inkubiert.

Jedes Loch wurde zweimal mit 200 pl PBS/Tween gewaschen. Unspezifische
Bindungsplatze wurden mit 150 pl 10% (v/v) FKS in PBS je Loch durch Inkubation flr
2 Stunden bei RT blockiert. Nach zweimaligem Waschen der Platte mit 200 pl
PBS/Tween wurden die vorbereiteten Probenverdinnungen aufgetragen. Die Platte
wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer belassen. Die
Platte wurde zweimal mit PBS/Tween gewaschen und als zweiter Antikorper a-CA
(1:10.000 Verdinnung in PBS mit 10% (v/v) FKS und 0,1% (v/v) Tween-20,
polyklonales Kaninchenantiserum) aufgetragen und 1 Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS/Tween-20 wurden 100 pul je Loch mit
an Meerettich-Peroxidase gekoppeltes Ziege-a-Kaninchen Antikérper aufgetragen
und 1 Stunde bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde zweimal mit PBS/Tween-20
und einmal mit VE-Wasser gewaschen. Die Locher der Platte wurden mit 100 pl
ELISA-Farbeldsung versetzt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von 50 ul 0,5 M Schwefelsdure gestoppt. Die Platte wurde
photometrisch bei 450 nm ausgelesen. Mit Interpolation innerhalb des linearen
Bereichs des CA-Standard-Signals wurde die p24-Konzentration der Proben

errechnet.

2.19.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine des Virus wurden mit Hilfe der SDS-Page Elektrophorese in einem niedrig
vernetzten Acrylamidgel (Low-Crosslinking Gel) nach ihrer ungefahren Grole
aufgetrennt.

FUr ein standardmalig verwendetes 17,5%iges Trenngel wurden 17,5 ml
Acrylamidstammldsung (30:0,15%), 7,5 ml 4xTrennpuffer und 5 ml VE-Wasser
gemischt und mit 250 pl APS und 50 pl TEMED zur Polymerisation gebracht. Das
Sammelgel wurde mit 1,5 ml Acrylamidstammléosung (30:0,8%), 2,5 ml
4xSammelgelpuffer, 6 ml VE-Wasser, 50 pyl APS und 5 pl TEMED gebildet (Trenn-
und Sammelgelansatz wurden fur vier Gele verwendet). Zur Polymerisation wurde
zuerst das Trenngel zwischen zwei Glasplatten auspolymerisiert. Nach dessen

Polymerisation wurde das Sammelgel auf diesem auspolymerisiert.
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Zur Vorbereitung wurden zu analysierende Proben mit SDS-Probenpuffer versetzt
und 5 min bei 95°C inkubiert. Die Proben wurden mit einer Hamilton Spritze auf das
Sammelgel aufgetragen und eine Stromstarke von 15 mA an das Gel angelegt bis
die Proben in das Gel eingedrungen sind. Ab diesem Zeitpunkt wurde die

Stromstarke auf 28 mA flir 45 min erhoht.

2.19.3 Westernblot

Zum spezifischen Nachweis und zur Quantifizierung bestimmter Proteinspezies
wurden Acrylamidgele elektrophoretisch auf eine Membran Gbertragen und auf dieser
Membran mittels Antikdrper nachgewiesen.

Hierzu wurden 9 Filterpapiere (Whatmann) in Westernblot-Puffer getrankt. Fur ECL-
Blots wurde eine Nitrocellulosemembran in Westernblot-Puffer getrankt. Fur einen
LiCor-Blot wurde eine FL-Membran fur 30 s mit Methanol aktiviert, zweimal mit VE-
Wasser fur 5 min gewaschen und einmal in Westernblot-Puffer inkubiert. Auf der
Kathode der Blotapparatur wurden die Filterpapiere aufeinander geschichtet, wobei
das Gel auf die Membran zwischen dem 5. und 6. Filterpapier platziert wurde. Fur
eine Stunde wurde eine Spannung von 15 V angelegt. Zur Vermeidung
unspezifischer Signale wurde die Membran mit 10%iger Milchpulverlosung in TBST
fur 30 min bei Raumtemperatur geblockt. Fur die Bindung des ersten Antikorpers
wurde die Membran kurz in TBST geschwenkt und mit 10 ml TBST, mit 2 % BSA und
der entsprechenden Antikorperverdinnung bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Zur
Bindung des Zweitantikorpers wurde eine ECL-Membran dreimal mit TBST
gewaschen und der entsprechende Sekundarantikorper in TBST mit 2 % BSA fur
eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die Membran wurde dreimal in TBST fur
15 min und einmal mit VE-Wasser fur 5 min gewaschen und mit der Entwicklerlésung
(ECL-Entwicklerlésung, Enhanced ChemLuminescence, Pierce) nach
Herstellerangaben inkubiert. Erhaltene Signale wurden durch Exposition des
Rontgenfilmes zu der Membran festgehalten. Rontgenfilme wurden entwickelt und
fixiert.

Fur die FL-Membran wurden die sekundaren Antikérper 1:5.000 in 1:3 in TBST
verdunntem LiCor-Blockpuffer verwendet. Nach einer Stunde Inkubation wurde die
Membran zweimal mit TBST gewaschen und mit dem LiCor-System das Ergebnis

festgehalten.

40



Material und Methoden

Antikorper Verdiunnung Fluoreszenz
Esel a Kaninchen 1:5.000 700
Esel a Kaninchen 1:5.000 800
Esel a Ratte 1:5.000 800
Esel a Ziege 1:5.000 800

2.19.4 Viruspartikelproduktion und Aufreinigung

Zur Herstellung von fluoreszenzmarkierten Viruspartikeln wurden 293T Zellen mittels
der Kalziumphosphatmethode mit subviralen Plasmiden transfiziert. 2 x 10° Zellen
wurden pro 10 cm Schale am Vortag ausgesat und am Tag der Transfektion wie folgt
behandelt: Pro Schale wurden 15 pyg Gesamt-DNS in 50 ul 2,5 M CaCl,-Lésung
gegeben und dieses mit ddH»0 auf 500 pl aufgeflllt. Dieses Gemisch wurde langsam
in 500 pl 2 x HBS-LOosung unter standigem Mixen zugegeben. Nach 20 min
Inkubation wurde diese Losung auf die Zellen getropft. Nach 12 Stunden wurde das
Medium gewechselt und Uberstdnde wurden nach 36 Stunden abgenommen. Vor
der weiteren Aufreinigung wurden die Uberstande durch Zentrifugation von Zellen
und grofRen Aggregaten befreit. Die Uberstande wurden mit einem Filter (0,45 um
PorengroRe Membrex 25CA) filtriert. Das Medium wurde auf ein Sucrosekissen
(20 % (w/w) in PBS) von 8 ml gegeben und fur 2 Stunden bei 4°C und 24.000 Upm in
einer Ultrazentrifugation (Rotor SW 28) zentrifugiert. Im Anschluss wurden die
Uberstande vorsichtig abgegossen, Flissigkeit am Rand des Gefales entfernt und
das Pellet in 70 yl PBS resuspendiert. Die Virussuspension wurde aliquotiert, in

flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

2.19.5 Verhaltnis der Plasmide bei einer Transfektion

MA-Env-doppelt markierte Partikel: Die Gesamtmenge an DNS wurde auf 16 ug pro

10 cm Schale beschrankt. Fir die Produktion von MLV pseudotypisierten HIV-1
Partikeln wurden die Plasmide pCHIV Env(-) und pCHIV Env(-) MA.mCherry in einem
molaren Verhaltnis von 1:1 transfiziert. Zur Optimierung der MLV Env.YFP
markierten Partikel wurde die MLV Env.YFP Plasmidmenge von 5 ug bis 14 pug

variiert. FUr die spatere Partikelproduktion wurde das Optimum far die
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Signalintensitat einzelner Partikel gewahlt. Dies entsprach 8 ug pro 10 cm Schale
(siehe 3.3.1, Abb. 3.7). Nach der Transfektion wurden die Uberstdnde zu
verschiedenen Zeitpunkten (12h, 16h, 24h, 32h, 48h) auf Partikelhelligkeit sowie MA-
und Env-Signal Kolokalisation hin analysiert. Als beste Erntezeit flr ein gutes

partikulares Fluoreszenzsignal wurde 32 h ermittelt (siehe 3.3.1).

Vpr-Env-doppelt markierte Partikel: Fur die Vpr-Markierung wurde auf Ergebnisse

von Marko Lampe zuruckgegriffen ((Lampe 2007)) und ein molares Verhaltnis von
pCHIV zu Vpr von 7:1 gewahlt. Fur die Env-Markierung wurden die optimierten
Transfektionskonzentrationen und Erntezeitpunkte aus der MA-Env-

Doppelmarkierung gewahit.

IN-Env-doppelt _markierte Partikel: Da zu diesem Plasmid keine eigenen

Transfektionserfahrungen vorlagen, wurden hier die molaren Verhaltnisse zwischen
pCHIV und IN-Plasmid von 1:1 bis 10:1 variiert und die Auswirkungen zunehmender
IN.GFP-Menge auf die Prozessierung von Gag mittels Western-Blot beurteilt. Dies

wurde mit Auswirkungen der Vpr-Menge auf die Partikel verglichen.

Dreifachmarkierte Partikel (IN-MA-Env): Zur Erzeugung von dreifach markierten

Partikeln wurden die molaren Verhaltnisse von den jeweiligen Doppelmarkierungen
Ubernommen. Verschiedene Zeitpunkte zur Virusernte (12h, 24h, 32h, 48h) wurden

auf die Ausbeute an dreifach markierten Partikel im Uberstand untersucht.

2.19.6 Mikroskopischer Viruseintrittversuch

Beschichtung der Deckglaser: Zur Darstellung der viralen Fusion auf

Einzelpartikelebene wurden 8fach gekammerte Deckglaser mit 100 ul einer in
gefiltertem PBS auf 100 pug/ml eingestellten Fibronektin-Losung bedeckt und fur
30 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Ldsung entfernt und die
Deckglaser fur 30 min bei 37°C inkubiert. Mittels eines Durchlichtmikroskops wurde
der Zeitpunkt bestimmt, an dem die zuvor entstandene Fibronektinschicht auf dem
Glas erste Anzeichen von Austrocknung zeigte. Zu diesem Zeitpunkt wurde die

Inkubation durch Zugabe von 200 pl gefiltertem PBS pro Kammer abgebrochen. So
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beschichtete Kammern wurden entweder sofort zur Virusbindung eingesetzt, oder bei
4°C Uber Nacht gelagert.

Vorbinden der Viren: Auf die Fibronektin beschichteten Deckglaser wurden Partikel

aufgetragen. Dazu wurden in das in den Kammern befindliche PBS 25 ng (nach p24-
EIISA) Viruspartikel zugegeben und fir 30 min bei RT inkubiert. Darauf wurden nicht
gebundene Partikel durch Abnahme des PBS entfernt und diese durch 200 pl
gefiltertes PBS ersetzt.

Vorbereiten der Zellen: Die hier verwendeten adharenten DFJ-8 Zellen wurden

mittels Trypsinbehandlung (siehe Zellkultur) aus ihrer Zellkulturflasche geldst und in
DMEM/FKS die Trypsinierung gestoppt. Bis zum Einsatz im Versuch wurden die
Zellen in einem 15 ml Falcon-Rohrchen bei 37°C und 5 % CO, aufbewabhrt.

Die Inkubationskammer des Mikroskops wurde auf 37°C und 5 % CO; eingestellt.
Der Fokus wurde auf die Schicht der vorgebundenen Viren eingestellt und der
Versuch durch die Zugabe von 10.000 Zellen in den Uberstand einer

Deckglaskammer gestartet.

2.19.7 Messen des Eindringvermogens Viren in Zielzellen

Etwa 10.000 Zellen wurden in den Uberstand gegeben. Alternativ wurden die Zellen
am Tag zuvor ausgesat. Virus und Zellen wurden fur 6 Stunden bei 37°C und 5 %
CO, inkubiert. AnschlieRend wurde der Uberstand verworfen, die Zellen einmal mit
COz-unabhangigen Medium gewaschen und die Zellen fur 12 Stunden mit der CCF2-
Farbeldosung bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zellen wurden in 3%igem PFA fur
ein halbe Stunde bei Raumtemperatur fixiert. B-Lactamase-positive Zellen wurden im
Fluoreszenzmikroskop ausgezahlt.

Um die eingesetzte Menge und die tatsachlich an das Deckglas gebundene Menge
an Virus zu bestimmen, wurde die Aktivitat der Reversen Transkiptase sowohl in der
initial eingesetzten Viruspraparation als auch nach der Virusbindung im Uberstand

der verbleibenden Lésung gemessen.
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2.19.8 Bestimmung der Transduktionseffizienz von Viruspartikeln mit dem lac-

Z-Reporter

10.000 Zellen wurden in einer Kammer eines gekammerten Deckglaschens
ausgesat. Nach Western-Blot normalisierte Mengen von MLV-Partikeln, die das
Reportergen lac-Z enthielten, wurden den Zellen zugefligt. Nach 48 Stunden
Inkubation bei 37°C und 5 % CO; wurden die Zellen mit 3%igem PFA fur 30 min bei
Raumtemperatur fixiert und Gber Nacht mit 200 ul B-Galaktosidase-Losung inkubiert.

Die Zahl der transfizierten Zellen wurde darauf im Durchlichtmikroskop bestimmit.

2.19.9 Mikroskopische Charakterisierung der doppelt fluoreszenzmarkierten

Viren

Zur Charakterisierung der erhaltenen Partikelpopulation wurden die 5 ul einer
Viruspraparation auf einem Fibronektin beschichteten Deckglas ausgesat. Die an die
Oberflache gebundenen Viren wurden mit denselben Mikroskopeinstellungen wie
spater die Eintrittexperimente aufgenommen. Zur Bestimmung des Grades der
doppelt markierten Partikel wurde mit Hilfe des Computerbildbearbeitungsprogramms
ImagedJ einzelne Partikel identifiziert. Um als Partikel identifiziert zu werden, musste
die Intensitat der Partikel mindestens 30 % der Standardabweichung des Rauschens
Uber dem mittleren Hintergrund liegen. Um Aggregate von der Analyse
auszuschliel3en, durfte die PartikelgroRe maximal 20 Pixel betragen. Die Markierung
der Partikelpopulation wurde in einem Dottblot durch Auftragung des Env-Signals
gegen das korrespondierende MA.XFP-Signal dargestellt. Zur Bestimmung des
Anteils der doppelt markierten Partikel an der Praparation wurde jedes Partikel
darauf getestet, in welchen der Fluoreszenzkanale es uber der gesetzten
Intensitatschwelle lag. Der Grad der doppelt markierten Partikel wurde aus der
Anzahl an doppelt markierten Partikel dividiert durch die Gesamtanzahl aller HIV-
Signal-Punkte (meist: MA.XFP-Signale) errechnet.

Das Signal-Rausch-Verhaltnis wurde ebenfalls mit Hilfe von ImageJ berechnet. Flr
die Hohe des durchschnittlichen Partikelsignals wurden die Intensitaten aller Partikel
positiv flir einen Kanal gemittelt. Das Rauschen wurde mit Hilfe von Excel aus einem
1000 Pixel groRRen, partikelfreien Abschnitt des Bildes errechnet. Dazu wurde die 1.

bzw. 99. Perzentile aller Hintergrundintensitaten der ausgewahlten Pixel als untere
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bzw. obere Grenze des Rauschens angenommen. Das Rauschen ergab sich aus der

Differenz der beiden Perzentilen.

2.19.10 Fluoreszenzmarkierung der viralen Membran durch Verwendung von

fluoreszenzmarkierten Lipiden

Partikel wurden mit in DMSO aufgenommenen lipidgekoppelten Farbstoffen (Phos-
phatidylethanolamine-TMR, Sphingosine-NBD, Galactosyl Ceramid-NBD, C-16
Korper-Bodipy, DHPE-Texas red, GM1-Bodipy, Herkunft siehe Abschnitt 2.1) fur 1
Stunde inkubiert. Uberschiissiger Farbstoff wurde von markierten HIV-Partikeln
wieder Uber eine Zentrifugation durch ein Sucrosekissen getrennt. Die
Ruckgewinnung von Partikeln wurde mittels p24 Elisa bestimmt. Eigenschaften der

markierten Partikel wurde mittels Mikroskopie bestimmt.

2.19.11 Markierung der viralen Membran durch Verwendung von Fluorophoren

mit Hilfe von Membranankerpeptiden

Um ein von MLV.Env unabhangige Virusmembranmarkierung zu erhalten, wurden
verschiedene, an Proteinanker gebundene Fluoreszenzmarkierungen getestet.
Hierbei handelte es sich um an GPI| gebundene eGFP bzw. das an GPI gebundene
SNAP-Markierungssystem, mit dem es moglich ist, organische Fluorophore wie

Axela oder ATTO-Farbstoffe kovalent an Membrananker zu binden.
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3. Ergebnisse

Der Infektionszyklus von HIV-1 beginnt mit dem Eindringen des Partikels in die
Wirtszelle. Bis heute ist nicht geklart, ob der Eintrittsweg durch Fusion mit der
Plasmamembran oder mit einer endosomalen Membran erfolgt. Die Dynamik des
Fusionsprozesses ist in der Literatur noch kaum beschrieben. In dieser Arbeit wurde
die Fusion mit fluoreszenzmarkierten Viruspartikeln untersucht. Einleitend wird in
diesem Teil das System zur Virus-Zellfusion erlautert (3.1). Es schlieldt sich die
Etablierung eines membranstandigen Virusmarkers an. Dazu wurden Viruspartikel
erzeugt und deren jeweilige Fluoreszenzmarkierung hinsichtlich  der
Markierungsqualitat (Signal-zu-Rausch-Verhaltnis) und -quantitat (Kolokalisation mit
bereits charakterisierten Virusmarkern) sowie deren Auswirkung auf die
Virusfunktionalitat untersucht. Auf das zuletzt gewahlte System — mit
fluoreszenzmarkiertem MLV.Env pseudotypisierte HIV-1 Partikel — wird genauer
eingegangen (3.3). Zur effizienten Detektion einzelner Virusfusionsereignisse wurde
ein spezieller Versuchsaufbau gewahlt. Dessen Eigenschaften hinsichtlich
Maoglichkeit und Effizienz der Infektivitat wurden untersucht und leiten Uber zu der
Beschreibung des Signalverlusts des viralen Membranmarkers aufgrund von Fusion
wahrend der Inkubation von Viren mit Zellen (3.7). Es folgt die Detektion der
einzelnen Fusionsereignisse auf Einzelpartikelebene. Dabei werden die
Eigenschaften der einzelnen Farbtrennungsereignisse detailliert besprochen (3.8).
Die Auswirkung und Anderung unterschiedlich markierter Virusproteine auf die

Detektion von Farbtrennungsereignissen bildet den Abschluss (3.9-10).

3.1 Fusionsdetektion

Um fluoreszierende Viruspartikel zu erzeugen, wurden wahrend der HIV-
Partikelproduktion in Zellen verschiedene an fluoreszierende Proteine gekoppelte
HIV-Proteine zur Expression gebracht und so wahrend der Gag-Assemblierung an

der Plasmamembran in die Viruspartikel inkorporiert.
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Dazu wurden zunachst die schon als Fusionspartner etablierten Virusproteine Vpr
((McDonald, Vodicka et al. 2002)), MA ((Muller, Daecke et al. 2004); (Lampe, Briggs
et al. 2007)) und IN ((Albanese, Arosio et al. 2008)) verwendet. Eine Visualisierung
der Fusion durch Kombination der markierten Virusproteine MA und Vpr war bereits
versucht worden, wobei eine Trennung des membranassoziierten MA-Proteins von
dem, im viralen Kern befindlichen, Vpr eine Fusion anzeigen sollte. Allerdings wurde
so nur ein einziges Farbtrennungsereignis gefunden ((Lampe 2007)). Die
Eintrittseffizienz dieser Viren war hierbei nicht vermindert, sondern die Partikel
zeigten im Gegensatz zu einfach markierten Partikeln eine erhohte Stabilitat. Es
wurde gefolgert, dass aufgrund der erhdohten Stabilitat der Virusstruktur
Farbtrennungen nicht haufiger detektiert werden konnten. Da die Annahme, dass MA
zum Zeitpunkt der Fusion quantitativ vom Rest des Partikels abfallt auf theoretischen
Uberlegungen aber nicht auf experimentellen Daten beruhte, mussten neue Ansatze
gesucht werden.

