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ZUSAMMENFASSUNG

Die Analyse der genomischen APOBEC3-Region der Hauskatze (F. catus) ergab, dass sich der
chromosomale APOBEC3-Lokus von Primaten, Nagetieren und Hunden wesentlich unterscheidet
(Mink et al.,, 2008). Im Katzengenom wurden drei Kopien des feA3C-Genes entdeckt, die
hintereinander auf dem Chromosom B4 lokalisiert sind. Sie codieren fur drei feA3C-Isoformen, die sich
in 6 bzw. 7 Aminosauren voneinander unterscheiden. Neben dem Nachweis von drei sehr ahnlichen
feA3C-Genen und einem feA3H-Gen wird post-transkriptionell durch alternatives Spleil3en ein Zwei-
Doméanen feA3CH-Protein als Fusionsgen gebildet. Es handelt sich dabei um das Zwei-Domé&nen
feA3-Protein im Gegensatz zu den Ein-Doménen feA3C- und H-Proteinen. Diese feA3-Proteinfamilie
bildet als Teil der angeborenen Immunantwort einen entscheidenden viralen Abwehrmechanismus
und inhibiert die Replikation der Bet-defizienten FFVs sowie der Vif-defizienten FIVs.

Ein elementarer Bestandteil der Arbeit war die Untersuchung der Expression endogener feA3-Proteine
in Katzenzellen, sowie die Analyse ihrer antiviralen Aktivitat und der Interaktion mit foamyviralen Bet-
und Gag-Proteinen. Dabei wurde die Expression des Zwei-Domanen feA3CH-Proteins in CrFK- und
Mya-Zellen nachgewiesen, wahrend feA3C- und -H-Proteine nur in CrFK-Zellen nachweisbar waren.
Die spezifische antivirale Aktivitdt der einzelnen feA3-Hauptformen gegen Bet-deletiertes FFV sowie
ihre Interaktionen mit FFV-Bet und FIV-Vif flihrten schlie3lich zur Formulierung eines Bet-abhangigen
foamyviralen Abwehrmechanismus. Dieser unterscheidet sich grundlegend von dem Mechanismus
der Vif-induzierten feA3-Degradation. In diesem Abwehrmodell inhibiert Bet die feA3-Gag-Interaktion
und somit die Partikelinkorporation, welche fir ihre antivirale Aktivitat essentiell ist.

Sowohl die Mutation des katalytischen Zentrums, als auch einer strukturell wichtigen Aminosduren im
feA3C-a-Protein haben einen Verlust der antiviralen Aktivitdt gegen Bet-defiziente FFV zur Folge. Die
Interaktion von feA3C-a mit FFV-Gag ist nur auf die Aminosdure des katalytischen Zentrums im
feA3C-a zurlckzufuhren.

Die Erkenntnisse uber die Austauschbarkeit der viralen Abwehrfaktoren Bet und Vif zur
Wiederherstellung des foamyviralen Titers flihrten zur Konstruktion eines chimaren pCF7-Vif-Vektors,
der durch in vitro Selektion optimiert wurde. Durch seinen stabilen Titer in seriellen Langzeitpassagen
bildet dieser Vektor eine geeignete Grundlage fir die Entwicklung eines Vakzinevirus gegen FIV.

In dieser Arbeit wurde der foamyvirale Abwehrmechanismus gegen ein Protein der angeborenen
Immunantwort auf molekularer Ebene aufgeklart. Aufbauend auf diesen funktionellen
Grundlagenstudien wurde ein chiméres Vakzinevirus entwickelt, das das FIV-Vif-immunogen und
weitere Antigene im Kontext des apathogenen FFV Vektorgenoms exprimiert.