Zur Visualisierung des Fusionsereignisses eines Viruspartikels wurde daher
versucht, eine weitere Fluoreszenzmarkierung in die virale Membran einzubringen.
Dazu wurden entweder fluoreszenzmarkierte Lipide mit Viruspartikeln inkubiert oder
fluoreszenzmarkierte (-markierbare)Transmembranproteine zu einer Virusproduktion
transfiziert. Per Definition muss diese wahrend des Fusionsprozesses verloren
gehen. AuRerdem sind die Moglichkeiten der Wechselwirkung eines ausschliel3lich
membrangebundenen Fluoreszenzmarkers mit Strukturen im Inneren des Virus
weniger grof3.

Um die Abhangigkeit der Farbtrennung von der Virusfusogenitat zu zeigen, wurden
im Verlauf dieser Arbeit zwei Arten von Partikeln mit verminderter Fusogenitat als
Kontrolle erzeugt. Zum einen wurde ein Hullprotein, das durch die Punktmutation
H8R in Hemifusion gehalten wird, verwendet ((Zavorotinskaya, Qian et al. 2004)).
Eine Visualisierung der Fusion durch Kombination der markierten Virusproteine MA
und Vpr war bereits versucht worden. Diese wurden durch Mutagenese hergestellt.
Zur Verbesserung der Detektion des endgultig verwendeten Markers, einer
fluoreszenzmarkierten Version des MLV.Env’'s, wurde der ursprunglich dort

eingebrachte Fluorophor YFP durch mCherry ersetzt.
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3.2 Strategien zur Fluoreszenzmarkierung der viralen Membran

Um einen spezifischen Marker fur die Fusion zu erhalten, wurde versucht, die
Virusmembran direkt zu markieren. Zum einen wurde die Inkorporation von
fluoreszenzmarkierten Lipiden in aufgereinigten Viruspartikeln, zum anderen die
Inkorporation von fluoreszenzmarkierten Lipiden bzw. mit Proteinankern gekoppelte
Fluorophore wahrend der Virusproduktion in transfizierten Zellen getestet. Dabei
wurde eine Studie zugrunde gelegt, in der gezeigt wurde, dass in HIV-
partikelproduzierenden Zellen fluoreszenzmarkierte Lipide wie Tetrametylrhodamin-
Phosphatidylethylcholin mit den Orten der Gag-Assemblierung kolokalisieren ((Booth,
Fang et al. 2006)). Im Zelluberstand konnten in dieser Studie auch Gag-haltige
Partikel mit fluoreszenzmarkierten Lipiden gefunden werden.

3.2.1 Partikel mit fluoreszenzmarkierten Lipiden

Fur die Markierung der Viren mit Lipiden wurden solche fluoreszenzgekoppelten
Lipidspezies gewahlt, von denen bekannt war, dass sie auch gehauft in der nativen
Virusmembran vorkommen ((Brugger, Glass et al. 2005)). Es wurden langkettige,
fluoreszenzmarkierte Acylgruppen verwendet, Sphingosin sowie
Phosphatidylethanolamine (PE) und GM1. Nach der Inkubation von MA.mCherry
markierten HIV-Partikeln mit fluoreszierenden Lipiden wurden diese Uber eine
Zentrifugation durch ein Sucrosekissen vom nicht eingebautem Farbstoff getrennt.
Die Bestimmung der Menge der zurlckgewonnenen Partikel erfolgte mittels p24
ELISA. Im Durchschnitt wurden etwa 80 % des eingesetzten Virus wahrend der
Aufreinigung ohne Lipide und DMSO wiedergewonnen. In Gegenwart von 1 %
DMSO sank die Partikelrickgewinnung leicht von 80 % auf 75 % (bzw. 65 % bei
Verwendung von 2 % DMSO im Ansatz) der eingesetzten Partikel. In der
mikroskopischen Untersuchung wurden punktierte MA.XFP-Strukturen erhalten, die
einer Partikelmenge pro Sichtfeld von 50 % im Vergleich zu den Ausgangspartikeln
entsprachen. Bei weiterer Erhohung der DMSO-Konzentration fiel die Menge der
zurickgewonnenen Partikel deutlich ab. In Gegenwart einer DMSO-Konzentration
von 5 % fiel die Ausbeute auf 20 % herab. Im Mikroskop zeigte sich, dass die
verbliebenen 20 % p24 nur grolRen Aggregaten und sehr wenigen punktierten
Fluoreszenzpartikeln (etwa 1/100 der Partikelanzahl vor Farbereaktion) entsprachen.
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Daraus ergab sich fur die Lipidmarkierung eine maximale DMSO-Konzentration von
2 %.

Die Charakterisierung der aufgereinigten Partikel erfolgte mit dem Mikroskop
bezlglich Effizienz der Farbung mittels des erzielten Signal-zu-Rausch-
Verhaltnisses. Dieses Verfahren wurde gewahlt, da hier zwischen schlecht
abgetrennten und spezifisch gebundenen Fluoreszenzmarkern unterschieden
werden kann. Die Aufnahmen wurden mit den Belichtungsbedingungen fir live cell
Experimente durchgefihrt. Fur die Berechnung des Signal-zu-Rausch-Verhaltnisses
wurden vier Aufnahmen gemittelt. Da das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis mit der
Anzahl n der Messungen um den Faktor Vn steigt, konnte das Signal-zu-Rausch-
Verhaltnis der markierten Partikel in den gemittelten Aufnahmen bestimmt und auf
das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis der einzelnen Aufnahmen zuriickberechnet werden.
Dieses Vorgehen ermoglichte eine prazise Bestimmung der Partikelposition und
-intensitat auch bei schwacher Fluoreszenzmarkierung. Fur die Berechnung wurde
das Rauschen aus der Standardabweichung des jeweiligen Bildes bestimmt, die
wiederum aus 100 Pixelintensitaten von der Mitte des Bildes ohne erkennbares
Partikelsignal berechnet wurde. Fur das spezifische Signal der Partikel wurden die
markierten Partikel zunachst aus der Lokalisation des MA.XFP-Signals bestimmt. Als
membranmarkierte Partikel wurden Partikel mit einem MA.XFP-Fluoreszenzsignal
und einer Fluoreszenzsignalintensitat des Lipids von mindestens 1,5 der
Standardabweichung (in der gemittelten Aufnahme) gewertet. Die mittlere Intensitat
der Lipidmarkierung aller so identifizierten Partikel wurde berechnet. Von dieser
wurde die gemittelte Hintergrundintensitat abgezogen. Das Signal-zu-Rausch-
Verhaltnis wurde als der Quotient der bestimmten mittleren Signalintensitat und der
Standardabweichung berechnet. Bei der Verwendung von allen Lipiden aul3er GM1
lag das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis unter 3 (Tabelle 3.1).

Mit Bodipy GM1 wurde — als einziger Lipidmarkierung — ein Signal-zu-Rausch-
Verhaltnis von 3,5 erzielt. Gleichzeitig lag in diesem Fall der Grad der doppelt
markierten Partikel (MA.XFP-Lipid) bei 95 % (Abb. 3.1). Diese Markierung lieferte
einen hohen Anteil fluoreszenzmarkierter Partikel mit hoher Signalintensitat.
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Tabelle 3.1: Mittleres Signal-zu-Rausch-Verhaltnis von mit Lipiden markierten Partikeln

. DHPE-Texas | Sphingosine-
C16-Bodipy TMR-PE GM1-Bodipy
Red NBD
0,05% nd nd 1,1 nd 1,2
0,1% 1,3 1,2 1,4 1,3 1,8
0,5% 1,6 1,7 1,9 1,4 2,3
1% 2,0 2,1 2,3 1,4 2,9
2% 24 2,4 2,8 1,7 3,5

TEF-DHPE, 25 I-""" 2 F'E—Tfl.ﬂRl :'5 I_]hﬂ Galactﬂsylcer—f‘JBDEﬁ I.”'l'l

C,.-Bodipy, 25 pM Sphingosine-NBD, 25 uM . Ghﬁ-deip}r, 10 pM _‘

Abb. 3.1: Viruspartikel nach Inkubation mit fluoreszenzmarkierten Lipiden. Viren mit
entweder MA.mCherry oder MA.eGFP Markierung wurden mit verschiedenen Lipiden in der
angezeigten Konzentration fir 1 Stunde inkubiert und Uber eine Zentrifugation durch ein
20%iges Sucrosekissen aufgereinigt. Zur Analyse wurden diese in PBS auf ein Deckglas
gegeben und mit dem Mikroskop auf ihre Fluoreszenzmarkierung untersucht. Lipidmarker
wird immer in grin, MA immer in rot gezeigt. Partikel, die in beiden Fluoreszenzkanalen
detektierbar waren, wurden mit einem gelben Kreis gekennzeichnet. Wahrend die meisten
Lipid-Signale nur schlecht mit dem Virussignal kolokalisieren, sind im Fall von GM1 fast alle

Partikel, aber auch viele Vesikel (nur grines Signal) gefarbt. Belichtungszeit: 250 ms.
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3.2.2 Eintrittseffizienz GM1-markierter Partikel

Um die Auswirkungen der Inkorporation fluoreszenzmarkierter Lipide in die
Virusmembran bzw. der Markierungsprozedur auf die Virusfunktionalitat zu
bestimmen, wurden Partikel mit inkorporiertem Vpr-p-Lactamase-Fusionsprotein
erzeugt und nach der Markierung im B-Lactamase-Fusionsversuch eingesetzt (siehe
Abschnitt 2.20.8). Dazu werden Zellen mit dem Farbstoff CCF2 beladen. Dieser
besteht aus zwei Fluorophoren, die mit einer durch die B-Lactamase spaltbaren
Verbindung aneinander gekoppelt sind. Der Abstand der Fluorophore ist dabei so
gering, dass das Phanomen des strahlungslosen Energietransfers FRET auftritt. Ist
nun ein Partikel des Zytoplasmas in eine mit CCF2 beladenen Zelle eingedrungen,
spaltet die p-Lactamase die Verbindung zwischen den beiden Fluorophoren, so dass

Zellen mit eingedrungenen Viren mit Hilfe des Verlusts an FRET-Signal detektiert

werden konnen.

140

120
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Abb.3.2: Eintrittsversuch mit GM1 markierten Partikeln. (-Lactamase-haltige Viren
wurden mit GM1-Bodipy oder DMSO (als Kontrolle) inkubiert und aufgereinigt. Aufgereinigte
Partikel wurden mit HeLa P4 Zellen inkubiert. Den Zellen wurde CCF2 (ein Uber [-
Lactamaseschnittstelle aneinander gekoppeltes FRET-Paar) zugegeben. Die mit dem Virus
in die Zelle eingedrungene [-Lactamase spaltet CCF2. Die resultierende
Fluoreszenzanderung zeigt Zellen mit eingedrungenen Viren an. Verglichen wurden: nicht
behandelte Viren, GM1-gefarbte Partikel oder mit DMSO behandelte Viren (Kontrolle). Werte
wurden auf unbehandelte Viren normiert (100 %).
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Fur die Auswertung wurde das Intensitatsverhaltnis der Emission im blauen
Frequenzbereich (FRET-Transfer aufgehoben) ins Verhaltnis zur Emission im grinen
Frequenzbereich (FRET-Transfer) gesetzt. Es zeigte sich keine signifikante
Verringerung der Eindringkompetenz von lipidmarkierten Viren gegenuber

unbehandeltem bzw. mock-behandeltem Virus (Abb. 3.2).

3.2.3 Virus-Zell-Interaktion von GM1-markierten Partikeln

Um die Eignung GM1-markierter Partikel fur live cell Experimente zu bestimmen,
wurden die erzeugten Partikel mit Sup T1 Zellen inkubiert. Es zeigte sich innerhalb
der ersten 30 min eine stark zunehmende Fluoreszenzmarkierung der
Plasmamembran. Dieses Fluoreszenzsignal der Plasmamembran trat im gleichen
spektralen Bereich wie die Lipidmarkierung der Partikel auf (Abb. 3.3). Um einen
fusionsunabhangigen Ubertritt des Farbstoffes vom Virus auf die Zelle
auszuschlielfen, wurde das Experiment mit Partikeln in Gegenwart des
Endozytoseinhibitors Eipa bzw. des HIV Fusionsinhibitors T20 wiederholt. Mit T20
zeigte sich nach einem Zeitintervall von 30 min eine starke Zellfarbung vergleichbarer

Intensitat wie in Abwesenheit des Inhibitors.

Abb.3.3: Plasmamembranfarbung wahrend
der Virus-Zellinkubation.

50 ng GM1 gefarbte Viruspartikel wurden in
100 pl zu den zuvor ausgesaten Sup T1 Zellen
gegeben und mit diesen inkubiert. Mit der Zeit
trat eine Plasmamembranmarkierung auf (obere
Zeile). Zum Ausschluss von fusionsunabhangiger
Farbung wurde das Experiment in Gegenwart
des Endozytoseinhibitors EIPA und in Gegenwart
des HIV-Eintrittsinhibitors T20 wiederholt. In
beiden Kontrollen trat die GM1-Farbung in
gleicher Geschwindigkeit und ahnlicher Intensitat
(nur im Fall von Eipa leicht verringert) auf wie mit
Wildtyp-Partikeln in Abwesenheit des Inhibitors
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Auch das Auftreten von fluoreszenzmarkierten Strukturen innerhalb der Zelle war
unverandert. Fur den Endozytoseinhibitor war die Signalintensitat leicht verringert.
Aulerdem traten weniger inkorporierte, fluoreszenzmarkierte Strukturen auf. Da die
Inhibition der HIV.Env vermittelten Fusion durch T20 keinen Unterschied in der
Intensitat der Sup T1 Zellen brachte, sprach dies fur einen fusionsunabhangigen

Ubertritt des Lipidmarkers auf die Zellen.

3.2.4 Zellvermittelte Lipidmarkierung

Zur Generierung von lipidmarkierten Partikeln wurden Zellen mit pCHIV und
pCHIV.MA.mCherry mit der Kalziumphosphatmethode transfiziert. = Die
fluoreszenzmarkierten Lipide wurden zu verschiedenen Zeitpunkten wahrend der
Partikelproduktion (12 h bzw. 1 h vor Mediumwechsel und erneut mit dem
Mediumwechsel, mit dem Mediumwechsel, 1 h bzw. 12 h nach dem Mediumwechsel)
zugegeben. Die Partikel wurden 32 Stunden nach der Transfektion geerntet und
mittels Zentrifugation durch ein 20%iges Sucrosekissen aufgereinigt. Die erhaltenen
Partikel wurden auf ihre Markierungseffizienz mit Hilfe des erzielten Signal-zu-
Rausch-Verhaltnisses auf Einzelpartikelebene beurteilt. Es zeigte sich, dass das
erhaltene Signal-zu-Rausch-Verhaltnis fur alle verwendeten fluoreszenzmarkierten
Lipidspezies bei einer Zugabe der Lipide 1 Stunde nach der Transfektion am
hochsten war. Als maximale Lipidmixzugabe wurde 1 % toleriert. Damit wurde bei
einem Signal-zu-Rausch-Verhaltnis von im besten Fall 2,1 eine nur geringe
Markierungseffizienz erreicht. Der Anteil an doppelt markierten Partikeln lag
zwischen 35 % und 55 %. Weil die erreichten Markierungseffizienzen nicht fur
Experimente unter live cell imaging Bedingungen ausreichten, wurde dieser Ansatz

nicht weiter verfolgt.

3.2.5 Verwendung von GPIl-gebundenen Fluorophoren

Eine andere Strategie zur Markierung der Virusmembran stellt die Kotransfektion von
einem an einen Membrananker gekoppelten Fluorophor wie eGFP mit HIV-1
kodierenden Plasmid dar ((Campbell, Perez et al. 2007)). Dazu wurden 293T-Zellen
mit den viralen Plasmiden und dem fur das Fluorophor kodierenden Plasmid
kotransfiziert. Sowohl das Verhaltnis an viralem Plasmid zu fluoreszenzmarkiertem

Ankerplasmid, als auch die Zeit der Partikelernte wurden variiert. Als Optimum wurde
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ein Uberschuss an Ankerplasmid zu HIV-Plasmid von 2:1 bei einer Erntezeit von 24
Stunden nach der Transfektion bestimmt. Eine weitere Erh6hung des Ankerproteins
fuhrte zu einer starken Verringerung der Partikelproduktion, bestimmt mittels p24
Konzentration. Das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis lag im besten Fall fur GPl.eGFP bei
2,6 (Tabelle 3.2).

Um das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis der Ankerproteinmethode weiter zu erhdhen,
wurden organische Fluorophore mit einer deutlich hdheren Quantenausbeute und
Photostabilitat gegenuber fluoreszierenden Proteinen an die Membran gekoppelt.
Dazu wurde bei der Transfektion von pCHIV und pCHIV.MA.eGFP auch das Plasmid
GPI.SNAP transfiziert. SNAP stellt eine Markierungsmethode dar, die auf der
Reaktion der Andenyl-Guanyl Aminotransferase (AGT) basiert. Das wt-Enzym
transferiert die Amingruppe von einem Guanyl auf ein Protein. Eine veranderte Form
der AGT wird an das Zielprotein eingebracht und mit ihm exprimiert. In Gegenwart
von speziellen guaninartigen Substraten wird die normalerweise ablaufende
Transferasereaktion an dem Zwischenschritt angehalten, an dem Substrat und
Protein kovalent miteinander verbunden sind. Ist das Substrat z.B. an einen
organischen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt, kann das Zielprotein zu einem
beliebigen Zeitpunkt fluoreszenzmarkiert werden. Die erhaltenen Partikel wurden wie
zuvor aufgereinigt. Die Inkorporation des fluoreszierenden Membranankers in das
Viruspartikel wurde mittels Western-Blot analysiert (Abb. 3.4). Mit Zunahme der
Menge an GPL.SNAP-Plasmid in der Transfektion nahm auch die Menge GPI-SNAP

im aufgereinigten Uberstand zu.
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Abb. 3.4: Westernblot aufgereinigter Zelliiberstande nach Virusproduktion in
Gegenwart von GPL.SNAP. Mit Zunahme des GPI.SNAP-Plasmids (als molares Verhaltnis
zu HIV-Plasmid-DNS 0:1, 1:2, 1:1, 2:1) im Transfektionsmix nimmt die Inkorporation des
GPIL.SNAPs in die Partikel zu. Markerbanden in kDa. Vier verschiedene molare Verhaltnisse
von GPI.SNAP zu den HIV-Plasmiden sind hier dargestellt.

Tabelle 3.2: Signal-zu-Rausch-Verhaltnis unter Verwendung von mit Proteinankern

markierten Partikeln

GPI-SNAP-
GPI-eGFP
BG-ATTO 647N
1:8 1,5 nd
1:4 1.9 1.8
1:2 2.1 3.7
1:1 2.6 4.6

Nach Farbung mit  dem BG.ALEXA488-Substrat  fand sich eine
Fluoreszenzmarkierung der Partikel, deren Helligkeit (Signal-zu-Rausch-Verhaltnis)
mit Zunahme der GPI.SNAP-Menge in der Transfektion ebenfalls anstieg (Tabelle
3.2).
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Abb. 3.5: Eintrittseffizienz von GPL.SNAP-markierten Partikeln: Unterschiedliche Mengen
an SNAP-Plasmid wurden in einer Partikelpraparation den flir Virus kodierenden Plasmiden
zugemischt. Die Verhaltnisse entlang der X-Achse zeigen die molaren Verhaltnisse von
eingesetzter Plasmidmenge GPI-SNAP zu pCHIV. Die Partikel wurden anschlieRend mit
SNAP-Substrat (dunkelblau) oder nur dem gleichen Volumen DMSO inkubiert (hellblau).

Um eine Auswirkung der Markierung auf die Eintrittseffizienz des Virus
auszuschlief3en, wurden Partikel mit inkorporiertem Blam.Vpr und GPI-SNAP erzeugt
und deren Eintrittseffizienz mit Partikeln ohne GPI-SNAP verglichen. Die
Inkorporation des GPI-SNAPs in die virale Membran hatte bis zu einem molaren
Verhaltnis wahrend der Transfektion von GPI-SNAP zu pCHIV von 1:2 nur einen
marginalen Effekt. Bei einem Transfektionsverhaltnis von 1:1 fiel die
Eintrittskompetenz auf weniger als die Halfte des Ursprungswertes ab. Die Inkubation
mit dem Substrat bei 4°C fur 12 Stunden verringerte die Eintrittseffizienz um 30 %.
Bei einem molaren Verhaltnis von 1:1 reduzierte sich die Entrittskompetenz auf
weniger als 5 % des Ursprungswertes. Es zeigte sich, dass hohe Konzentrationen an
GPI-SNAP zu einer signifikanten Reduktion des Eindringvermdgens fuhrten (Abb.
3.5).

Die Partikel, hergestellt mit einem molaren Plasmidverhaltnis von 1:1 von GPL.SNAP
zu HIV, wurde mit HeLa P4 Zellen inkubiert und mit Hilfe der automatischen
Trackingsoftware von der Arbeitsgruppe Karl Rohr (Bioquant. Heidelberg) analysiert.
Diese war speziell fur das Tracken von Viruspartikeln entwickelt worden. Das

Tracken der Partikel unterteilte sich im Tracking-Prozess in zwei Schritte:
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(I) Auffinden der Viruspartikel in jedem Bild und (Il) Verbinden der einzelnen
Positionen zu einer Trajektorie, die die zeitliche Veranderung der Position eines
Partikels beschrieb (siehe auch 2.16.2). Die erzielte Markierungseffizienz der Partikel
reichte aus, um diese Partikel gegen den zellularen Hintergrund zu verfolgen (Abb.
3.6, CD-Filme 1-4).

D
48 10
. 16

15

GPI.SNAP mCherry.Vpr Ube'r_lagérung

Abb. 3.6: Live cell imaging von GPI.SNAP-markierten (A) und mCherry.Vpr markierten
(B) HIV Partikeln, inkubiert mit HeLa P4 Zellen. Die meisten Partikel waren wahrend der
Beobachtung (5 min) immobil an die Zelle gebunden, nur eines zeigte gerichtete Bewegung
(D, Track 2). Der Film wurde mit der Trackingsoftware der AG Karl Rohr analysiert A)
GPI.SNAP, Griner Kanal zum Zeitpunkt 0; B) mCherry.Vpr, roter Kanal, zum Zeitpunkt 0; C)
Uberlagerung aus Hellfeld, mit Fluoreszenzsignalen aus beiden Kanalen, zum Zeitpunkt 0)
Partikel wurden automatisch lokalisiert (iber 64 s. verfolgt. D) Erhaltene Trajektorien aus
der Trackingsoftware, zeigt die Bewegung eines Partikels Nr 2).

3.3 Verwendung von MLV.Env Pseudotypen

Die durch GPI.SNAP erhaltene Membranfarbung war zwar ausreichend fur live cell
imaging, fusionsanzeigende Farbtrennungsereignisse wurden jedoch nicht detektiert.
Ein limitierender Faktor bei der Suche nach Fusionsereignissen mit HIV-Partikeln ist
die geringe Fusogenitat des HIV Hullproteins. Es wurde daher auf die Strategie des
Pseudotypisierens  der HIV-Partikel mit fusogenerem MLV  Hullprotein
zurlckgegriffen. Dieses Vorgehen brachte zwei Vorteile. Erstens wurde die
Wahrscheinlichkeit, im Beobachtungszeitraum Fusionsereignisse zu detektieren,
durch die erwahnte hohere Fusogenitat gesteigert. Zweitens existierte mit dem
MLV.Env.YFP ein Hullprotein, das trotz des eingeflugten Fluoreszenzproteins seine
Fusogenitat nicht verlor. Es konnte daher gleichzeitig als Fluoreszenzmarker der

viralen Membran dienen.
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3.3.1 Optimierung der Pseudotypisierung von MA.mCherry HIV-1 Partikeln mit
MLV.Env.YFP

Fur die Erzeugung von sowohl quantitativ als auch qualitativ gut fur live cell imaging
geeigneter doppelt markierter HIV-1 Partikeln wurden pCHIV, pCHIV.MA.mCherry
mit MLV.Env.YFP kotransfiziert. Da die optimalen Bedingungen fur die Markierung
der Matrix bekannt waren ((Muller, Daecke et al. 2004)), wurde hier die beste
Plasmid-Konzentration von MLV.Env.YFP flur die Kotransfektion in Hinblick auf die
Markierungseffizienz der pseudotypisierten Partikel untersucht. Zuerst wurde die
relarive Menge an Env zu pcHIV in einem Bereich von 1:6,5 bis zu 7:1 variiert. Zur
Beurteilung der Markierungseffizienz wurde die Partikelpopulation auf den relativen
Anteil an doppelt markierten Partikeln zu allen MA markierten Partikeln und das
jeweilige Signal-zu-Rausch-Verhaltnis der beiden Markierungen untersucht (Abb. 3.7
und 3.8).
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Abb. 3.7: Signal-zu-Rausch-Verhiltnis von MLV.Env.YFP markierten Viruspartikeln:
Partikel wurden durch Transfektion in 293T-Zellen erzeugt und aus dem Zellliberstand
aufgereinigt. Angegeben auf der x-Achse ist das Verhaltnis von der in der Transfektion
verwendeten molaren Menge an Env.YFP zur Menge an HIV-Plasmiden. Die y-Achse zeigt
das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis der Partikel. Es zeigt sich ein Maximum bei einem molaren
Verhaltnis von ungefahr 1.5 MLV.Env zu HIV-Plasmid-DNS. Um das Maximum wurden die

Konzentrationen in Triplikaten wiederholt.
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Abb. 3.8: Anstieg der Doppeltmarkierung mit Zunahme des Env.YFP in der Transfektion
(molares Verhaltnis von Env.YFP zu HIV-Plasmiden), Partikel wurden aus dem Uberstand
transfizierter 293T-Zellen aufgereinigt. Angegeben auf der x-Achse ist das Verhaltnis von der
in der Transfektion verwendeten molaren Menge an Env.YFP zur Menge an HIV-Plasmiden.
Die y-Achse zeigt den Anteil YFP- (Env) und mCherry-(MA)-positiver punktierter Strukturen
zu allen mCherry-positiven punktierten Strukturen in Prozent. Die relative Menge doppelt
markierter Partikel nimmt dabei kontinuierlich zu.

Es ergab sich ein Maximum der Partikel-Helligkeit bei einem Verhaltnis von MLV.Env
zu pCHIV von 2:1 (Abb.3.7). Die relative Anzahl an doppelt markierter Partikel zeigte
kein Optimum bei dem Plasmid-Verhaltnis von 2:1 (Abb. 3.8). Hier stieg die relative
Zahl doppelt markierter Partikel mit zunehmender Menge von MLV.Env-Plasmid
kontinuierlich an. Gleichzeitig fiel die Menge an gewonnenen Partikeln mit der Menge
an Env in dem Transfektionsmix ab. Da sich die erzielte Partikelintensitat als
limitierender Faktor flr die Mikroskopie erwies, wurden die optimalen Bedingungen
fur die Partikelintensitdt gewahlt. Im Anschluss wurde der Einfluss der
Transfektionszeit bis zum Zeitpunkt der Ernte bestimmt. Hierzu wurden die
Zelluberstande aus den Transfektionen zu den Zeitpunkten 12 h, 24 h, 32 h und 48 h
nach Transfektion geerntet und erneut die Population auf Helligkeit und

Doppeltmarkierung hin Gberpraft.
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Um einen Einblick in die Funktionalitat der Partikel zu erhalten, wurden fur die
gewahlten Transfektionsbedingungen die Gag-Prozessierung mittels Western-Blott
(Abb. 11.2.2) und die Eintrittseffizienz des Virus in Zielzellen Uberprift.

Fur die Abgabe des Env-Proteins in den Zelliberstand ergab sich ein Maximum bei
24 h nach Transfektion. Das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis betrug dabei 5,6 fur die
MA.mCherry-Markierung und 3,3 fur die Env-Markierung. Die matrixmarkierten
Partikel zeigten dagegen das hoéchste Signal-zu-Rausch-Verhaltnis bei 48 h nach
Transfektion. Fir die doppelt markierten MA.mCherry Partikel wurde daher als
Kompromiss eine Erntezeit von 32 h gewahlt.

Da es sich bei YFP um ein sehr bleichanfalliges Fluorophor handelt, wurde dieses im
Anschluss durch mCherry im MLV.Env-Plasmid ersetzt. Nach erfolgreicher
Klonierung des MLV.Env.mCherry wurde dieses zur Erzeugung von doppelt
markierten Partikeln verwandt. Dabei wurde mit dem MLV.Env.mCherry und
pCHIV.MA.eGFP ein Signal-zu-Rausch-Verhaltnis von 4,6 (Env) bzw. 5,9 (MA)
erreicht. Gleichzeitig verbesserte sich der Anteil an doppelt markierten Partikeln
leicht von 35 % auf 40 %.

3.3.2 Markierungseffizienz von MLV.Env pseudotypisierter HIV-Partikeln mit

anderen fluoreszenzmarkierten HIV Proteinen

Desweiteren wurde versucht, anstelle des fluoreszierenden MA-Fusionsproteins die
HIV Proteine mCherry.Vpr und IN.eGFP in die MLV.Env.mCherry pseudotypisierten
Partikel einzubringen. Dazu wurden die in 3.3.1 ermittelten optimalen
Plasmidkonzentrationen fir MLV.Env.mCherry und pCHIV verwendet. Es wurden
wieder verschiedene Erntezeiten getestet. Die Vpr-Markierung zeigte schon bei 24 h
ein gutes Signal-zu-Rausch-Verhaltnis. Daher wurden die Partikel mit dieser
Markierung schon nach 24 h geerntet. Das endgultige Signal-zu-Rausch-Verhaltnis
lag bei 4,9 fur MLV.Env und bei 5,4 fur mCherry.Vpr. Durch einen Austausch der
Konstrukte von MLV.Env.YFP zu MLV.Env.mCherry und mCherry.Vpr zu eGFP.Vpr
konnte das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis der Env.Markierung auf 5,1 gesteigert
werden. Auch hier fuhrte der Austausch zu einem Anstieg der doppelt markierten
Partikel (von 40 % auf 45 %).
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Im Folgenden wird bei einem Bezug auf ein Protein, das mit einem von
verschiedenen moglichen Fluorophoren markiert war (z.B. mCherry.Vpr oder

eGFP.Vpr), eine Abkirzung als XFP vorgenommen (z.B. XFP.Vpr).

Im Falle der Vpr.IN.eGFP stand nur das MLV.Env.mCherry als Membranmarkierung
zur Verflgung. Es wurde das Verhaltnis der Plasmide codierend fur MLV.Env und
pCHIV Ubernommen. Die Erntezeit wurde wieder zu den angegebenen Zeiten
getestet. Es zeigte sich, dass die IN.eGFP-Markierung schon nach 24 h ein gutes
Signal-zu-Rausch-Verhaltnis ergab (Env: 5,0; IN: 6,2), daher wurden die Partikel bei
dieser Markierung bereits nach 24 h geerntet. Der Prozentsatz an doppelt markierten
Partikeln betrug 45 %.

Um auf eventuelle Auswirkungen der Markierung auf die Partikelprozessierung rtick-
zuschlieRen, wurde die Prozessierung des Gag-Polyproteins mittels Western-Blot
gegen CA in allen Partikelpraparationen Uberpruft. Hierfir wurden die Intensitaten
der einzelnen Banden in einem LiCor-Blot bestimmt und der lokale Hintergrund von
diesen abgezogen (Abb. 3.9). Die hintergrundkorrigierte Bande bei 24 kDa wurde
durch die unprozessierte Gag-Spezies bei 55 (und im Falle der markierten MA.XFP
auch des Gag.eGFPs bei 83 kDa) geteilt. Dieser Quotient gab Aufschluss Uber den
Grad der Prozessierung und sollte durch die jeweilige Markierung mdglichst
unbeeinflusst, das heilt moglichst gro3 sein. Fur die am Ende gewahlten
Bedingungen ergab sich ein Quotient von 20. Dies wurde fur ausreichend beurteilt

und die Partikel daher so verwendet.
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Abb. 3.9: Immunoblot Analyse von aufgereinigten Partikeln. pCHIV Partikel,
kotransfiziert mit unterschiedlichen molaren Verhaltnissen der Plasmide mCherry.Vpr (links)
oder Vpr.In.eGFP (rechts) wurden mittels Zentrifugation durch Sucrosekissen von einer 293T
Kokultur aufgereinigt. Gleiche Volumen der Proben wurden mittels SDS-PAGE (12.5 %
Acrylamid) aufgetrennt, nach der im Methodenteil beschriebenen Standardmethode auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert. Die Proteine wurden mittels des quantitativen

Immunoblotsystems von LiCor mit Antiseren gerichtet gegen CA bestimmt.

3.4 Charakterisierung der Virus-Eintrittseffizienz fur Jive cell

imaging

Um die Fusion auf Einzelpartikelebene zu detektieren und gut quantifizieren zu
konnen, wurden die Viren auf eine Fibronektinschicht gebunden und anschlie3end
die Zellen auf diesen ausgesat. Dieses Vorgehen hatte folgende Vorteile: Alle
Partikel befanden sich zu Anfang der Messung in der Beobachtungsebene, was die
Wahrscheinlichkeit erhdhte, eine Fusion an der Plasmamembran zu beobachten.
Gleichzeitig konnten quantitative Aussagen Uber die Anzahl der Partikel-Zell-
Wechselwirkungen gemacht werden. AulRerdem stellte der Moment des
Bodenkontakts der Zelle den Startpunkt der Virus-Zell-Interaktion dar, so dass deren
Dauer gemessen werden konnte. Um Auswirkungen auf die Fitness des Virus,
verursacht durch die Pseudotypisierung und Fluoreszenzmarkierung des Virus, zu
Uberprufen, wurde sowohl die Infektivitat als auch die Eindringkompetenz des
MLV.Envs untersucht. Gleichzeitig sollten mdgliche Auswirkungen des
experimentellen Vorgehens (Binden der Viren und Zugabe der Zellen) getestet
werden. Es wurde zunachst untersucht, ob die im Virusgenom enthaltenen Proteine,

von an Fibronektin gebundenen Viruspartikeln ihre Gene zur Expression bringen
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kénnen. Hierfir wurde die Transduktionseffizienz dieser Partikel relativ zu
ungebundenen Viruspartikeln bestimmt. Dazu wurden verschiedene MLV-Partikel mit
dem Reporter lac-z hergestellt. Diese trugen entweder das wt MLV.Env, das
fluoreszenzmarkierte MLV.Env.YFP, die fusionsdefiziente Hullprotein-Variante
MLV.Env.YFP.H8R oder waren hiillprotein-defizient. Die Konzentrationen der MLV-
Partikel wurden Uber die Gag-Bande im Westernblott abgeschatzt (hier nicht

gezeigt).

Abb. 3.10: Infekti6ésitidt von VLPs, die an Fibronektin gebunden waren

293T- Zellen wurden mit Plasmiden kodierend fir MLV Gag-Pol, B-Galaktosidase Markergen
und das angezeigte Hullprotein transfiziert. MLV-Partikel wurden aus dem Uberstand
aufgereinigt. Vergleichbare Mengen an Partikeln wurden an fibronektinbeschichtete
Deckglaser gebunden. DFJ-8 Zellen wurden durch Behandlung mit Trypsin in Suspension
gebracht und zu den mit Partikeln beschichteten Deckglasern gegeben. (A) Nach 48 h
Inkubation bei 37°C wurden die Zellen fixiert und p-Galaktosidase positive Zellen wurden
gefarbt. (B) Je Ansatz wurde die Anzahl der infizierten Zellen aus 5 Sichtfeldern ausgezahlt
(entspricht etwa 500 Zellen). Die Graphik zeigt den Durchschnittswert und die
Standardabweichung von 3 unabhangigen Experimenten.
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Diese verschiedenen Partikel wurden sodann auf Fibronektin gebunden und die
Zellen auf diesen ausgesat. Nach 48 h wurden die Zellen mit X-Gal-Losung gefarbt
und die transduzierten Zellen gezahlt. Es zeigte sich, dass Partikel mit Wildtyp
MLV.Env in der Lage waren, ca. 30 % rezeptorpositive Zellen zu transduzieren (Abb.
3.10). Partikel mit dem MLV.Env.YFP-Protein waren ebenso potent, Zellen zu
transduzieren wie der unmarkierte Wildtyp. Bei der Verwendung von Partikeln ohne
Hullproteine konnten vereinzelte transduzierte Zellen gefunden werden. Partikel, die
im Hullprotein die Punktmutation H8R trugen, waren zwar weiterhin in der Lage,
Zellen zu transduzieren aber mit stark verminderter Effizienz. Die gleiche Menge
Partikel transduzierte 5 % der Zellen im Vergleich zu 30 % fur den Wildtyp. Die
Transduktionseffizienz war also etwa 6mal geringer als die des Wildtyps (Abb. 3.10).
Zum Ausschluss einer spezifischen Hemmung der Endozytose des Virus durch das
Vorbinden der Viren auf Fibronektin, wurden lac-z positive MLV-Partikel mit den
Hullproteinen VSV-G bzw MLV.Env erzeugt und die Transduktionseffizienz des
vorgelegten Virus in sich absetzenden Zellen mit dem von freien Viren auf adharente
Zellen verglichen. Um die tatsachlich an die Fibronektinoberflache gebundene
Menge an Viren zu bestimmen, wurde sowohl die RT-Aktivitat der eingesetzten Viren
als auch die nach dem Binden im Uberstand verbliebene RT-Aktivitat bestimmt. Die
jeweils erzielte Anzahl an transduzierten Zellen wurde gegen die RT-Aktivitat
aufgetragen (Abb. 3.11). Insgesamt war in diesen Versuchen die
Transduktionseffizienz geringer als im vorherigen Experiment (5 %). Die Menge an
eingesetzten ungebundenen Viren verschiedener Verdinnung zeigt einen linearen
Zusammenhang zu der Menge transduzierter Zellen. Die Menge vorgebundener
Viren entsprach etwa 30 % der einesetzten Menge. Damit wurde eine etwas hdhere
Anzahl B-Galaktosidase-positiver Zellen erzielt als mit den freien Partikeln. Im Fall
des MLV.Envs ergab sich also ein leichter, allerdings nicht signifikanter Vorteil des

gebundenen Virus gegenuber dem ungebundenen Virus.
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Abb. 3.11: Tranduktionseffizienz von ungebundenen und vorgebundenen
Viruspartikeln: Vektoren mit [B-Galaktosidase-Reportergen wurden an Fibronektin
gebunden, ungebundene Viren mit Uberstand entfernt und die RT-Aktivitat im Uberstand
bestimmt. Auf gebundenen Partikeln wurden Zellen ausgesat und nach 48h B-Galaktosidase-
positive Zellen mit X-Gal gefarbt und gezahlt. Die Transduktionseffizienz wurde mit einer

Verdinnungsreihe ungebundener Vektoren verglichen.