Summary

The analysis of the genomic APOBEC3-region in the domestic cat (F. catus) revealed a chromosomal
APOBEC3-locus that considerably differs between primates, rodents and canines (Munk et al., 2008).
Three copies of the feA3C-genes were discovered, that are positioned on the chromosome B4 in a
head-to-tail-formation. They code for three feA3C-isoforms that differ in 6 to 7 amino acids. Besides
the confirmation of thee very similar feA3C-genes and one feA3H-gene a two-domain feA3CH is build
post-transcriptionally and by alternative splicing. This results in a two-domain feA3CH-proteine in
contrast to the one-domain feA3C and -H. This feA3-proteine-family works as a part of the innate
immune response and inhibits the replication of Bet-deficient FFV and Vif-deficient FIV as a crucial

part of the viral defence-factor.

One basic component of this thesis was the investigation of the expression of endogenous feA3-
proteins in cat cells and the analysis of their antiviral activity as well as their interaction with foamyviral
Bet- and Gag-proteins. Thereby the two domain feA3CH-proteins were detected in CrFK- and Mya-
cells, whereas feA3C- and H-proteins were only detected in CrFK-cells. This specific antiviral activity
of the single feA3-C-, -H- and CH-proteins against Bet-deleted FFV as well as their interaction with
FFV-Bet and FIV-Vif lead to the formulation of a Bet-dependent foamyviral defence mechanism. This
mechanism differs basically from the mechanism of a Vif-induced feA3-degradation. In this defence
model Bet inhibits the feA3-Gag-interaction and the particle incorporation, which is essential for their

antiviral activity.

Both mutations in the catalytically centre as well as the in structurally important amino acid in the
feA3C-a-protein lead to a loss of the antiviral activity against Bet-deficient FFV. The interaction of

feA3C-a with FFV-Gag is solely caused by the amino acid in the catalytically centre of feA3C-a.

The finding of the compatibility of the viral defence factors Bet and Fiv for the foamyviral titre rescue
lead to the construction of a chimeric pCF7-FIV-vector that was optimised by in vitro selections. This
vector shows a stable titre in long-term passages and an adequate fundament for the development of

a vaccine virus against FIV.

In this work the foamyviral defence mechanism against a protein of the innate immunity was solved on
the molecular basis. Based on these functional studies a chimeric vaccine virus was developed that

expresses the immunogenic FIV-Vif and further antigens in an apathogenic vector genome.
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1 EINLEITUNG

1.1 Retroviren

Retroviren (RV) wurden Anfang des letzten Jahrhunderts erstmals beschrieben. Ellermann und
Bang gelang es bereits 1908 die Mauseleukéamie durch Ultrafiltrate zu Ubertragen. 1911 isolierte
Peyton Rous das Rous Sarkomvirus (RSV) als erstes Retrovirus, das mit der Entstehung von
Tumorerkrankungen bei Gefliigel in Verbindung gebracht wurde (Ellerman, 1908; Rous, 1911).
Das erste humane Retrovirus wurde 1971 von Achong aus den lymphoblastoiden Zellen eines
afrikanischen Patienten mit Nasopharynx-Karzinom isoliert und als das humane Foamyvirus
identifiziert (Achong BG, 1971). Weitere Isolate humaner RV waren neben dem von RC. Gallo
1981 beschriebenen humanen T-Zell-Leukamie-Virus | (HTLV-I) (Gallo, 1981) auch die spater
identifizierten humanen Immundefizienz-Viren 1 und 2 (HIV-1 und HIV-2) (Barre-Sinoussi and
C., 1983).

Charakteristisch fur alle RV ist das virale Enzym Reverse Transkriptase, das fur die molekulare
Transkription des einzelstrangigen RNA-Genoms in DNA verantwortlich ist (Temin, 1970). Bei
den RV ist der bekannte genetische Informationsfluss von DNA (ber RNA umgekehrt, eine
Eigenschaft, die ausschlaggebend fir die Namensgebung der RV war. Weitere
charakteristische retrovirale Merkmale sind in der Homologie der Genomorganisation, der
Expression von Protease und Integrase sowie dem Verlauf der Replikation und der
Virusstruktur zu finden.