3.5 Eintrittseffizienz vorgebundener Viren

Nach dem Ergebnis aus Abschnitt 3.4 ist MLV.Env-Fusion an der Plasmamembran
von der Bindung an Fibronektin nicht beeinflusst. Es ist jedoch vorstellbar, dass die
Adhasion von Viruspartikeln an eine Oberflache das Endozytieren der Partikel
behindert. Folglich koénnte sich das Verhaltnis von der Fusion an der
Plasmamembran und der Endozytose von Viruspartikeln andern. Um dies genauer
zu untersuchen, wurden Versuche zur Eintrittseffizienz von Partikeln mit
verschiedenen Hdullproteinen parallel  durchgefihrt. Konkret wurde die
Eintrittseffizienz gebundener und freier B-Lactamase enthaltene Partikel miteinander
verglichen. Es wurden MLV.Env pseudotypisierte HIV Partikel mit inkorporierter 3-
Lactamase erzeugt. Dazu wurde in der Transfektion das Plasmid Blam.Vpr
eingesetzt, welches flr ein Fusionsprotein aus B-Lactamase und des Vpr-Proteins
codiert. Die hergestellte B-Lactamase wird durch Vpr in die Partikel aufgenommen.

Deren enzymatische Aktivitat kann spater nach erfolgtem Eindringen des Virus in die
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Abb.3.12: Vergleich der Eintrittseffizienz an Fibronektin gebundener und freier
Partikel. Die Anzahl [-Lactamase positiver Zellen einer Verdinnungsreihe von
ungebundenem Virus (blau) wurde mit gebundenem Virus (rot) verglichen. Die tatsachlich
gebundene Virusmenge wurde durch ein RT-Assay bestimmt. Zur Differenzierung der
Auswirkung des Vorbindens des Virus auf unterschiedliche Eindringwege wurden mit
verschiedenen Hullproteinen pseudotypisierte (jeweiliges Hullprotein angezeigt), B-
lactamasehaltige HIV-Partikel eingesetzt. (A) VSV-G pseudotypisierte Partikel mit DFJ-8
Zellen. (B) VSV-G pseudotypisierte HIV-Partikel mit HeLa P4 Zellen. (C) MLV.Env
pseudotypisierte HIV-Partikel mit DFJ-8 Zellen. (D) HIV Partikel mit HeLa P4 Zellen.
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Zielzelle mittels des Farbstoffs CCF2 nachgewiesen werden. Die eingesetzten HIV-
Partikel trugen entweder kein Hullprotein (Env(-)), oder HIV.Env, VSV-G oder
MLV.Env. Die Partikel wurden auf Fibronektin gebunden und die RT-Aktivitat
bestimmt. Parallel wurde auch die Eintrittseffizienz von ungebundenen Partikeln auf
ausgesaten Zellen gemessen. Die nach 6 h B-Lactamase positiven Zellen wurden
bestimmt. Die RT-Aktivitdt wurde gegen die [(-Lactamase-positiven Zellen
aufgetragen. Es zeigte sich, dass von den eingesetzten Viren ein recht variabler
Anteil von 10 % und 80 % an die Fibronektinoberflache bindet. Je nach vorhandener
RT-Aktivitat lag der Prozentsatz an Lactamase-positiven Zellen zwischen 2 % und
60 %. Unabhangig vom verwendeten Hullprotein ergab sich kein signifikanter

Unterschied von vorgebundenen zu freien Viren (Abb.3.12).

3.6 Ubertritt des viralen MLV.Env-Signals auf rezeptorpositive

Zellen

Schon friher wurde beobachtet, dass wahrend der Virus-Zell-Inkubation das
Env.YFP Signal mit der Zeit auf die rezeptorpositiven Zellen ubertragen wird
((Sherer, Lehmann et al. 2003)). Dieses Phanomen trat bei rezeptornegativen Zellen
nicht auf. Daraus kann gefolgert werden, dass die Zellfarbung durch den Ubertritt des
Env.YFP in die Plasmamembran wahrend der Fusion des Virus mit der Zielzelle

hervorgerufen wird.

Um zu Uberprifen, ob das Fluoreszenzsignal durch Fusion von Viren mit der
Plasmamembran auf die Zellen Ubertragen wurde, wurden Viren mit YFP-markiertem
MLV Hullprotein, der mutierten Form des YFP-markiertem Hullprotein H8R, und mit
Partikeln, die eine inaktive Protease enthielten, verglichen. MLV.Env.YFP Partikel
zeigten ein punktiertes Signal nach dem Beginn der Interaktion mit Zellen. Dies hatte
sich nach 30 min in ein diffuses Plasmamembran-lokalisiertes Signal umgewandelt
(Abb. 3.13). Beide fusionsbehinderten Virusvarianten zeigten im Vergleich zum
Wildtyp einen deutlich verlangsamten Verlauf in der diffusen Farbung der
Plasmamembran. Diese Differenz in der Zellfarbung war besonders ausgepragt,

wenn die Viren vorgebunden waren.
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A Brightfield

Abb. 3.13 Plasmamembranfarbung
als Resultat der Virus-Zellinkubation
mit fluoreszierenden Viren.

DFJ-8 Zellen wurden auf mit MLV.Env
pseudotypisierten HIV-Partikeln (ent-
sprechend 500 ng p24, markiert mit
MA.mCherry mit den angezeigten

Hullproteinen) beschichteten Deck-

glasern inkubiert: Partikel pseudo-
typisiert mit den MLV-Hdullprotein (A)
Env.YFP; (B) punktmutiertes
Env.YFP.H8R; (C) Env.YFP mit
inaktiver Protease PR(-). Zellen wurden
nach 2 und 30 min Virus-Zell-Kontakt
fixiert und aufgenommen. Dargestellt
sind die Maximumprojektionen der
dekonvolvierten Z-Serien. Die weil3en
Linien indizieren die Umrisse der Zellen
(bestimmt aus Hellfeldmikroskopie).
Der Balken entspricht einer Lange von

10 um.

In den Versuchen mit Wildtyp Hullprotein wurde zunachst die Zellmembran gefarbt
und begann erst nach 20 min, innere zellulare Membranen zu erreichen. In allen
Experimenten fiel auf, dass obwohl offensichtlich der Membranmarker
fusionsabhangig auf die Zellen Ubertragen wurde, auch zu spaten Zeitpunkten das
MA-Signal weiterhin punktiert blieb. Auch die Zahl der punktierten MA-Signale schien
sich nicht wesentlich geandert zu haben. Um diesen Umstand genauer zu
untersuchen, wurden zusatzlich zur Signallbertragung der Env-Fluoreszenz auf die

Plasmamembran nach Veranderungen in der Viruspopulation gesucht.
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3.7 Verlust des Env.Signals auf Einzelpartikelebene

Um den Verlust der Hullproteinsignale einzelner Partikel zu zeigen, wurden auf einer
Fibronektinschicht wenige Partikel gebunden und darauf Zellen ausgesat. Mit dem
Beginn des Absenkens der Zelle auf den Boden wurde die Aufnahme (mit einer
Zeitauflosung von einem Bild pro Minute) der Fluoreszenzsignale der Viren gestartet
(Abb. 3.14). Zu jedem Zeitpunkt wurde die Anzahl an punktierten Hullproteinsignalen
und MA.XFP-Signalen bestimmt und das Verhaltnis aus Hullproteinsignalen zu
Matrixfluorophorsignalen gebildet. Zur Beurteilung, ob sich die Hullproteine vor einem
mdglichen Aufldsen der Matrix vom Partikel 16sen, wurde die Anzahl der punktierten
Env-Signale mit der Anzahl der MA.XFP-Signale verglichen. Dieser Quotient wurde

zum Zeitpunkt Null normiert und gegen die Zeit aufgetragen (Abb. 3.15).

Zum Ausschluss unspezifischer Signalverluste wie Bleichen des Fluorophors wurde
auch der Quotient von Partikeln bestimmt, die wahrend der Messung mit keiner Zelle in
Kontakt kamen. Der Quotient dieser Partikel blieb Uber die Beobachtungszeit von
20 min konstant. Der Quotient der Wildtyp-Partikel mit Zellkontakt nahm Uber die
Beobachtungszeit von 20 min kontinuierlich auf die Halfte des Ausgangswertes ab.
Damit ergab sich, dass etwa die Halfte der Partikel wahrend dieser Zeit mit der Zelle
fusioniert hatten (Abb. 3.14 A, 3.15). Dieser Quotient wurde mit denen von Viren mit
den H8R mutierten Hullprotein und Protease negativen Partikel verglichen (Abb. 3.14
B, C). Beide Partikelarten zeigten einen deutlich geringeren Abfall des Env/MA-
Quotienten als die Wildtyp-Partikel (Abb. 3.15). Um auszuschliel3en, dass der Verlust
des Hullproteinsignals durch z.B. Azidifikation eines Virus in einem Endosom
verursacht wurde, wurde das Experiment in Gegenwart von Ammoniumchlorid
wiederholt (Abb. 3.14 D). Zwar wirkte sich die Gegenwart von Ammoniumchlorid auf
die Ausbreitungsgeschwindigkeit der Zellen negativ aus, doch zeigten die Partikel mit

Zellkontakt einen ahnlich raschen Verlust an Hullproteinsignal wie zuvor.
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Abb. 3.14: Verlust des Env-Signals in der
Partikelpopulation @ wdhrend des  Virus-
Zellkontakts.

Env.YFP und MA.mCherry markierte Viruspartikel
wurden an Fibronektin beschichtete Deckglaser
gebunden und unter “live cell imaging’-
Bedingungen bei 37°C inkubiert. (Epifluoreszenz-
Aufnahme). DFJ-8 Zellen wurden zugegeben und
der Moment des Zellkontakts mit dem Deckglas
als Zeitpunkt Null definiert. Die Virus-Zell-
Interaktion wurde mit einem Bild pro Minute
aufgenommen. Gezeigt ist die Fokusebene der
angehefteten Viren. Bilder von Zellen auf einer
Partikelschicht zu den Zeitpunkten 0 und 30 min.
Umrisse der Zellen sind in den Bildern durch eine
weille Linie gekennzeichnet. Zu den jeweiligen
Zeitpunkten ist die gleiche Zelle gezeigt, die sich
wahrend der Messung auf dem Deckglas
ausgebreitet hat. (A) HIV-Partikel pseudotypisiert
mit Env.YFP von MLV. Punktierte Env-Signale
nehmen mit der Zeit ab, wahrend die Zahl der MA-
Signale fast konstant bleibt. (B) HIV-Partikel
pseudotypisiert mit MLV-Hullprotein
Env.YFP.H8R. (C) Experiment mit dem Fusions-
experiment mit Protease inaktiven Partikeln. Im
Gegensatz zu fusogenen (A) zeigen die fusions-
defizienten Partikel ((B) und (C)) keine Abnahme
der Env-Signale. (D) Experiment, in dem die
gleichen doppelt markierten Partikel wie in (A),
aber in Gegenwart von 30 mM NH,CI, verwendet
wurden. Env-Signale werden wie in (A) mit der
Zeit weniger. Der Balken entspricht einer Lange

von 10 ym.
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Abb. 3.15: Farbtrennung von doppelt markierten Partikeln wahrend der Virus-
Zellinkubation iiber die Zeit. Bilder wurden an den angegebenen Zeitpunkten aufgenommen.
Die Anzahl der farbigen punktierten Strukturen wurde mit Hilfe des Programms ImageJ
bestimmt. Die Anzahl an punktierten roten und grinen Signalen, herrihrend von den
MA.mCherry bzw. dem Env.YFP, wurden fir mindestens 400 einzelne Partikel je
Versuchsbedingung in drei unabhangigen Experimenten bestimmt und die Gesamtzahl der
roten zu grinen Signale quantifiziert. Der Graph zeigt das Verhaltnis von grinen zu roten
Partikeln als MaR fur die Anzahl doppelt markierter Partikel. Die Quantifizierung von Partikeln
in Regionen mit Zellkontakt ist fur Partikel mit dem Hullprotein Env.YFP in Abwesenheit (grin)
oder in Gegenwart (grau) von NH,CI, fir Env.YFP.H8R (orange) und fir Env.YFP.PR(-) (rot)
gezeigt. Als Kontrolle wurde die gleiche Quantifizierung fir Regionen ohne Zellen durchgefihrt

(schwarz).

3.8 Live cell imaging von Fusionsereignissen auf Einzelpartikel-

ebene

Um die Fusion einzelner Partikel mit der Zellmembran zu verfolgen, wurde eine
Trackingsoftware verwendet. Diese identifizierte zunachst einzelne Partikel anhand
ihres Fluoreszenzintensitatsprofils. Dann wurden die einzelnen Partikel von Bild zu
Bild Uber die gesamte Messung von der Software verfolgt. Identifiziert wurde ein
Partikel im darauf folgenden Bild anhand der zuvor fir dieses Partikel bestimmten
Parameter, wie Intensitat, Geschwindigkeit und Bewegungsrichtung. Fir die

Identifikation von Fusionsereignissen wurde besonders auf eine Anderung der
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Relation der Intensitaten zwischen beiden Farbkanalen geachtet. Verlor ein Partikel
in beiden Kanalen gleichzeitig das Signal, konnte nicht zwischen einer Fusion und
raschem Wegtransport aus dem Beobachtungsraum unterschieden werden. Blieb
das Partikel aber Uber die restliche Messzeit (je nach Aufnahme von wenigen
Sekunden bis zu zwei Minuten) in dem Kanal fur den inneren Virusmarker sichtbar,
so konnte Fusion angenommen werden. Die Beurteilung, ob eine Fusion
stattgefunden hatte, beruhte zu einem groflen Teil auf dem von der Software
ausgegebenen Intensitatsprofil des Partikels Uber die Zeit, wurde aber auch immer
per Auge beurteilt. FUr den Befund der Farbtrennung wurden folgenden Kriterien

angewendet:

1. Abfall der Signalintensitat der Env-Markierung auf das Niveau des
Hintergrundes.

2. Signal-zu-Rausch-Verhaltnis in beiden Kanalen groRer als 2 in den letzten
Zeitpunkten vor der Fusion.

3. Mindestens 3 Bilder vor und nach einem Farbtrennungsereignis sichtbar

4. Maximal 0,5 um Entfernung zu der nachsten Zelle am Ende der Messung

Verliert ein Partikel in einem Kanal sein Signal in einer Zeit, die relativ kurz zur
Aufnahmezeit ist, fallt die gemessene Intensitat von einem relativ hohen Level auf ein
tieferes ab. Daraus sollte sich ein Intensitatsverlauf ergeben, der sich am einfachsten
mit einem sigmoiden Kurvenverlauf darstellen lassen konnte. Dies wurde zu einer
einfachen Vorauswahl der gefunden Partikel ausgenutzt. Dazu wurden die drei

Funktionen an die Intensitatsverlaufe angenahert,

a) Linearer Verlauf:
y(it)=m-t+c
b) Verlauf mit exponentiellem Abfall:
_ —A-t
c) Verlauf mit sigmoidem Abfall:

¢t

y(t)y=a-é
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Lie3 sich der Intensitatsverlauf am besten durch die sigmoide Funktion darstellen
und entsprach der Intensitatsunterschied mindestens einer Standardabweichung, lag
ein mdgliches Fusionsereignis vor. Mit Ausnahme von drei Fusionsereignissen liel3en
sich alle Fusionsereignisse am besten durch einen sigmoiden Kurvenverlauf
beschreiben. In diesen drei Fallen lag die Fusion am Ende der Messung. Bei
sorgfaltiger Durchsicht von Uber 40.000 Partikeln, von denen sich wenigstens 20.000
Partikel unter oder wenigsten in der Nahe einer Zelle befanden, wurden 28
Farbtrennungsereignisse gefunden, die Fusionsereignisse darstellten
(zusammengefasst in Tabelle 3.3; Beispiel in Abb. 3.16 bzw. CD-Filme 5-7). Das
frGheste Fusionsereignis ereignete sich bereits nach 12 s Aufnahmezeit.

Aulerdem wurden 45 Ereignisse detektiert, bei denen beide Farben gleichzeitig
verschwanden. Diese konnten Fusionsereignisse darstellen, kdnnen aber nicht von
sich ablosenden Partikeln unterschieden werden. In uUber 15.000 analysierten
Partikeln, die in ihrer Fusionsfahigkeit eingeschrankt waren, konnte kein
Fusionsereignis gefunden werden. Es fanden sich aber 12 Ereignisse mit
gleichzeitigen Farbverlusten.

Die gefundenen Fusionsereignisse konnten nach ihren unterschiedlichen
Bewegungsmustern eingeteilt werden. Es fanden sich 16 Ereignisse, bei denen keine
erkennbare Partikelbewegung beobachtet wurde. 10 der korrespondierenden inneren
Partikelsignale blieben wahrend der gesamten Messung an der gleichen Stelle
detektierbar. Die anderen 6 verschwanden wahrend der Messung. Dabei kann nicht
zwischen einer reinen z-Bewegung und z.B. einem Zerfall der MA-Hulle
unterschieden werden. Dieser Verlust des MA.XFP-Signals wurde 3 bis 15 s nach

dem Verschwinden des Env-Signals beobachtet.
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Abb. 3.16: Visualisierung der Fusion in Echtzeit. (A) MA.mCherry und Env.YFP doppelt
markierte Partikel wurden auf Fibronektin beschichteten Deckglasern immobilisiert und DFJ-8
Zellen wurden in den Uberstand gegeben. Diese setzten sich auf der Virusschicht ab, was als
Start der Virus-Zell-Interaktion definiert wurde (0 s). Die Aufnahme wurde im Moment der
Adhasion der Zelle an den Boden begonnen und erfolgte mit 0,76 Bildern/ Sekunde (~ 1 min
nach Zellzugabe). Dargestellt sind einzelne Bilder einer solchen Aufnahme. Zeitpunkte sind
angegeben als Zeit nach dem Aufnahmestart. Das relevante Partikel ist durch einen weillen
Kreis gekennzeichnet. Skalierungsbalken = 10 um. Siehe auch CD-Filme 5-7 (B) Graph der
gemessenen Partikel-Fluoreszenzintensitaten als Funktion der Zeit. Aufgetragen sind die
normalisierten Intensitatswerte (siehe Text) des Env.YFP Signals (griin) und des MA.mCherry
Signals des Viruspartikels aus (A) (durch weil3en Kreis markiert) der Hintergrundintensitat des

Env.YFP Kanals (grau). Zeit der Virus-Zell-Interaktion ist in Sekunden angegeben.

Die 12 anderen waren durch Bewegung vor, nach oder sowohl nach und vor der
Fusion gekennzeichnet. Die Bewegungen wurden nach ihrer Geschwindigkeit
eingeteilt. Dabei wurden Geschwindigkeiten unter 50 nm/s vernachlassigt.

Geschwindigkeiten zwischen 50-300 nm/s wurden als langsame Bewegung
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angesehen und Geschwindigkeiten Uber 300 nm/sec als schnelle Bewegung. Mit
diesen Kriterien lieRen sich die 12 Fusionereignisse in vier Kategorien unterteilen. 7
waren stationar bis zu dem Moment der Fusion. Darauf gingen sie in eine gerichtete
Bewegung Uber. Diese Bewegung wurde in drei Fallen als schnell in den anderen als
langsam charakterisiert. In den anderen Fallen zeigten die Partikel schon vor der
Fusion gerichtete Bewegung. Diese war in allen Fallen langsam. Nach der Fusion
wurde die langsame Geschwindigkeit beibehalten (drei Falle) oder es fand gerichtete
schnelle Bewegung statt (zwei Falle). In allen diesen sieben Fallen war die Fusion
mit einer Anderung der Bewegungsrichtung assoziiert (Beispiele fur Trajektorien Abb.
3.17).

Intensitatsprofile: Wie aus den Kriterien fir die Fusion ersichtlich, waren alle Partikel

in beiden Farben markiert, wobei das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis fur beide
Markierungen uber zwei lag. Eine Fusion mit der Plasmamembran wurde dann
angenommen, wenn die Intensitdt des Env-Signals auf die Intensitat des
Hintergrundes abfiel. Um den zeitlichen Verlauf dieses Signalabfalls zu bestimmen,
wurden die von der Trackingsoftware berechneten Naherungskurven verwendet.
Dabei galt das Ende des linearen Bereichs vor und nach der Fusion als Start- bzw.
Endpunkt der Fusion. In den drei Fallen, in denen trotz stattgefundenem
Fusionsereignis kein sigmoider Verlauf angepasst wurde, wurden die
Intensitatsprofile der letzten 10 Datenpunkte, die sicher vor bzw. nach der Fusion
lagen, durch eine Gerade angenahert (die Annaherungsgerade nach der Fusion
konnte nicht in allen Fallen durch 10 Punkte beschrieben werden, da die Messung in
einem Fall schon nach 5 Datenpunkten endete). Die Dauer des Signalverlusts wurde
als die Zeit angenommen, in der die gemessenen Intensitaten nicht mehr uber bzw.
unter dem Level der Geraden lagen. 25 der 28 Fusionsereignisse zeigten einen
schnellen Intensitatsverlust, der durchschnittlich 4,2 s dauerte (zwischen 2,4 s und

6,0 s). In drei Fallen war der Intensitatsverlust deutlich langsamer (10 s, 14 s, 15 s).
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Tabelle 3.3 Auflistung aller Farbtrennungsereignisse mit MA.XFP markierten MLV.Env

pseudotypisierten Partikeln:

Zeit nach Beweguns- | Intensitits- | _bcoPachtungs- MA.-
Datensatz Zell-Kontakt g zeit nach Fusion
muster abfall [s] Abfall
[s] [s]
Ja-direkt
080328- 67.5 /- 10.5 12 im
MLV8-3 Anschlu
1Y
Ja-direkt
080328- 495 -/- 3 3 im
MLV8-3 Anschlu
1Y
080312- 55-135-/-
120 9 31 Ja
MLV7-3 435
080312-
56 - 7 5 Ja
MLV7-3
080328-
63 0-60-/-0 45 3 Ja
MLV8-3
080525-
54 0-110/-125 3 22.5 nein
DFJ8-11 238
080525- 30 / 15 105
DFJ8-11 162 Nein
080525-
55.5 -/1150 6 6 Ja
DFJ8-11 235
080525- 112.5 / 10.5 27
DFJ8-11 242 ' ' Nein
080525-
36 - 15 10.5 Ja
DFJ8-4
080312-
125 0-150-/-210 6 120 Nein
MLV-MaC-2
080312-
102 - -150 35 6 Ja
MLV-MaC-2
080312-
67.5 - 35 89 Ja
MLV-MaC-2
080904-
100.5 -/- 6 15 Ja
MLV-YFP2
080904-
MLV-YFP2 64.5 - 6 18 Ja
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Zeit nach Beweguns- | Intensitits- Beobachtungs- MA.-
Datensatz Zell-Kontakt zeit nach Fusion
[s] muster abfall [s] Is] Abfall

080904- 435 /-140 45 215
MLV-YFP2 ' ' ' Nein
080904-

130.5 100-/-120 3 9 Ja
MLV-YFP2
080806- 28.5 / 3 30
MLV-YEP ' Nein
080806-

55.5 -/-350 10.5 15 Ja
MLV-YFP
080625-
MLVmCherry 57 -/- 9 24 Ja
1-1
080602-

82.5 /- 45 25.5 Ja
MLV-YFP
080728-

118.5 /- 45 215 Ja
DFJ8-4
080806-

34.5 --450 9 10.5 Ja
MLV-YFP
080702-D8 46.5 - 6 97.5 Ja
080702-D8 39 - 12 99 Ja
080526-DF J-
. 60 -/-600 13.5 7.5 Ja
080905-

67.5 110-/-400 3 10.5 Ja
MLV-2
090105-MLV 109.5 - 45 36 Ja

Tabelle fasst die Farbtrennungsereignisse der MA.mCherry markierten Pseudotypen
zusammen. Zeit nach Kontakt beschreibt die Zeit nach Start der Messung, also die
ungefahre Zeit nach Absinken der Zelle auf das Deckglas. Bewegungsmuster gibt die
Geschwindigkeit vor (x / -) und nach (- / x) der Fusion (/) in nm/sec an. Intensitatsabfall gibt
die Dauer des Intensitatsabfalls bis zum Hintergrundlevel an. Beobachtungszeit nach Fusion
meint die Zeit die das Partikel nach dem Farbtrennungsereignis noch detektierbar bleibt. MA-
Abfall beurteilt, ob die Intensitat des MA.mCherry-Signals nach der Fusion unter die Halfte

des Ursprungswertes fiel.
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3.9 MA-Signale nach der Fusion

Bei Farbtrennungsereignissen blieb das MA.XFP-Signal langer als punktierte Struktur
sichtbar als das Hullprotein. Nach der bisherigen Vorstellung sollte das MA.XFP-
Siganl mit den Matrixproteinen wahrend oder kurz nach der Fusion vom Rest der
inneren Partikelbestandteile verloren gehen. Daher wurde das Intensitatsprofil des
MA.XFP-Signals nach der Fusion genauer betrachtet. Nach Verlust des Env.XFP-
Signals sank in 6 Fallen der 16 sich nicht bewegenden Partikel das MA.XFP-Signal
ebenfalls auf Hintergrundniveau ab. Dies konnte eine Bewegung in z ohne
erkennbare Bewegung in der X-Y-Ebene darstellen oder von einer Auflosung der MA
im Zytosol der Zelle bedingt sein. Von den restlichen 10 bewegungslosen
Ereignissen fiel in 7 Fallen auch das MA.XFP-Signal wahrend des Env-Signalverlusts
merklich ab, blieb aber detektierbar. Wahrscheinlich stammt dies von einer teilweisen
Ablésung der MA im Zytosol. Vermutlich bleibt nur ein sehr geringer Teil der MA-
Proteine bis zu spaten Zeitpunkten des Eintrittsprozesses mit dem Virusgenom
assoziiert. Der detektierte Signalverlust in diesen 7 Fallen entspricht nicht der
erwarteten Grofle. Vielmehr passen zu dieser Vorstellung die 6 Ereignisse mit
komplettem MA.XFP-Signalverlust nach der Farbtrennung.

Auch in den bewegungsassoziierten Fusionsereignissen verschwanden 8 der 12
MA.XFP Signale wahrend der Messung. In den anderen 4 Fallen waren in zwei
Fallen keine Intensitatsverlustsignale zu verzeichnen. Die anderen zwei zeigten
einen geringen Intensitatsverlust im MA.XFP-Signal wahrend oder kurz nach dem

Env-Signalverlust, blieben aber weiterhin detektierbar.

Abb. 3.17: Beispieltrajektorien von einzelnen Partikeln, die ein Farbtrennungsereignis
zeigen. (A-C) Trajektorien von einzelnen Partikeln aus live cell imaging Experimenten.
Experimentelle Bedingungen waren fir alle dargestellten Ereignisse gleich. Die weilten
Linien bezeichnen die Umrisse der Zelle (bestimmt aus den Hellfeldaufnahmen). Der blaue
Kreis zeigt die Anfangsposition des Partikels. Zur Darstellung der Fusion wird die doppelt
markierte Phase des Partikels durch eine gelbe Linie dargestellt, wahrend die Phase nach

der Fusion in rot gezeigt wird. Balken = 5 um.
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3.10 Verhalten anderer viraler Strukturen nach der Fusion

Die Beobachtungen in Abschnitt 3.9 deuten darauf hin, dass die MA nach der Fusion
sich nicht sofort im Zytosol auflést. Um die Frage einer zumindest voribergehend
stabilen MA-Struktur assoziiert mit dem Viruskapsid nach der Fusion zu beantworten,
bedarf es eines zusatzlichen Virusmarkers, der mdglichst mit dem Viruskern
assoziiert bleibt. Zur Etablierung eines solchen Markers wurde die MA.XFP-
Markierung durch eine Markierung des Vpr-Proteins bzw. der Integrase ersetzt. Die
Partikel wurden wie zuvor durch Transfektion gewonnen und mit Hilfe von Fibronektin
auf dem Deckglas immobilisiert. Nach Zugabe von DFJ-8 Zellen wurde die Aufnahme
der Partikel mit Zellkontakt am Mikroskop gestartet. Die Ergebnisse wurden mit den
zuvor in Abschnitt 3.7 erhobenen Daten verglichen (Ergebnisse fur mCherry.Vpr

markierte Partikel in Abb. 3.18 zusammengefasst).

Anderung der Virusfluoreszenzsignale wahrend der Virus-Zellinteraktion: Wie schon

bei den MA_XFP-markierten Partikeln wurden die Partikel wahrend des Ausbreitens
einer Zelle auf dem Deckglas mit einem Bild pro Minute aufgenommen und auf ihre
Doppeltmarkierung hin untersucht. Dazu wurde der Quotient aus Env-Signal zu Vpr-
bzw. IN-Signal gebildet, auf den Zeitpunkt Null normiert und gegen die Zeit
aufgetragen. FuUr beide Virusvarianten ergab sich ein Abfall dieses Quotienten
innerhalb der ersten 20 min von 1 auf 0,5. Der gesamte Kurvenverlauf war dem der
MA.XFP-markierten Partikel ahnlich. Zur Visualisierung wurden die Daten der
mCherry.Vpr-Messungen mit einem Teil der Daten aus Abbildung 3.15 in einem
Diagramm dargestellt (Abb. 3.18).

Fusion einzelner Partikel: Die Analyse der Partikel erfolgte wieder mit Hilfe der

Trackingsoftware und den oben angefuhrten Fusionskriterien. Insgesamt wurden im
Falle der Vpr-markierten Partikel 3.523 Partikel in Zellnahe (siehe 3.8) untersucht
und funf Farbtrennungsereignisse gefunden. Im Falle der fluoreszenzmarkierten
IN.eGFP lag die analysierte Anzahl von Partikeln bei 1.570, darunter wurden drei
Farbtrennungsereignisse detektiert. Trackingergebnisse wurden in Tabelle 3.4

zusammengefasst.
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Abb. 3.18: Verhalten von mCherry.Vpr markierten Partikeln: A) Farbtrennungsereignisse
von zweifach markierten Partikel Uber die Zeit. Env.YFP pseudotypisierte HIV-Partikel mit
inkorporiertem mCherry.Vpr wurden an Fibronektin beschichtete Deckglaser gebunden und
unter “live cell imaging”-Bedingungen bei 37°C inkubiert. (Epifluoreszenz-Aufnahme). DFJ-8
Zellen wurden zugegeben, und der Moment des Zellkontakts mit dem Deckglas wurde als
Zeitpunkt Null definiert. Die Virus-Zell-Interaktion wurde mit einem Bild pro Minute
aufgenommen. Zum Vergleich der mCherry.Vpr- (rot) mit der MA.XFP-Markierung wurde
neben den mCherry.Vpr Daten, ein Teil der Daten aus Abb. 3.15 mit dargestellt (Env.YFP
und MA.mCherry markierte Partikel mit (griin) oder ohne (blau) aktiver Protease, Partikel
ohne Zellkontakt (schwarz)). Bildaufnahmen entsprechen den angegebenen Zeitpunkten
nach Zell-Viruskontakt und wurden mit Hilfe des Programms ImageJ ausgezahlt. Dargestellt
ist das Verhaltnis der griinen zu roten Signale, die Env.YFP bzw. MA.mCherry entsprechen.
Jeder dargestellte Datensatz entspricht mindestens 400 Partikeln aus drei unabhangigen
Experimenten. In Regionen mit sich absetzenden Zellen wurden Partikel, die mit Env.YFP
und MA.mCherry (grin) oder mCherry.Vpr (rot) markiert waren, quantifiziert. Als Kontrollen
dienten PR-defiziente Partikel (blau) und Partikel ohne Zellkontakt (schwarz). (B)
mCherry.Vpr und Env.YFP doppelt markierte Partikel wurden auf einem
fibronektinbeschichteten Deckglas immobilisiert und DFJ-8 Zellen dariber ausgesat. Die
Aufnahme erfolgte mit einer Frequenz von 0.76 Bildern/ Sekunde und wurde mit dem Beginn
der Adhasion der Zelle an das Deckglas begonnen. Das relevante Partikel ist durch einen
weilen Kreis gekennzeichnet. Siehe auch CD-Filme 8-10. (C) Graphen stellen die
Fluoreszenzintensitaten des Partikels Uber die Zeit dar. Dargestellt sind die normalisierten
Intensitaten des mCherry.Vpr Signals (rot), des Env.YFP Signals (griin) und der Hintergrund
des YFP Kanals (grau). Die angegebene Zeit entspricht der Zeit nach dem Start der
Aufnahme.
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Alle gefundenen Fusionsereignisse mit fluoreszenzmarkierten XFP.Vpr und IN.eGFP
waren bewegungsassoziiert. Dabei trat bei 4 Fusionen bereits vor der Fusion
langsame Bewegung auf. In einem Fall (Vpr-markiert) war weder eine Anderung der
Richtung, noch eine Anderung der Geschwindigkeit festzustellen. In den anderen
Fallen blieb die Bewegung zwar langsam, zeigte aber eine Anderung in der
Bewegungsrichtung mit dem Zeitpunkt der Farbtrennung. Der Verlust des Env-
Signals war in allen Fallen zwischen den bei der MA gefundenen Grenzen (2,4 s bis
6,0 s).

Tabelle 3.4: Zusammenfassung der Trackingergebnisse mit unterschiedlichen
Partikeln.

MLV.Env.XFP HER Wit Wit Wit Wit
Innerer Marker MA MA MA Vpr IN
Protease (+) (=) (+) (+) (+)

Tracks (total) 11609 1898 21054 3523 1570

Farb- 0 28 0 4 3
trennungen

3.11 Hiillprotein der fusionierenden Partikel

Die Uberlegung liegt nahe, dass Partikel mit hoher Huillproteinkonzentration eher
fusionieren sollten als Partikel mit wenig Hullprotein. Da in diesen Experimenten das
Hullprotein fluoreszenzmarkiert ist, sollte die Intensitat des Env.XFP Signals eines
Partikels mit der Menge Hullprotein auf diesen Partikeln korrelieren. Um zu
analysieren, wie sich Partikel mit hoher Hullproteinmenge gegenuber Partikeln mit
wenig Hullprotein verhielten, wurden die Daten der Abb. 3.14 und 3.15 (Abschnitt
3.8) mit der Trackingsoftware analysiert. Von 100 erkannten Viren wurden die
Intensitaten des Env-Signals zum ersten Zeitpunkt der Detektion herangezogen.
Diese wurden in stark markierte (alle Partikel heller als 2/3 der maximal gemessenen
Intensitat), mittel stark markierte (alle Partikel mit im mittleren Drittel der gemessenen

81



Ergebnisse

maximalen Intensitaten) und geringer Env-Intensitat (Partikel mit geringerer Intensitat
als 1/3 der maximal gemessenen Intensitat) eingeteilt. Diese wurden gegen die Zeit,
die das Signal beobachtbar war, aufgetragen (Abb. 3.19). Es zeigte sich, dass die
Partikel mittlerer Intensitat am kurzesten beobachtbar waren. Bei Partikeln mit
geringer Markierung war ein langsamerer, aber stetiger Verlust des Env-Signals zu
beobachten. Sehr helle Partikel erwiesen sich als lange detektierbar. Da es sich um
die hellsten Partikel handelt, legt allerdings nahe, dass es sich hierbei um Aggregate

und nicht um einzelne Partikel handeln konnte.
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Abb. 3.19: Abhingigkeit des Fusionszeitpunktes mit der Menge Hiillprotein der
MLV.Env pseudotypisierten HIV Partikeln. Hierflir wurde ein Teil der Daten aus Abschnitt
3.7 ausgewertet. Partikel unter Zellen (289 Partikel, 3 Experimente, 4 Zellen), die Fusion
untergingen (Verlust des Env-Signals), wurden ihrem Env-Signal entsprechend sortiert. Mit
Hilfe von ImageJ wurde festgestellt in welchem Zeitabschnitt der Messung die Partikel ihr
Env-Signal verloren. Die Anzahl der Fusionsereignisse in den entsprechenden Populationen

(Y-Achse) wurde gegen die Zeit aufgetragen (X-Achse).
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4. Diskussion

Die vorliegende Arbeit hatte das Ziel, Fusionsereignisse einzelner Viren mit Zellen in
Echtzeit zu detektieren und zu charakterisieren. Bisher wurden die Eigenschaften der
Virusfusion mittels biochemischer Experimente en gros oder durch Zell-Zell-
Fusionsexperimente analysiert. Im letzteren Fall wurde der Rezeptor des Virus in der
einen und das zur Fusion notige Hullprotein des Virus in einer anderen Zelle
exprimiert sowie die Fusion beider Zellen miteinander charakterisiert. Ein solches
System unterscheidet sich in der Konzentration an Hiillproteinen sowie in den
geometrischen Eigenschaften, wie Kontaktflache und Membrankrimmung der Zell-
Zell-Fusion, deutlich von denen der Virus-Zell-Fusion ((Gallo, Finnegan et al. 2003)).
Ein HI-Virus besitzt einen durchschnittichen Durchmesser von 140 nm und ist
annahernd rund. Verglichen damit ist eine Zelle sehr grol3 (z.B. HeLa-Zellen ~15 ym
((Deman, Vakaet et al. 1976))), die Plasmamembran kann im Verhaltnis zum Virus
als Ebene betrachtet werden. Die Untersuchung mit HIV-Proteinen in den Zell-Zell-
Fusionsexperimenten ermittelte eine durchschnittliche Fusions-Halbwertszeit von 10-
30 min. In dieser Arbeit wurden flr fluoreszenzmarkierte Viren 28 Fusionsereignisse
beschrieben, die in den frGhesten Fallen bereits wenige Sekunden nach der Virus-
Zellinteraktion auftraten. Dazu waren zuerst neue Markierungsstrategien fur die

Virusmembran auf ihre Eignung als Fusionsindikator getestet worden.

4.1 Etablierung einer Membranfarbung

Erste Voraussetzung fur die Detektion von retroviralen Fusionsereignissen auf
Einzelpartikelebene war die Etablierung eines viralen Membranmarkers. Dieser sollte
sich durch die Virus-Zell-Fusion in der Zellmembran verdiannen und nicht mehr mit
dem Viruskern kolokalisieren. Dazu musste die Markierung fur das Mikroskopieren
unter live cell imaging Bedingungen hell genug sein ohne die Eindringkompetenz des

Virus zu verandern.
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4.1.1 Membranfarbung uber fluoreszenzmarkierte Lipide

Zu diesem Zweck wurde als erstes versucht, mit fluoreszenzmarkierten Lipiden die
Virusmembran zu markieren. Aufgrund einer Studie, in der fluoreszierende Lipide mit
Gag kolokalisierten und sich auch in freien Partikeln als Fluoreszenzmarkierung
finden lieRen ((Booth, Fang et al. 2006)), lag es nahe, diese Experimente zu
reproduzieren und nach eventuell potenteren fluoreszenzmarkierten Lipiden fur die
Partikelmarkierung zu suchen. Da bekannt war, dass sich die Lipidmembran des
Virus von der Plasmamembran der partikelproduzierenden Zelle durch einen
besonders hohen Gehalt an raftbildenden Lipiden wie Cholesterol und Sphingosinen
unterscheidet, wurden Lipide gewahlt, die sich ebenfalls in dieser Lipidfraktion
anreichern ((Brugger, Glass et al. 2005)).