Nach einer Definition des International Committee on Taxonomy of Viruses werden die
Retroviren in sieben Genera der “einfachen” Alpha-, Beta- und Gammaretroviren sowie der
.komplexen“ Deltaretro-, Epsilonretro- und Lentiviren eingeteilt. Zusammengefasst bilden diese
die Subfamilie der Orthoretrovirinae. Eine weitere Subfamilie bilden die Spumaretrovirinae, die
auch synonym als Foamyviren (engl.: foamy virus, FV) bezeichnet werden und sich durch
spezifischen Merkmale hinsichtlich der Genexpression und der Proteinprozessierung von den

ubrigen RV unterscheiden. Abb. 1.1 zeigt die phylogenetische Einteilung der Retroviren.
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Abb. 1.1: Phylogenetische Einteilung der Retroviren (Weiss, 2006). Die phylogenetische
Einteilung der Retrovirus-Familie erfolgt anhand von Sequenzananlysen konservierter Regionen
der Polymerase-Gene der Viren. Entsprechend werden die Retroviren in die Gattungen, Alpha-,
Beta-, Gamma-, Delta-, Epsilon-, Lenti- und Spumaviren eingeteilt.

Die einfachen Viren besitzen nur gag-, pol- und env-Gene, wahrend das Genom der komplexen
Retroviren weitere Gene enthalt, die fur regulatorische Proteine verschiedenster Funktionen
kodieren. Neben der Assoziation der RV als Erreger unterschiedlicher Krankheiten, existieren
auch Vertreter, deren Infektion nicht als pathogen gilt. Ein Beispiel hierfir sind die Vertreter der
Foamyviren (Bodem et al., 1997; Linial, 1999; Nestler et al., 1997; Russell and Miller, 1996).

1.2 Foamyviren

Aufgrund ihrer besonderen Eigenschaften bilden Foamyviren (FV), auch Spumaretroviren
(SRV) genannt, das einzige Genus in der Subfamilie Spumaretrovirinae. FV-infizierte
Zellkulturen nehmen durch Vakuolisieren und nach Bildung von vielkernigen Riesen-Zellen
(Synzycien) ein schaumartiges Aussehen an (lat.: ,spuma®“, engl.: ,foam* fir ,Schaum®) (Nemo
et al., 1978). Auf dieser Eigenschaft beruht die Namensgebung der FV.

FV besitzen retrovirale Eigenschaften beziglich der Expression einer Protease und Integrase
sowie hinsichtlich der Morphologie. In einigen Aspekten der Protein-Prozessierung,
Genexpression und Replikation unterscheiden sich FV erheblich von den anderen RV. FV

verfligen beispielsweise Uber einen essentiellen internen Promotor und besitzen eine eigene
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gespleildte Polymerase-mRNA (Léchelt et al., 1995). Des Weiteren treten im Replikationszyklus
der FV spezifische Merkmale auf, die nicht bei anderen RV vorkommen. Diese ahneln dem
Replikationszyklus der Familie der Hepadnaviren, dessen bekanntester Vertreter das Hepatitis-
B-Virus (HBV) ist. Hepadnaviren besitzen im Gegensatz zu RV ein DNA-Genom, codieren

jedoch auch fir eine Reverse Transkriptase.

1.2.1 Verbreitung und Vorkommen

Obwohl FV erstmalig aus einem humanen Nasopharynxkarzinom isoliert wurden (Achong et al.,
1971), zeigten Sequenzvergleiche, dass es sich in diesem und weiteren untersuchten Fallen um
Interspezies-Ubertragungen aus nicht humanen Primaten SFV (Affenfoamyviren, engl.: simian
foamy viruses) handelte (Herchenrdéder and Mergia, 1994). FV kénnen durch zoonotische
Infektionen eingeschrankt von einer Tierart auf eine andere Ubertragen werden und haben sich
auf diese Weise mit ihren Wirten weiterentwickelt (Broussard et al., 1997; Romen F and M.,
2004). Der Mensch scheint kein natirlicher Wirt zu sein, sondern wird nur in seltenen Fallen
zoonotischer Ubertragungen infiziert. Diese Infektionen wurden, soweit man heute weilk, nie
weitergegeben (Ali et al., 1996; Schweizer et al., 1995).