Schon bei der Inkubation der Zellen mit den fluoreszenzmarkierten Lipiden zeigte
sich jedoch, dass die veranderten Lipide sich anders verhielten als ihre unmarkierten
Derivate. So befand sich das markierte GM1 nach 10 min noch hauptsachlich an der
Plasmamembran. Nach einer Stunde akkumulierte die GM1-Bodipy Fluoreszenz fast
ausschlieRlich im Golgi-Apparat (unmarkiertes GM1 befindet sich hauptsachlich in
der Plasmamembran). Es ist bekannt, dass sich fluoreszenzmarkierte Lipide anders
verhalten als ihre unmarkierten Derivate ((London 2002)). Besonders stark kdnnen
sich schon kleine Modifikationen innerhalb der Acylkette auf die intrazellulare
Verteilung auswirken ((van Meer, Voelker et al. 2008)). Die Acylkettenlange
beeinflusst beispielsweise die Verteilung eines Lipids in cholesterinreichen, rigiden
und fluiden Membranbereichen. Anderungen in der Struktur der Acylkette oder
Verlangerungen der Acylkette (auch durch kleine Fluorophore wie NBD) flihren zu
einer veranderten Verteilung der markierten Lipide innerhalb der Zellmembranen
((Benting, Rietveld et al. 1999); (London 2002)). Diese Veranderung der Lokalisation
(die Veranderung der Lokalisation von der Plasmamembran zum Golgi-Apparat) fand
sich in den Versuchen wieder. Dies ist als Hauptursache fur die geringe Inkorporation
der markierten Lipidvarianten in die Virusmembran zu sehen.

Auch die in der Literatur beschriebene Markierung der Assemblierungsorte
naszierender Viren und freier Viren mit PE-TMR in Sup-T1-Zellen ((Booth, Fang et al.
2006)) lieRen sich nur bedingt reproduzieren. Wahrend der Inkubation von
virusproduzierenden Zellen mit diesem Lipid zeigte sich zwar in einigen Fallen die

berichtete Kolokalisation von Lipiden mit dem Ort der Gag-Assemblierung (30 % aller
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beobachteten Zellen zeigten eine Kolokalisation), doch die Ausbeute an freien
Partikeln mit einem suffizienten Membransignal aus den Zelliberstanden war zu
gering fir den Einsatz in Viruseintrittsexperimenten. Eine Ubertragung der
Versuchsbedingungen auf HelLa-Zellen, die eine groRere Ausbeute an Viren liefern
sollten, schlug fehl, da sich die Kolokalisation von Virusassemblierung und
markiertem Lipid in diesem Zelltyp nicht beobachten liel3.

Der Versuch, bereits aufgereinigte Partikel direkt mit Lipiden zu markieren, fihrte
ebenfalls zu keiner zufriedenstellenden Markierung. Die Strategie, Partikel direkt zu
markieren, wurde mit lipophilen Fluoreszenzfarbstoffen schon erfolgreich getestet
(wie z.B. DiD, (Melikyan, Barnard et al. 2005), oder PE-Fluoreszeinderivate (Stephan
Urban, direkte Kommunikation)). Das einzige der neu ausgewahlten Lipide mit
zufriedenstellender Markierungseffizienz stellte das GM1 dar. Diese Markierung
erwies sich jedoch als unspezifisch, da der Ubertritt des Farbstoffs nahezu
ungehindert von den Partikeln in die Membran der Zelle auch schon bei
unspezifischer Virus-Zellinteraktion erfolgte. Ursache konnte sein, dass das Lipid nur
an der Oberflache der Partikel adsorbierte oder nur unzureichend in die Membran
integrierte. Dies wurde schon fur Lipide berichtet, die — wie dieses — ihre Markierung
in einer Acylkette tragen. Die markierte Acylkette integriert dabei nicht vollstandig in
die Membran ((Shaw, Epand et al. 2006)). Der Fluorophor wird an der Oberflache der
Lipidmembran belassen. Es ist vorstellbar, dass solche Lipide leichter von einer in

eine benachbarte Membran wechseln konnen.

4.1.2 Membranfarbung mittels fluoreszenzmarkierten Proteinen

Ein weiterer Versuch die Membran eines Virus mit einer Fluoreszenzmarkierung zu
versehen, war die Verwendung von Proteinmembranankern gekoppelt an einen
fluoreszierenden Farbstoff. Als erstes wurde ein GPI- Anker, der an eGFP gekoppelt
ist, getestet. Dieses Vorgehen beruht auf einer Publikation Uber den Versuch
Fusionen von HI-Viren zu visualisieren ((Campbell, Perez et al. 2007)). Das jeweilige
fur das fluoreszenzmarkierte Ankerprotein kodierende Plasmid wurde zusammen mit
den Plasmiden fur die Produktion MA-markierter Partikel in 293T-Zellen kotransfiziert
und die aufgereinigten Partikel mittels Mikroskopie auf ihre Fluoreszenz-
eigenschaften hin beurteilt. Insgesamt war die erreichte Intensitat der Markierung

gering und nur mit hohen Belichtungszeiten waren Viruspartikel gegen einen
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zellularen Hintergrund abzugrenzen. Insbesondere in Langzeitexperimenten uber
mehrere Minuten bleichte die Markierung durch die starke Belichtung schnell aus. Es
wurde daher versucht, mittels des SNAP-Tag Systems lichtintensivere und
bleichresistentere organische Fluorophore, wie z.B. ATTO647N, an die Proteinanker
zu koppeln. Da der GPI-Anker sich als effektiv in den Versuchen mit fluoreszierenden
Proteinen erwiesen hatte, wurde ein SNAP-Tag, gekoppelt an einen GPI-Anker, fur
die Markierung gewahlt. In Abhangigkeit von der transfizierten Plasmidmenge wurde
das GPI.SNAP in zunehmendem Male in die Partikel inkorporiert. Nach Inkubation
mit dem an das SNAP-Substrat gekoppelten Fluorophor waren die markierten
Partikel ausreichend signalintensiv, um mit ihnen live cell Mikroskopie zu betreiben.
Zwar verschlechterte eine sehr hohe Expression an GPLSNAP die
Eintrittskompetenz der Viren, die Verwendung der Partikel mit etwas geringerer
SNAP-Inkorporation stellte aber einen akzeptablen Kompromiss zwischen Helligkeit
und Eintrittskompetenz dar. Grund fur die Verringerung der Eintrittskompetenz ist
vermutlich die Zytotoxizitdat von GPI ((Campbell, Perez et al. 2007)). Stress in
virusproduzierenden Zellen fihrt zu einer Freisetzung von nicht partikelassoziiertem
Gag in den Uberstand und so zu einer Verfilschung der Bestimmung der
Partikelkonzentration. In der Folge wurden die MA-XFP und GPL.SNAP doppelt
markierten Partikel mit Zellen inkubiert und erfolgreich mit der automatischen
Trackingsoftware analysiert. Bis jetzt wurde mit diesem System allerdings keine
Farbtrennung als Korrelat fur die Fusion detektiert. Die Markierung uber das SNAP-
System fuhrte also zu einer befriedigenden Membranfarbung. Trotzdem konnten bis
jetzt keine Fusionsereignisse nachgewiesen werden, vermutlich aufgrund der relativ
geringen Fusogenitat des HIV-Hdllproteins ((Hong, Klein et al. 2009)).

Um zusatzlich die Fusogenitat der verwendeten Partikel zu erhohen, wurde in der
Folge mit der Markierung durch MLV.Env gearbeitet. Aus der vorherigen Studie von
Marko Lampe ((Lampe, Briggs et al. 2007)) war bekannt, dass die Verwendung der
beiden viralen Marker MA.eGFP und mCherry.Vpr zu einer effizienten
Doppelmarkierung der Viren von 95% fuhrte. Es gibt in diesem Koexpressionssystem
also nur wenige Viren ohne MA-Markierung. Daher wurde im Falle der Pseudotypen
das MA-Signal als Referenz fur die Partikel gewahlt. Es fanden sich neben den
doppelt markierten Partikeln etwa genauso viele punktierte, nur mit fluoreszierendem
Hullprotein markierte Strukturen. Da es sich aus dem oben genannten Grund

vermutlich nur um Vesikel handelt, wurden diese nicht in den Analysen
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bertcksichtigt. Da die virale Protease als Gag-Pol in Viren inkorporiert wird, sollten
sich in Gag-negativen Partikeln auch keine Protease finden. Vesikel ohne Protease
konnen aber inkorporierte Hullproteine nicht prozessieren. Die Hullproteine bleiben
daher nicht fusogen. Dass unprozessierte Hullproteine nicht zur Farbung der Zellen
beitragen, bestatigte sich durch den fehlenden Farbubertritt der protease-negativen
Partikel auf die Zielzellen (Abb. 3.13). Wie die protease-negativen Partikel sollten
auch Env-tragende Vesikel (ohne andere Virusproteine) keine Fusion zeigen kdnnen.
Bei der Doppelmarkierung von matrixmarkierten Partikeln mit MLV.Env gibt es keinen
klaren Ubergang in der Fluoreszenzintensitdt zwischen der Population Env-
unmarkierter und -markierter Partikel. Die Unterscheidung zwischen markierten und
unmarkierten Partikeln wurde daher mit einem Minimum-Signal-zu-Rausch-Verhaltnis
vorgenommen. Der Anteil der tatsachlich pseudotypisierten Viren war vermutlich
hoher als der so ermittelte Wert. Um ein Farbtrennungsereignis sicher bestimmen zu
konnen, muss die initiale Markierung beider Fluoreszenzmarkierungen wenigstens in
der Nahe eines Signal-Rausch-Verhaltnisses von 3 liegen.

Auf andere Partikeleigenschaften, wie die Prozessierung von Gag, hatte die

Verwendung dieses Hullproteins keine Auswirkung.

4.2 Charakterisierung des Versuchsaufbaus zur Partikelanalyse

Um die Wahrscheinlichkeit zu erhdhen, Virus-Zell-Interaktionen und -Fusionen zu
detektieren, wurde ein besonderes Verfahren angewandt. Anstelle adharente Zellen
mit Viren zu inkubieren, wurden sie zuerst mittels Fibronektin an die Glasoberflache
gebunden, die Zellen zugegeben und die Aufnahme zu dem Zeitpunkt gestartet, als
die ersten Zellen den Boden des Deckglases beruhrten. Vorteile dieses Verfahrens
sind:
= Viele Viren kdnnen von Beginn der Messung an beobachtet werden.
= Der Beginn der Virus-Zell-Interaktionen ist synchronisiert (mit der Ankunft der
Zellen an der Fibronektinschicht).
» Einer bestimmten Zelle kann die Zahl der mit ihr interagierenden Viren
individuell zugeordnet werden.
» Die Reduktion der Virus-Zell-Interaktion auf die Unterseite der Zellen
ermoglicht den Einsatz der deutlich sensitiveren Mikroskopietechnik Totale
Internale Reflektions-Mikroskopie (TIR-FM).
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Diese Vorteile erlauben, die Virus-Zell-Interaktionen prazise zu quantifizieren. Die
Menge der Viren, mit der eine Zelle interagiert, konnte bestimmt und mit der Zahl der
beobachten Fusionsereignisse verglichen werden. Es ist zwar madglich, einzelne
Partikel wahrend der Beobachtung zu verlieren (beispielsweise durch Ablésen vom
Boden, oder wahrend der Zellinteraktion durch Aktin-vermittelte laterale Bewegung
der Partikel entlang der Zelloberflache aus der Fokusebene ((Lehmann, Sherer et al.
2005))). Dies betrifft aber nur eine Minderheit aller Partikel. Bei den konventionellen
Herangehensweisen wird das Virus in den Uberstand von zuvor ausgeséaten Zellen
gegeben. Die Interaktion solcher Viren beginnt an einer nicht definierten Stelle der
Zelloberflache. Daher muss das gesamte Volumen der Zelle mit
Schnittbildaufnahmen erfasst werden. Daflr werden mehrere Aufnahmen gemacht,
wobei zwischen jeder einzelnen Messung die Fokusebene meist um weniger als
einen Mikrometer verandert wird. Auf diese Weise ist es moglich die Gesamtheit der
Zelle in allen drei Raumdimensionen zu erfassen. Dieser Vorgang ist mit der bisher
verfugbaren Technik relativ langsam. Werden solche Beobachtungen an Konfokal-
Mikroskopen durchgefuhrt, wird das schwache Partikelsignal durch das Pinhole
zusatzlich verringert, was Belichtungszeit und damit Messzeit, Bleichen des
Fluorophors und Phototoxizitat erhoht. So durchgefiuhrte Studien erreichen derzeit
ein zeitliches Aufldsungsvermdgen von etwa zwei Bildern pro Minute. Ist der
Viruseintritt ebenfalls langsam, stellt die Zeitauflésung kein Hindernis dar. Fir die
HIV-Hullprotein vermittelte Fusion wird aus Bulk-Experimenten mittels Zell-Zell-
Fusion eine Virus-Zell-Interaktionsphase ohne Fusion von etwa 30 Minuten
beschrieben, worauf innerhalb der folgenden Stunde die Fusion abgeschlossen wird
((Gallo, Puri et al. 2001); (Gallo, Finnegan et al. 2003)). Als Ursache werden die
notige Anreicherung von Rezeptoren und Hullproteinen an der Membrankontaktstelle
sowie eine langsame Kinetik in den Konformationsanderungen im Hdullprotein
vermutet. Fur die virale Fusion auf Einzelpartikelebene werden aber auch sehr viel
schnellere Kinetiken im Bereich von Sekunden angegeben (HIV: (Markosyan, Cohen
et al. 2005); Influenza: (Lakadamyali, Rust et al. 2003), VSV-G: (White 2003)). Sollte
es sich bei der Fusion also um einen schnellen Prozess handeln, der sich innerhalb
von Sekunden vollzieht, ware die Aufnahme von Schnittbildern zu langsam fur eine
Detektion der Fusionsereignisse. Vor allem aber ist die Erfassung und Zuordnung der
einzelnen Fluoreszenzsignale aus verschiedenen Zeitpunkten zu einem Virus

eindeutiger, wenn die Zeitabstande kurz sind und damit die Ortliche Verschiebung
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bzw. Signalintensitatsanderung des Virus noch eine Wiedererkennung des Partikels
zum nachsten Zeitpunkt erlauben.

Um auszuschlieBen, dass die Vorbindung an Fibronektin die Fusion der Viren
entscheidend beeinflusst, wurde die Transduktionseffizienz von gebundenen und
ungebundenen Viren miteinander verglichen. Es konnte gezeigt werden, dass die
Vorbindung die Fusion nicht inhibiert (Abschnitt 3.5). Trotzdem konnte der
Eindringweg entscheidend verandert worden sein, da das Partikel flr die Endozytose
komplett von der Fibronektinschicht gelost werden muss, wahrend sich eine
Fusionspore an der Plasmamembran 6ffnen kann, auch wenn das Virus auf der zur
Zelle abgewandten Seite der Partikelmembran noch an Fibronektin gebunden ist.
Dies wurde mit Hilfe der Bestimmung der Eindringkompetenz von ungebundenen und
freien Viren untersucht. Durch die Verwendung des VSV-G wird ein
endozytoseabhangiger Viruseintritt vermittelt. Es konnte kein Unterschied in der
Fusionseffizienz zwischen den freien und den vorgebundenen VSV-G
pseudotypisierten Viren ermittelt werden (Ergebnisse 3.5). Daher sind die
Adhasionskrafte an die Fibronektinschicht offensichtlich nicht verhindernd fir die
Endozytose. Gleichwohl ist eine Veranderung der Kinetik nicht ausgeschlossen, da
der B-Lactamase-Versuch eine Inkubation von 6 h beinhaltet. Durch die Verwendung
der Hullproteine MLV.Env bzw. HIV.Env, von denen angenommen wird, dass sie
vornehmlich an der Plasmamembran fusionieren (z.B. HIV: (Pelchen-Matthews,
Clapham et al. 1995), (Maddon, McDougal et al. 1988), MLV: (Matsuyama, Delos et
al. 2004)), konnte keine Beeintrachtigung der Fusion durch Fibronektin festgestellt
werden. Unter den gewahlten Versuchsbedingungen zeigten sich also keine
feststellbaren Beeintrachtigungen im Viruseintritt. Einem Ziel in der Virus-
Mikroskopie, beobachtete virale Ereignisse direkt mit der spater infizierten Zelle zu
verbinden und damit deren Relevanz auf Einzelpartikelebene festzuhalten, ist dieses
System derzeit naher, als die herkdbmmliche Mikroskopie von frei diffundierenden
Viren.

Eine haufig angewandte Methode, die virale Fusion auf ein bestimmtes Zeitintervall
zu beschranken und damit beobachtbar zu machen, sind Temperatursprung-
Experimente. Dabei wird ausgenutzt, dass eine Membranfusion bei niedrigen
Temperaturen wie 4°C nicht stattfindet. Also werden die Viruspartikel bei 4°C an die
Zielzellen gebunden. Die Fusion wird dann durch schnelles Erwarmen (z.B. mittels

eines Mediumwechsels mit 37°C warmem Medium) ausgelost. Ein solches Vorgehen
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wurde auch hier mit MLV.Env pseudotypisierten Viren versucht. Es zeigte sich
jedoch, dass schon die leicht detektierbare durch Fusion hervorgerufene
Membranfarbung der Zelle (siehe auch Abb. 3.13) deutlich verzdgert auftrat. Dies
deutet darauf hin, dass die Zellhomdostase durch den Temperaturwechsel so
beeintrachtigt wird, dass in den ersten Minuten nach Temperaturerh6hung keine oder
nur wenige Fusionen mdoglich sind (siehe auch Abb.l.1). Ursachen auf Seiten der
Zelle konnten z.B. eine bei niedrigen  Temperaturen  ausgeldste
Aktindepolymerisierung sein ((Pardee and Spudich 1982)) sowie eine mdgliche
Umverteilung der zellularen Rezeptoren, sodass sie der Fusionsreaktion nicht mehr
zur Verfugung stehen ((Gallo, Finnegan et al. 2003)). Demnach stellt die
Verwendung dieses Synchronisationsverfahrens flr die Mikroskopie und die Analyse

kurzer Zeitraume nach Temperatursprung keinen Vorteil dar.

4.3 Plasmamembranfusion auf Einzelpartikelebene

Ein Defizit in allen derzeit etablierten Systemen, Virusfusion auf Einzelpartikelebene
zu messen, ist die schlechte Verknupfung zwischen der mikroskopischen
Beobachtung (Farbtrennung) und der Interpretation (produktive Fusion). Viele der
erhobenen Daten sprechen dafir, dass (wie erwartet) Fusion doppelt markierter
Partikel zu einer Farbtrennung flhrt. So legt die Membranfarbung der Zellen (Abb.
3.13) nahe, dass die Partikel an einem Punkt durch Fusion das Hullprotein verlieren,
welches sich dann in der Plasmamembran verteilt. Die Plasmamembranfarbung trat
bei der Verwendung der Protease negativer Partikel nicht auf, was die
Fusionsabhangigkeit dieser Farbung belegt. Unter der Annahme, dass punktierte
Strukturen mit MLV.Env-Signal ohne Signal innerer HIV-Proteine auch sonst kein
HIV-Protein enthalten (also einfache Vesikel darstellen) konnen diese nicht zu der
Membranfarbung beitragen. Schliel3lich fehlt auch ihnen die Protease, das Env-
Protein ist daher nicht fusogen (siehe auch 4.1). Die Aufnahme Uber Endozytose ist
zwar moglich, stellt aber fur die Plasmamembranfarbung keinen relevanten Faktor
dar (Ergebnisse 3.12).

Die Einfuhrung der Mutation H8R sollte zu einer Arretierung der Fusion auf der
Ebene der Hemifusion fuhren ((Zavorotinskaya, Qian et al. 2004)). Da Partikel, die
das Hullprotein mit dieser Mutation tragen, keine Plasmamembranfarbung in

rezeptorpositiven  Zellen verursachen, kann der erwartete Ubertritt des
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Membranmarkers erst mit Vollendung der Fusion und nicht schon wahrend der
Hemifusion erfolgen (siehe auch Abb. 3.13). Dass Partikel mit dieser Mutation (im
Vergleich zu den Wildtyppartikeln) deutlich seltener ein Env-Signalverlust wahrend
der Partikel-Zell-Inkubation zeigen, fand sich auch auf Einzelpartikelebene wieder
(Abb. 3.14 und 3.15). Hemifusion ist demnach nicht ausreichend einen
Hullproteinubertritt von Partikel- auf Zellmembran zu erreichen. Dies stellt einen
wichtigen Unterschied zu Fusionsexperimenten mit DiD als Membranmarker dar.
Dort erfolgte der Signalverlust bereits im Moment der Hemifusion ((Melikyan,
Markosyan et al. 2000)).

Wahrend der Virus-Zell-Interaktion nahm die Anzahl punktierter Env-Strukturen mit
der Zeit stark ab. Dagegen verringerte sich die Anzahl der punktierten MA-Strukturen
uber die Zeit nur gering. Auch hier korrelierte der Verlust des Membranmarkers mit
der Fusogenitat des Systems: der Virus mit Hullprotein ohne Fusionseinschrankung
verlor sein Hullprotein sehr schnell, wahrend protease-negative Partikel sowie
Partikel mit dem H8R-mutierten Hullprotein nur einen geringen Verlust an
hallproteinpunktierten  Signalen gegentber den MA-Signalen zeigten. Der
beobachtete Verlust in diesen Kontrollen ist am ehesten durch unspezifische Effekte,
wie z.B. Bewegungen aus der Fokusebene heraus, zu erklaren. In diesen Fallen
kann es passieren, dass das MA-Signal noch als punktiertes Signal erkannt wird, das
im Vergleich zum MA-Fluoreszenzsignal relativ schwache Env-Signal im
Zellhintergrund aber nicht mehr detektiert wird.

Auch das Quenchen des pH-abhangigen YFP-Signals im azidifizierten Endosom
kann zu einem unspezifischen Signalverlust fuhren. Um diesen Effekt als Grund flr
den Verlust des Env-Signals auszuschlieBen, wurde die Veranderung der
Viruspopulation auch in Gegenwart von Ammoniumchlorid durchgefuhrt. Dieses
verhindert speziell das Ansauern der Lysosomen. Da Ammoniumchlorid keinen
erkennbaren Einfluss auf die Veranderungen in der Partikelpopulation hatte, ist das
pH-bedingte Quenchen als Grund fur die Verringerung des doppelt markierten
Partikelanteils in den fusogenen Partikeln ausgeschlossen. Zusatzlich legt der
geringe Unterschied zwischen den Messungen mit und ohne Ammoniumchlorid
nahe, dass der beobachtete unspezifische Abfall des Signals ebenfalls nicht auf
Quenchen des Env-Signals zurtckzufuhren ist (zumindest groften Teils nicht). Im

andern Fall hatte der Env-Signal-Verlust bei Ammoniumchloridgegenwart um den
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Betrag des Env-Signalverlusts in den Kontrollen (z.B. protease-negativer Partikel)
verringert sein mussen.

Trotz der geringen Zeitauflosung war es in mehreren Fallen mdglich, doppelt
markierte Viren Uber die Zeit sicher zu identifizieren und zu beobachten. So konnte
beobachtet werden, dass ein und dasselbe Partikel von einem Zeitpunkt zum
anderen vom doppelt markierten Zustand in einen einfarbigen — nur mit der MA
markierten — Zustand wechselte. Dies verdeutlicht, dass tatsachlich die Fusion
einzelner Viren die Anfarbung der Plasmamembran verursachte. Bereits bei dieser
geringen Zeitauflosung von einem Bild pro Minute zeigte sich, dass eine Fusion auf
Einzelpartikelebene als Farbtrennung beobachtet werden kann.

Eine pH-unabhangige Fusion im Endosom wurde in letzter Zeit als Haupteintrittsweg
fir einige Retroviren diskutiert ((Miyauchi, Kim et al. 2009)) und konnte als
Farbtrennung auf Einzelpartikelebene detektiert werden. Anders als an der
Plasmamembran kommt es aufgrund der GroRe eines Endosoms nicht zu einem
Signalverlust, sondern zu einer Farbtrennung. Die Endosomenmembran bleibt nach
der Fusion in der Fluoreszenz der Virusmembran gefarbt sichtbar ((Miyauchi, Kim et
al. 2009)). Ein solches Ereignis wurde in diesem Datensatz mit MLV.Env nur einmal
detektiert und ist damit nicht relevant. Zumindest scheint in diesem experimentellen
Aufbau (MLV.Env an Endothelzellen) die endosomale Virusfusion ein sehr seltener
oder nicht vorhandener Eintrittsweg fir das Partikel zu sein. Eine Kombination der
Eintrittswege, wie in der Studie von Miyauchi et al., 2009 fur HIV.Env propagiertG,
kann hier nicht als Erklarung fur die Farbtrennungsereignisse dienen. Die
Verwendung der Env-Mutante H8R, welche die Fusion in der Hemifusion anhalt,
zeigt, dass dies fur die MLV.Env vermittelte Fusion nicht gilt.

Das Hullprotein des MLVs bedingt vermutlich bereits eine effektive Fusion an der
Plasmamembran. Auch mit der verwendeten Zelllinie wurde schon MLV-Fusion an
der Plasmamembran beschrieben ((Sherer, Lehmann et al. 2003)). Es gibt aber auch
MLV.Env Studien zur pH-unabhangigen Fusion. In anderen Virus-Zell-Systemen
wurde beschrieben, dass die Haufigkeit der Endozytose gegenlber der direkten
Fusion von dem verwendeten Zelltyp und der dortigen Rezeptordichte abhangen
((Freed 1998), (Chou 2007)). So wurde gezeigt, dass schon die Konzentration des

Rezeptors an der Zelloberflache zwischen Endozytose und Plasmamembranfusion

6 Miyauchi et al. beschreiben produktive Fusionen von HIV.Env-Partikeln in Endosomen. Die dort
beobachteten Fusion an der Plasmamembran wird allerdings
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entscheiden kann ((Chou 2007)). Auch andere zellulare Kofaktoren konnen bei der
Membranfusion eine Rolle spielen. Dynamin 2 wird z.B. eine wichtige Funktion bei
der Fusionsporenbildung zugesprochen ((Miyauchi, Kim et al. 2009)). Die
Konzentration oder Lokalisation konnten sich in diesen Zellen stark voneinander
unterscheiden. Daher konnte die Verwendung anderer Zelllinien bei gleichem
Hullprotein-Rezeptorpaar ein anderes Ergebnis fur den bevorzugten Eintrittsweg des
Virus ergeben. Vermutlich sind viele Viren zu einem gewissen Grad flexibel in ihrem
Eindringverhalten ((Brandenburg and Zhuang 2007), (Marsh and Helenius 2006)).
Dass die detektierten Farbtrennungsereignisse auf Einzelpartikelebene tatsachlich
mit den fur die Infektion verantwortlichen Fusionen Ubereinstimmen, kann nicht
endgultig beantwortet werden. Dazu ware die Beobachtung nicht nur der viralen
Strukturproteine wahrend der Fusion nétig, sondern eine Beobachtung von der
Fusion, Uber die Integration des Virusgenoms in das Wirtsgenom, bis hin zur
Expression viraler Proteine. Dies auf Einzelpartikelebene zu leisten, ist derzeit
technisch nicht durchflhrbar.

Aulerdem kann eine infizierte Zelle mehrere Fusionen pro zeigen. Zwar existieren
diverse Mechanismen z.B. des HI-Virus um eine Superinfektion zu verhindern. Diese
greifen aber vermutlich erst nach der erfolgten Integration nicht schon wahrend
frGherer Prozesse. Fur HIV-1 ist die Zahl der Zellen mit eingedrungenen Viren groer
als die Zahl infizierter Zellen ((Daecke, Fackler et al. 2005)). So waren hier
beispielsweise in ca. funfmal so vielen Zellen Viren eingedrungen, wie am Ende
infiziert waren. Nicht jedes gebildete Viruspartikel ist eindringkompetent und nicht
jedes eindringkompetente Virus ist auch tatsachlich infektios ((Daecke, Fackler et al.
2005)). Es ist auch bekannt, dass zellulare Abwehrmechanismen, so genannte
Restriktionsfaktoren, eine Infektion verhindern konnen. So bindet z.B. Trim5a an das
virale CA und hemmt das uncoating ((Stremlau, Owens et al. 2004)). Die Infektion
der Zelle wird dabei erst nach der Fusion verhindert. Eine groRere Menge an
Virusprotein ist aber in der Lage, solche Restriktionsfaktoren zu neutralisieren. Daher
konnte das Eindringen mehrer Partikel pro Zelle eine Voraussetzung flr eine
erfolgreiche Infektion sein (Zusammengefasst in: (Bieniasz 2004)), was sich bis jetzt
allerdings nicht eindeutig belegen liek. Die Verbindung eines einzelnen
Fusionsereignisses mit einer erfolgreichen Infektion ist daher von vornherein schwer

moglich.
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Trotzdem korreliert die Haufigkeit der detektierten Farbtrennung mit der gemessenen
Infektivitat im verwendeten System (siehe Abb.3.10 zusammen mit 3.13, 3.14 und
3.15). Dies ist ein Hinweis, dass die beobachteten Fusionsereignisse zur Infektion

fihren.

4.4 Kinetik der Fusion

Die Membranfusion ist je nach Virus unterschiedlich. In in vifro Experimenten mit
VSV-G in Liposomen beispielsweise bedarf es nur weniger Minuten, um zwei
Membranen miteinander zu verschmelzen ((Matsuo, Chevallier et al. 2004)). Die
Fusion prasynaptischer Vesikel mit der Plasmamembran der Zelle zur Freisetzung
von Neurotransmitter ist ebenfalls sehr schnell ((Bennett and Kearns 2000)). Der
Fusionsablauf konnte zwischen Viren und Zellen allerdings komplex und langwierig
sein. So bewegen sich die Fusionzeit von Zellen transfiziert mit HIV-Rezeptoren bzw.
Hullprotein zwischen 5 min und 1 h (z.B. (Gallo, Finnegan et al. 2003)). Dies kann
unter anderem an den physikalischen Eigenschaften der Fusionspartner liegen, die
sich durch GroRe und Membrankurvatur deutlich von Liposomen unterscheiden
((Gallo, Finnegan et al. 2003)). In Einzelpartikelexperimenten wurde eine mittlere Zeit
bis zur Fusion von 15 min ermittelt (wobei dies die Zeit zur Endozytose einschloss
((Miyauchi, Kim et al. 2009)). Vermutlich liegt die Ursache fir die verzégerte Fusion
in der komplexeren Stochiometrie der HIV-Fusion. So bedarf es Zeit, bis die
erforderliche Menge an Rezeptor und Korezepor an der Partikelbindungsstelle
angereichert ist. Auch die erforderlichen Konformationsanderungen in Rezeptor und
Hullprotein bendtigen Zeit.

In dieser Studie wurde das Hullprotein von MLV verwendet. Die Zeit bis zur ersten
gefundenen Fusion nach Zellkontakt betrug weniger als eine Minute. Die schnelle
Kinetik des MLV Hullproteins konnte mit ein Grund flr die hohe Fusogenitat
gegeniiber dem HIV-Hullprotein sein. In der Anderung der Viruspopulation Uber die
Zeit war ersichtlich, dass die Fusion kontinuierlich wahrend des Zellkontakts
stattfindet. Allerdings muss bertcksichtigt werden, dass innerhalb der ersten 5 min
die Zellen sich auf der Oberflache noch ausbreiten, sich bis dahin also die Anzahl an
Viren, die mit einer gegebenen Zelle interagieren noch erhoht. Daraus ergibt sich die
hochste Wahrscheinlichkeit fur die Fusion eines MLV-Hullprotein tragenden Virus fur

die ersten Minuten des Zellkontakts.
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Obwonhl die Zeitauflosung der in dieser Arbeit durchgefihrten Mikroskopie Uber einer
Sekunde lag, trat der Farbverlust meistens nicht von einem Bild zum anderen auf. Es
fand sich vielmehr ein mehrere Sekunden dauernder Abfall vom doppelt markierten
zum einfach markierten Zustand. Daraus ergeben sich die Fragen: Welcher Prozess
wahrend der Fusion bedingt die Farbtrennung und was stellt die Ubergangsphase
zwischen den beiden Zustanden dar? Die wahrscheinlichste Erklarung ist, dass (wie
hier angenommen) der Membranfarbverlust des Partikels erst nach der Offnung der
Fusionspore erfolgt. Der Abfall der Intensitatskurve stellt die Verdinnung des
Membranmarkers in den vereinigten Membranen dar. Dies hangt neben der lateralen
Diffusion innerhalb der Membranen z.B. auch von der Fusionsporengrof3e und der
initialen Markierungsdichte des Partikels ab. Es ist daher nicht moglich, aus dem
Intensitatsabfall Ruckschlisse auf den Fusionsmechanismus vor der Porendffnung
zu ziehen.

Fur kinetische Aussagen kann man allerdings die Zeit bis zum Beginn der
Fusionsporenéffnung heranziehen. Sie fasst alle vorherigen Schritte zusammen,
beginnend mit der Adhasion des Partikels, der Rezeptorbindung, einer moglichen
Rezeptorrekrutierung und den noétigen Konformationsanderungen, bis sich eine
Fusionspore oOffnen kann. Hier wurde die minimale Zeit zwischen dem ersten
Zellkontakt und der ersten Fusionsporendéffnung mit etwa 30 s bestimmt. Da
zwischen Bedeckung durch die Zelle und physischem Kontakt von Virus und Zelle
nicht unterschieden werden kann, handelt es sich um eine Obergrenze fir die
Fusionsporendffnung mit MLV Huillprotein in DFJ-8 Zellen. Der Fusionsprozess hangt
vermutlich neben Rezeptor- und Hullproteinkonzentration auch von anderen
zellularen Faktoren ab, ist also Zelltyp-abhangig. Dies spiegelt sich auch in den
unterschiedlichen Eintrittswegen von HIV-1 in Makrophagen und T-Zellen wider
((Freed 1998)). Es kdnnte daher auch die Zeit, bis sich eine Fusionspore an der
Plasmamembran 6ffnet, in anderen Zelltypen variieren. Derzeit wird die Offnung der
Fusionspore als der geschwindigkeitslimitierende Schritt wahrend der Fusion
angesehen ((Melikyan 2008)). Konnte man die Zeit der Adhasion genauer in allen
Fusionsereignissen bestimmen und annehmen, dass die anderen Schritte mit einer
ungleich hdheren Geschwindigkeit ablaufen als die Fusionsporenéffnung, entsprache
die mittlere Zeit ausgehend vom Binden bis zur Fusion, der Zeit fir die

Fusionsporeno6ffnung.
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4.5 Haufigkeit der Fusion

Das System der MLV.Env pseudotypisierten Partikel wurde gewahlt, um die hohe
Fusogenitat dieses Hullproteins auszunutzen. Diese hohe Fusogenitat war in den
ersten Experimenten auch klar erkennbar (siehe z.B. Abb. 3.10, 3.13, 3.14). Dort
waren etwa 50 % aller punktierten Hullproteinsignale nach 20 min verschwunden,
wahrend in den fusionsinkompetenten Partikeln nur 5 % der punktierten
Hullproteinstrukturen zum MA-Signal verloren gingen. Es sollten in diesem Zeitraum
also 45 % aller Partikel fusioniert sein. In den spateren Experimenten mit hoher
Zeitauflosung auf Einzelpartikelebene wurden dagegen nur 28 Fusionsereignisse aus
21.000 beobachteten Partikeln gefunden (Abschnitt 3.9), was 0,13 % der Partikel
entspricht. Dieser scheinbare Widerspruch zwischen den beiden Experimenten
erklart sich vermutlich wie folgt:

Zuerst war die Beobachtungszeit zwischen den beiden Experimenten mit 6 bzw.
20 min unterschiedlich. Es hatten in dieser Zeit also nur 7 % der Partikel fusionieren
sollen (Abb. 3.15, Differenz des Env-Signalverlusts der MLV.Env Partikel und der bei
Hemifusion arretierten MLV.Env H8R Partikel). Die Bedingungen fur die Aufnahmen
waren allerdings deutlich unterschiedlich zwischen den beiden Experimenten. So
konnten die Belichtungs- und Detektionszeiten in den Experimenten mit nur einem
Bild pro Minute verdoppelt werden, ohne eines der Signale stark durch Bleichen zu
beeintrachtigen. Daher waren viele der Partikel in den Experimenten mit hoher
Zeitauflésung zu schwach in der Hullproteinmarkierung, um einen Farbverlust sicher
zu detektieren. Obwonhl Viruspartikel aus der gleichen Charge verwendet wurden, war
die Anzahl doppelt markierter Partikel also aufgrund einer erhdhten
Detektionsschwelle scheinbar geringer. 95 % der von der Software als Farbverlust
erkannten Partikel konnten daher nicht berlcksichtigt werden, was die erwartete
Ereignisrate auf 0,35 % reduzierte. Der letzte Faktor (von 0,35 % auf 0,13 %) ist mit
dem erhohten Bleichen in diesen Experimenten mit hoher Zeitauflosung zu erklaren.
Fur relativ schwach markierte Partikel kann ein echter Farbverlust nicht vom Bleichen
der Partikel unterschieden werden. Diese mussen daher unberticksichtigt bleiben.
Wahrscheinlich finden deutlich mehr Fusionen statt als hier detektiert. Bei geringer
Zeitauflosung ist es derzeit aber nicht moglich, sie sicher von einem unspezifischen

Signalverlust wie Bleichen zu unterscheiden. Dazu ware eine weitere Verbesserung
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des Messsystems notig. So erleichtert bereits der Ersatz des Env.YFPs durch eine
mCherry markierte Variante die Arbeit und den Nachweis erheblich. Auch die
Verwendung organischer Fluorophore wie den Atto- oder Alexa- Farbstoffen kann
den Nachweis von Fusionsereignissen erleichtern. Diese konnten entweder mit
einem Markierungssystem wie dem bereits vorgestellten SNAP-Tag in das Partikel
eingefuhrt werden oder mit einer zufalligen Oberflachenmarkierung durch
Fluorophore gekoppelt reaktive Gruppen wie den NHS-Estern. Ein solches Vorgehen
hat zumindest im Fall des Vesikulares Stomatitis Virus zum Erfolg gefuihrt ((Cureton,
Massol et al. 2009)).

4.6 MA und andere Virusmarker

Wahrend der Etablierung des Systems zur Detektion von Fusionsereignissen stellte
sich die Frage nach der Eignung der MA als Fusionsindikator. Dies war mit ein Grund
fur Verwendung von MA markierten Partikeln, pseudotypisiert mit fluoreszierendem
MLV.Env.YFP. Das Hiullprotein ist ein transmembranes Glykoprotein und bleibt nach
der Fusion an der Membran zurick. Das MA Protein ist zumindest im unreifen
Zustand mit einem Myristylanker in der Innenseite der Membran verankert. Die
Erwartung war, dass die kombinierten membranassoziierten Marker beide wahrend
der Fusion vom Viruskern verschwinden und an der Membran zuruckbleiben. Die
ersten Experimente mit dem markierten Env.YFP als Fusionsmarker zeigten jedoch,
dass MA als punktierte Struktur nach der Fusion erhalten blieb, im Gegensatz zum
Hullprotein, das sich wahrend der Inkubationszeit Uber die Plasmamembran der Zelle
verteilte. Auch die Zahl der Partikel mit alleinigem MA-Signal nahm mit der Zeit
deutlich zu, wahrend die Zahl der doppelt markierten (Env und MA) Partikel abnahm.
Das Auffinden der Farbtrennungsereignisse mit Env und MA markierten Partikeln
legte nahe, dass zumindest ein Teil der MA-Schicht fir eine gewisse Zeit als
punktférmige Struktur nach der Fusion erhalten bleibt. Dabei wurde das MA-Signal in
manchen Fallen zwar kurz nach der Fusion verloren, in den meisten Fallen blieb es
aber bis zu vier Minuten nach der Fusion nachweisbar. MA kdnnte weiter mit dem
Kern des Virus — zumindest fur einen kurzen Zeitraum — assoziiert bleiben. In den
Fusionsexperimenten mit dreifarbigen Partikeln scheint sich diese Annahme zu
bestatigen (Anhang Il). Zwar ist mit 5 Fusionsereignissen mit dreifarbigen Partikeln

die Zahl noch sehr gering, trotzdem ist bisher keine Trennung von MA und dem
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Kernsignal an der Integrase beobachtet worden. Es scheint sich um den
vorherrschenden Typ der Fusionsereignisse in diesem System (MLV.Env-vermittelte
Fusion an der Plasmamembran in nicht humanen Epithelzellen) zu handeln. Ob es
sich hierbei um den einzigen Eintrittsweg handelt bzw. um den, der auch spater zur
Infektion der Zelle fuhrt, kann derzeit nicht beantwortet werden (siehe auch 4.3). In
den Daten zur Fusion mit MA und MLV.Env doppelt markierten Partikeln gibt es
Partikel, deren Signale beide von einer Aufnahme zur nachsten verschwinden. Die
Ereignisse in denen beide Farben gleichzeitig verloren gingen, waren insgesamt
kaum haufiger als die sequenziellen Farbtrennungsereignisse (45 Ereignisse gegen
28) und kamen — wenn auch seltener — in Messungen mit fusionsdefizienten
Partikeln vor. Das deutet darauf hin, dass ein Teil dieser doppelten
Signalverlustereignisse von unspezifischen Effekten herrihrte (wie plétzliche
Dissoziation eines Partikels von der Glasoberflache durch endosomale
Partikelaufnahme).