Unter den verschiedenen Wirten sind die jeweiligen FV weit verbreitet, wobei Pferde, Rinder,
Affen und Katzen als natirliche Wirte eine sehr hohe Durchseuchung von 10-70 % haben
(Neumann-Haefelin et al., 1993; Romen F, 2007; Romen et al., 2006; Winkler, Lochelt, and
Flower, 1999) Obwohl die genauen Ubertragungswege der FV nicht bekannt sind, wird
vermutet, dass die Ubertragung oropharyngeal (iber den Speichel durch Lecken oder Beilen
und nicht durch sexuelle Kontakte erfolgt (Johnson RH, 1988; Winkler, Lochelt, and Flower,
1999).

Das Risiko einer zoonotischen Interspezies-Ubertragung ist jedoch nicht allein vom AusmaR
und der Art der Exposition mit einem heterologen Pathogen abhangig, sondern auch vom
beteiligten Virus. Sind die vom Virus kodierten Proteine die primaren Ziele des adaptiven,
humoralen und zellularen Immunsystems, werden die durch den Wirt festgelegten Strukturen,
z.B. virionassozierte Wirtsproteine, direkt durch Mechanismen der angeborenen Immunitat oder
durch passiv angepasste kreuzreaktive Immunmechanismen identifiziert (Burton, 2002). So
gesehen nimmt das Risiko einer zoonotischen Ubertragung mit der Nahe der genetischen
Verwandtschaft des urspriinglichen mit dem neuen Wirt zu. Dadurch sind z.B. Ubertragungen
vom Affen auf den Menschen aufgrund von konservierten Virusproteinen viel wahrscheinlicher
also solche von weit entfernten Spezies wie Katzen, Rindern und Pferden (Saib, 2003). Auf
diese konservierten Virusproteine und ihre Interaktion mit Proteinen der angeborenen
Immunabwehr soll in Abschnitt 1.3 detailliert eingegangen werden.

In menschlichen Populationen wurden FV-Infektionen nur selten nachgewiesen, zumal bis

heute keine eindeutige Assoziation zwischen Infektion und einer dadurch induzierten
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Erkrankung nachgewiesen werden konnte (Linial, 1999). Allerdings entwickelten FV transgene
Mause schwere neurologische Krankheiten (Aguzzi et al., 1996). Auch In vitro fihrt eine
Infektion mit FV zu deutlichen cytopatischen Effekten in Form von Zellfusionen benachbarter
Zellen und dadurch zur Bildung so genannter Riesen-Zellen (Syncytien) sowie zu

Vakuolisierung und schlieRlich dem Zelltod.

Der asymptomatische Verlauf der Infektion im Menschen fuhrte dazu, dass FV seit einiger Zeit
als interessante Kandidaten fir die Entwicklung von Vektoren in der Gentherapie erforscht
werden (Bodem et al., 1997; Nestler et al., 1997; Russell and Miller, 1996).