Auch das Verhalten der verwendeten viralen Kernmarker wie Integrase und Vpr
deutet darauf hin, dass sich ein Grofteil der MA-Struktur wie der Viruskern verhalt.
So fanden sich keine Unterschiede in den Populationsanderungen wahrend der
Virus-Zell-Interaktion zwischen den MA- und den Vpr- Markern. Mit einer instabileren
MA-Struktur hatte man erwartet, dass die Steigung in der Abbildung 3.15 (Verhaltnis
Env/Innerer Virusmarker mit der Zeit) der MA-Partikel flacher als die der anders
markierten Partikel verlauft. Dies war aber fur beide verwendeten inneren
Partikelmarker nicht der Fall. In MLV.Env pseudotypisierten HIV-Partikeln und
Epithelzellen aus dem Huhn verhalt sich die MA wie der mit Vpr oder IN markierte
Viruskern.

MA vermittelt die Bindung von Gag an die Plasmamembran und ist damit wahrend
der Virusassemblierung fur die Lokalisation von Gag an die Plasmamembran
verantwortlich ((Zhou, Parent et al. 1994)). Die Direktion zur Plasmamembran wird
durch den Myristylanker am N-Terminus, eine membranbindende basische
Aminosaureansammlung und eine Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat-Bindestelle in
der MA hervorgerufen ((Tang, Loeliger et al. 2004)). Die Bindungsaffinitat der MA im
Vergleich zu ungespaltenem Gag ist jedoch deutlich geringer ((Saad, Miller et al.
2006)) Dies liegt an einem regulierten Umklappen der Acylkette des Myristylankers
und der verminderten Multimerisierung der MA gegenlber Gag ((Tang, Loeliger et al.
2004), (Dalton, Ako-Adjei et al. 2007)). Entsprechend wird MA in reifen Partikeln
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durch Behandlung mit Detergenzien vom Kern des Partikels innerhalb der ersten
Sekunden abgel6st. Allerdings wurde die MA mit HIV-Cores in Zellen detektiert
((Welker, Hohenberg et al. 2000), (Accola, Ohagen et al. 2000), (Kotov, Zhou et al.
1999)), wobei die Mengen verglichen mit dem intakten Partikel eher gering sind
((Cullen 2001), (Miller, Farnet et al. 1997)). Man kann also erwarten, dass die
Mehrheit der MA-Moleklle nach der Fusion schnell vom Viruskern als Monomere
oder kleine Oligomere abfallt. Diese Umverteilung stimmt mit den zuvor mit MA und
Vpr markierten VSV-G Pseudotypen erhobenen Daten Uberein. Nach 2 Stunden
Inkubation waren dort ein diffuses zytoplasmatisches MA-Signal und ein am Zellkern
befindliches Vpr-Signal beobachtet worden (Lampe, Briggs et al. 2007). Dies ist
weniger betont mit den verwendeten MLV-Pseudotypen. Hier wird der Grofteil der
MA nicht umverteilt, sondern verbleibt als punktierte Struktur im Zytosol sichtbar.
Eine mogliche Erklarung fur diesen Phanotyp ware der Verbleib der MA-Schicht an
der Fusionsstelle, wahrend sich das Hullprotein in der Membran ausbreitet und der
Partikelkern ins Zytosol gelangt. Allerdings gibt es derzeit keinen experimentellen
Hinweis, dass die MA-Schicht nach der Fusion intakt bleibt. Auch die beobachtbaren
schnellen, vermutlich Mikrotubuli assoziierten Bewegungen der punktformigen MA-
Strukturen und das Zusammenbleiben der MA und der Integrase nach Fusion der
dreifarbig markierten Partikel sind mit diesem Bild nicht vereinbar. Alternativ kann
sich die MA-Struktur von der Membran I6sen und wird dann mit dem Viruskern eine
Zeit vielleicht bis zur Formung des Praintegrationskomplexes weiter transportiert. Der
Verlust der Membranbindung ware mit dem Affinitatsverlust der MA im reifen Partikel
zu erklaren. Ein Modell fir die Wechselwirkung von Kern und MA-Schicht existiert
derzeit nicht. Eine Erklarung koénnten aber auch fehlende Kofaktoren flir den
Ablosungsprozess der MA vor dem uncoating sein. Einerseits konnten die langen
zytoplasmatischen Enden des HIV-Hullproteins eine wichtige Funktion fur die
Abtrennung der MA vom Partikel haben. Andererseits konnten zellulare Kofaktoren
fur das uncoating in dem verwendeten Zelltyp fehlen oder nicht auf die gewtinschte
Weise mit dem Viruskern interagieren. Diese Vorstellung passt nicht zu den
derzeitigen Modellen des uncoatings. Man geht davon aus, dass die Fahigkeit fur ein
effizientes uncoating des Partikels in der Struktur des reifen Partikels liegt. So sollte
nach dem Wegfall der Membran die Struktur des zuvor inneren Partikelteils labil sein
und von selbst zerfallen und so den folgenden Schritt, die reverse Transkription und

das Formen des Praintegrationskomplexes ermoglichen. Hier ware ein Modell notig,
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welches das uncoating der Viren auf Einzelpartikelebene in Abhangigkeit von
zellularen Faktoren zeigt. Die in den letzten Jahren durchgefuhrten siRNA-knock-
down-screens haben potentielle zellulare Faktoren identifiziert, die fur eine effiziente
Infektion wichtig sind, das Eindringen des Virus per se aber nicht verhindern. Diese
wurden ihre Effekte hauptsachlich in allen zwischen Fusion und Integration liegenden
Schritten haben. Ein interessanter Kandidat fur weitere Untersuchungen ware auch
das bisher als Endozytoseinhibitor verwendete Dynasore. Dieser inhibiert Dynamin II,
scheint aber noch andere Effekte zu haben. So wurde berichtet, dass die Inhibierung

mit Dynasore das Offnen der Fusionspore verhindert ((Miyauchi, Kim et al. 2009)).

4.8 Bewegungsassoziierung der Partikel

Die Virus-Zellinteraktion stellt fur das Virus mit der Bindung an einen Rezeptor
einerseits und dem Zugang zu der zellularen Transportmaschinerie einen Wechsel
zwischen bestimmten Bewegungsformen dar. Die erste Bindung stellt im Normalfall
den Ubergang von einer freien Diffusion in einen immobilen Zustand oder zumindest
in eine stark eingeschrankte Diffusion dar. Diese kann allerdings schon vor
Internalisierung in eine gerichtete, aktinvermittelte Bewegung — auch Surfing genannt
— uUbergehen ((Lehmann, Sherer et al. 2005)). Nach Internalisierung ist eine stark
eingeschrankte Diffusion, aber vor allem ein motorvermittelter Transport, der sowohl
aktin- als auch mikrotubulivermittelt sein kann, moglich. Das Bewegungsverhalten
der Partikel kann daher Aufschluss Uber die Lokalisation eines Partikels innerhalb
einer Zelle geben.

Im Fall der vorgebundenen Partikel ist die erste Interaktion der Zellen mit einem Virus
durch dessen Ubergang aus einem unbewegten in einen bewegten Zustand maglich.
Etwa die Halfte aller Partikel zeigte wahrend der gesamten Messung keine
Bewegung. Es gab 16 Partikel, deren erste erkennbare Zell-Interaktion bereits die
Fusion mit der Zelle war. Sie blieben zwar bis zu diesem Moment bewegungslos,
gingen dann aber in eine gerichtete Bewegung uber. Dies unterstreicht, dass die
fluoreszenzmarkierten Virusstrukturen internalisiert wurden. Nach der Fusion steht
einem Virus das gesamte Transportsystem der Zelle zur Verfugung. Partikel
bewegten sich daher zum einen relativ langsam (vermutlich eine aktinvermittelte

Bewegung) aber auch schnell und daher eher mikrotubulivermittelt.
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Langsame Bewegung kann durchaus vor der Fusion stattfinden. Ein Grofteil der
beobachteten Viren, unabhangig ob sie spater fusionierten oder nicht, band zuerst an
die Zelloberflache, was daran zu erkennen war, dass sie sich mit einer langsamen
Geschwindigkeit in der Ausbreitungsrichtung der Zelle bewegten. Meist handelte es
sich um mehrere Partikel mit sehr ahnlichen Bewegungsrichtungen und
Geschwindigkeiten. Vermutlich war dafur die Bewegung der Zelle verantwortlich und
die Partikel wurden passiv mitbewegt. Auch ein Membranfluss, besonders an
Filopodien und anderen Zellfortsatzen ist eine mdgliche Ursache. Bei 12 der
Fusionsereignisse trat schon vor der Fusion eine gerichtete, von anderen Partikeln
oder der Zelle unabhangige Bewegung auf. Aufgrund ihrer Geschwindigkeit handelte
es sich vermutlich um aktinvermittelte Bewegung. Dies legt den Schluss nahe, dass
es sich um das Surfen der Partikel an der Oberflache der Zelle handelt. Dieses wird
vermutlich durch die Zusammenfuhrung der Rezeptoren durch die Partikelbindung
verursacht. Die Rezeptoren stellen wiederum direkt oder indirekt mit ihrer
zytoplasmatischen Seite einen Kontakt zu Aktin her, welches Uber Myosine von der
Peripherie zum Zellkorper gezogen wird und dadurch die Rezeptoren mitzieht. Dieser
Effekt ist nicht auf Viren beschrankt, sondern kommt auch nach Bindung von
naturlichen Liganden an Rezeptoren vor ((Lidke, Lidke et al. 2005)).

Aus dem Bewegungsverhalten kann also folgendes geschlossen werden: Partikel
interagieren mit der Zelle. Diese Interaktion ist starker als die Adhasion dieser
Partikel an der Fibronektinschicht. Neben der langsamen, gerichteten Bewegung die
durchaus auch an der Zelloberflache stattfindet, verbindet das Auftreten schneller,
gerichteter Bewegung (katalysiert durch Aktin oder Mikrotubuli) nach einer
Farbtrennung diese mit einer Internalisierung der Virusstruktur. Dies ist neben der

Farbtrennung ein weiterer Indikator fur die stattgefundene Fusion.
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5. Ausblick

In dieser Arbeit ist es gelungen, die retrovirale Fusion fluoreszenzmikroskopisch auf
Einzelpartikelebene darzustellen. Dazu wurden pseudotypisierte Viren erzeugt, deren
hohe Fusogenitat die Detektion von Farbtrennungsereignissen ermoglicht.
Gleichzeitig wurde mit dem Aussaen der Zellen auf Viren eine Methode zur
quantitativen Erfassung der Virus-Zell-Interaktion eingefuhrt, durch die sehr akkurat
der Zeitpunkt und die Anzahl von Interaktionen angegeben werden kann.

In Zukunft wird es darum gehen, einzelne Viren nach der Fusion weiter zu verfolgen
und die Limitationen des derzeitigen Versuchsaufbaus zu uberwinden. Bisher wurden
die Aufnahmen auf den unteren Teil der Zellen, in dem die initiale Virus-Zell-
Interaktion stattfindet, beschrankt. Um einen Virus von der Fusion bis zum Transport
in den Nukleus zu verfolgen, muss die gesamt Zelle in z-Schichten erfasst werden,
um das Virus bei seinem Weg durch das Zytosol nicht zu verlieren. Dies geht auf
Kosten der zeitlichen Auflésung. Um dieses Defizit mdglichst gering zu halten, muss
auf ein neues, auf schnelle z-Schichtaquirierung ausgerichtetes Mikroskopiesystem
gewechselt werden. Dies kdnnte das Vorlegen der Viren auf Fibronektin erlbrigen.
AuRerdem mussen innere Fluoreszenzmarker, die moglichst lange mit dem viralen
Genom assoziiert bleiben, verwendet werden. Die Integrase stellt dabei sicher das
geeignete virale Protein dar und ist bereits in dieser Arbeit eingeflihrt worden. Derzeit
wird versucht, mit Hilfe von MLV pseudotypisierten Partikeln die Translokation der
Integrase aus fusionierten Partikeln in den Kern zu verfolgen. Um die Formierung
eines PICs nach Fusion zu gewahrleisten, musste allerdings das zugrunde liegende
HIV-Konstrukt gewechselt werden.

Um die biologische Relevanz der Messungen zu erhéhen, wird in Zukunft wieder mit
nicht pseudotypisierten HIV-Partikeln gearbeitet werden. Fur den viralen
Membranmarker werden derzeit verschiedene Strategien getestet. Neben dem hier
bereits eingefuhrten GPI.SNAP werden unter anderem verschiedene Verfahren zur

HIV-Hullproteinmarkierung erprobt.
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Anhang I: Synchronosierung der Virusfusion mittels T-

Shift-Experimenten

1.1 Methode

5x10° DFJ-8-Zellen wurden in gekammerten Deckgldsern ausgesat. Fir 4°C-
Vorbindung wurden die Deckglaser 24 h nach Aussaat fir 30 min auf Eis gestellt.
100ng (p24-ELISA) MLV.Env.YFP pseudotypisierte MA.mCherry positive Zellen
wurden zu den Zellen gegeben und 30 min auf Eis inkubiert. Deckglaser wurden vom
Eis genommen und sofort das Medium (200 ul/Kammer) durch frisches, auf 37°C
vorgewarmtes Medium ersetzt. Deckglaser wurden weiter auf 37°C warmen
Metallblock im Zellinkubator inkubiert. Zu den Zeitpunkten 0 min, 5 min, 15min
wurden die Zellen mit 3%igem PFA fixiert und die Verteilung der YFP-Fluoreszenz in

den Zellen mit z-Schichtaufnahmen im Mikroskop aufgenommen.

.2 Ergebnis

Als madgliche Synchronisierungsmethode wurde in der Vergangenheit Virus bei
niedriger, die Fusion inhibierenden Temperatur an Zellen vorgebunden. Durch
Mediumwechsel wurde die Temperatur rasch erhoht und die nun nicht mehr
inhibierte Fusion untersucht. Hier wurde das Vorbinden bei 4°C mit MLV.Env.YFP
markierten Viren getestet. Durch Mediumwechsel mit 37°C warmem Medium wurde
die Temperatur erhéht. Die Zunahme des diffusen zellularen YFP-Fluoreszenzsignals
diente als Auswertung. Als Vergleich wurden parallel Viren ohne 4°C-Vorbindung auf
Zellen gegeben.

15 min nach T-Erhéhung bzw. Viruszugabe zeigte sich, dass die Membranfarbung in
Zellen mit vorgebundenem Virus geringer war als in frei diffundierenden Viren (Abb.
[.1).
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T_Sh|ft Expenment w Inkuabtmn ohne Vorbmdung

Abb I 1: Verglelch von T-Shift Experlment und normaler Viruszell- Interaktlon

DFJ-8 Zellen wurden mit 100 ng MLV.Env.YFP pseudotypisierten HIV-Partikeln inkubiert. Die
Viruspartikel wurden auf Eis an die ausgesaten Zellen fir 30 min vorgebunden. Durch einen
Mediumwechsel mit 37°C warmem DMEM wurde Fusion ermdglicht (links). Alternativ wurden
die Zellen direkt ohne Vorbindung mit der gleichen Menge Virus inkubiert (rechts). Nach
15 min Virus-Zellinteraktion bei 37°C wurde der Viruseintritt in beiden Ansatzen anhand der

aufgetretenen Zellfarbung verglichen.

Anhang |IlI: Dreifachmarkierte Partikel fir Eintritts-

experimente

I1.1 Methode

1.1.1 Partikelproduktion

Partikel wurden durch Dreifachtransfektion mit den Plasmiden kodierend fur MA.CFP,
MLV.Env.mCherry, Vpr.IN.eGFP und HIV.Env(-) in den gleichen Verhaltnissen wie
fur die Produktion der jeweiligen zweifachmarkierten Partikel verwendet (4:1:0.8:1).

Die Partikel wurden 36 h nach der Transfektion geerntet.
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1.2 Ergebnisse
11.2.1 Dreifachmarkierung:

Die Markierung wurde wie bei den doppeltmarkierten Partikeln mittels Imaged
analysiert. Es ergab sich eine Dreifachmarkierungseffizienz von 15%. Dies war eine
geringe Menge an dreifachmarkierten Partikeln. Um die Wahrscheinlichkeit
Farbtrennungsereignisse eines dreifachmarkierten Partikels zu erhdéhen, wurde im

Folgenden live cell imaging mit einer 40fachen Vergrdlierung ausgeflhrt.

1.2.2 Live cell imaging mit dreifach markierten Partikeln

Wie in den vorigen Experimenten wurden die Partikel an Fibronektin vorgebunden
und DFJ-8 Zellen auf diesen ausgesat. Die Trajektorien der Partikel unter den Zellen

wurden mit der Trackingsoftware auf die gleiche Weise analysiert. Insgesamt wurden

5 Farbtrennungsereignisse mit dreifachmarkierten Partikeln detektiert (Abb. 1.1 und
CD-Filme 11-14).

Abb.lIl.1: Verhalten von dreifach markierten Partikeln: IN.eGFP, Env.mCherry und
MA.CFP dreifachmarkierte Partikel wurden auf einem Fibronektinbeschichteten Deckglas
immobilisiert und DFJ-8 Zellen darUber ausgesat. Die Aufnahme erfolgte mit einer Frequenz
von 0.4 Bildern / Sekunde und wurde mit dem Beginn der Adhé&sion der Zelle an das
Deckglas begonnen. Bildaufnahmen entsprechen den angegebenen Zeitpunkten nach Zell-
Viruskontakt und wurden mit Hilfe des Programms ImagedJ ausgezahlt. Dargestellt sind die
Env.YFP (rot) bzw. IN.eGFP (grin) und MA.CFP (blau) entsprechenden Fluoreszenzkanale.
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1.2.3 Westernblot zur Partikelanalyse
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Abb. 11.2.2: Immunoblot Analyse von aufgereinigten Partikeln. pCHIV.mCherry gefarbte
Partikel, pseudotypisiert mit der angezeigten Env-Variante wurden mittels Zentrifugation
durch Sucrosekissen von einer 293T Kokultur aufgereinigt. Die Proben wurden mittels SDS-
PAGE (12.5 % Acrylamid) aufgetrennt, nach der im Methodenteil beschriebenen
Standardmethode auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Die Proteine wurden mittels
des quantitativen Immunoblotsystems von LiCor mit den folgenden Antiseren bestimmt: anti
CA (oberste Zeile); anti mCherry (zweite Zeile); anti gp70 (dritte Zeile); anti GFP (unterste

Zeile). Die Position des molekularen Massenstandards wird links angezeigt (in kDa).
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