1.2.2 Infektion und Tropismus

Trotz Analysen verschiedener FV-infizierter Tierspezies und eines SFV-infizierten Menschen ist
der Tropismus der FV nur unvollstédndig bekannt. Bislang konnte FV-DNA in allen untersuchten
Organen, z.B. Zentrales Nervensystem (ZNS), innere Organe, Knochenmark und Blut
nachgewiesen werden. Als Hauptreservoir fiir FV-DNA wurden CD8*-T-Zellen, aber auch CD4*-
Lymphozyten, Monozyten und B-Zellen beschrieben (Falcone et al., 1999b; von Laer et al.,
1996). Jedoch konnte lediglich in der Mundschleimhaut foamyvirale RNA nachgewiesen
werden, was die transkriptionelle Aktivitat darlegt und fur eine sehr geringe Replikation der FV
im Organismus spricht (Falcone et al., 1999a). Die Tatsache, dass FV mehrfach erfolgreich aus
verschiedenen Organen (PBL, ZNS, Speicheldrisen, Thymus und Rachenraum) mehrerer
Tierspezies isoliert wurden, belegt eine erfolgreiche Replikation des Virus im persistent
infizierten Wirt (Hooks and Gibbs, 1975; Johnson RH, 1988; Johnston, 1961; Kertayadnya |G,
1988; Winkler et al., 1998).

1.2.3 Das feline Foamyvirus

Das feline Foamyvirus (FFV) wurde erstmals 1969 beschrieben (Riggs JL, 1969). 1997 wurde
es erstmals vollstandig kloniert und sequenziert (Helps and Harbour, 1997; Winkler et al.,
1997). Sofern Daten des im Folgenden vorgestellien FFV nicht bekannt sind, werden
Erkenntnisse Uber das intensiver untersuchte HFV herangezogen.

1.2.4 Genomorganisation und -expression des Felinen Foamyvirus

Charakteristisch fur das feline Foamyvirus (FFV) ist sein komplexes Genom, das mehrere
offene Leseraster (engl.: open reading frames, ORF) am 3’-Ende besitzt (Linial, 1999). Mit ca.

11700 bp ist die provirale FFV-DNA eines der groten Genome der Familie der Retroviridae.
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Neben den fir alle Retroviren typischen Genen gag (Strukturproteine), pol (enzymatische
Proteine) und env (Hull-Glykoproteine, engl.: envelope)) beinhaltet das FV-Genom die
regulatorischen Gene bel 1 und bel 2 (engl.: Between Env and LTR) am 3’-Ende (Flugel et al.,
1987).

Durch lhre Lage zwischen dem env-Gen und dem 3’-LTR erhielten diese akzessorischen
Proteine die Bezeichnung bel-Gene (engl.: Between env and LTR). Fir die Aktivierung des LTR
Promotors wie auch des Internen Promotors wird das virale Transaktivator-Protein Bel 1
bendtigt, das auch als Tas (Trans-Aktivator der Spumaretroviren) bezeichnet wird
(Zusammengefasst in (Lochelt, 2003)). Bei FV werden die bel 2- und bet-Gene vorwiegend von
gespleilten Transkripten des internen Promotors exprimiert (Bodem, Zemba, and Flugel, 1998).
Bisher wurde das Produkt des bel 2-Gens noch nicht identifiziert.

Der Leserahmen des bet-Gens setzt sich aus den Leserahmen der bel 1- und bel 2-Gene
zusammen (Keller et al., 1991). Fir das Bet-Protein fusionieren die ersten 31 Aminosauren des
Bel 1-Proteins an den gesamten Bel 2-Leserahmen. Das FFV-Bet-Protein reagiert mit einem
Bel 2-spezifischen Antiserum und wird im Immunoblot als eine Bande von ca. 43 kDa detektiert
(Alke et al., 2001). Lange Zeit war die Funktion von Bet neben einer postulierten Rolle bei der
Etablierung der viralen Persistenz unklar (Saib et al., 1995; Saib, Peries, and de The, 1993; Yu,
Stone, and Linial, 1996). Mittlerweile ist bekannt, dass Bet hauptsachlich als Gegenspieler einer
zellularen, antiviralen Abwehr von Bedeutung ist (L6chelt et al., 2005; Russell et al., 2005).

Der LTR-Promotor in der U3-Region der 5°-LTR st fir die Bildung der genomischen sowie der
gespleildten pol- und env-Transkripte verantwortlich. FV unterscheiden sich von anderen
Retroviren unter anderem durch das Vorhandensein eines weiteren essentiellen, internen
Promotors am 3’-Ende des env-Gens, der eine zeitlich regulierte Transkription ermdglicht.
Prinzipiell ist die Aktivitdt des internen Promotors hdher, als die des LTR-Promotors (Lochelt,
Aboud, and Flugel, 1993). Daher startet die Transkription des proviralen Genoms nach
Integration in die Wirtszel-DNA am internen Promotor. Infolgedessen kommt es zu einer
Akkumulation des viralen Transaktivators Bel 1. Nach Uberschreiten einer bestimmten
Schwellenkonzentration wird auch der LTR-Promotor aktiviert, wodurch die Transkription der
Strukturgene gag, pol und env ausgeldst wird.

Weitere Besonderheiten sind das Fehlen eines Gag-Pol-Fusionsproteins und der Pol-
Expression von einem gesplei3ten Transkript (Bodem et al., 1998; Bodem et al., 1996; Enssle
et al., 1996; Yu et al., 1996). Aullerdem fehlen die Retrovirus-typischen MHR-(Major Homology
Region) in der Kapsid-Doméane und der Cys-His-Boxen in der Nukleokapsid-Doméne. Das Pol-
Protein wird durch die virale Protease in die Protease- (PR), Reverse Transkriptase- (RT),
RNase H- (RH) und Integrase- (IN) Domanen prozessiert.

Gag wird nicht in die Domanen Matrix, Kapsid und Nukleokapsid-Doméane prozessiert, sondern
ein 4 kDa grol’es Fragment des C-Terminus wird proteolytisch abgespalten (Linial, 1999).
Entsprechend wird das Gag-Protein im Immunoblot mit einem Gag-spezifischen Antiserum als
Doppelbande mit einem Laufverhalten von 52 und 48 kDa detektiert (Alke et al., 2000; Zemba
et al., 2000). Dabei entspricht die grole Bande dem unprozessierten Gag-Vorldufer, wahrend
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die kleine Bande mit der prozessierten Form Ubereinstimmt, von der ein C-terminales Peptid
von 3 kDa durch die virale Protease abgespalten wird.

LTR-promoter < interner Promotor

‘—>
Elp SU TM’_>

U3 R us | | env | | | bel2 | U3 R us

Abb. 1.2: Schematische Darstellung des linearen proviralen FFV-Genoms und der
Aktivierung des internen sowie des LTR-Promotors (nicht maBstabsgerecht1). Die LTR-
Regionen sind in U3, R und U5 untergliedert und mit hellblauen Boxen unterlegt. Die viralen
Leserahmen sind durch gefarbte Boxen (gelb, rot, grin fir die Strukturgene, blau und violett fir
die akzessorischen und regulatorischen Gene) dargestellt. Die Domanen bzw. Spaltpodukte der
Proteine sind durch schwache Striche in den jeweiligen Boxen und durch entsprechende
Abkirzungen (siehe Text) angezeigt. Die Bel 1-Proteine (rote Ovale) aktivieren den internen
Promotor in geringer, den LTR-Promotor erst in hoher Konzentration. Die abgewinkelten Pfeile
verweisen auf die Transkriptionsstartstellen bei den beiden Promotoren

Ebenso wie das Pol-Protein wird das Env-Protein von einem gespleildten Transkript exprimiert
(Bodem, Zemba, and Flugel, 1998). Dabei wird die Transmembran (TM) -Doméne von der
Oberflachendoméane (SU), vergleichbar mit anderen Retroviren, durch eine zellulare
Furinprotease voneinander getrennt (Duda et al., 2004). Des Weiteren wird ein N-terminales
env-leader-protein (Elp) von Env abgespalten. Abb. 1.2 stellt den linearen Aufbau des
proviralen FFV-Genoms graphisch dar.

1.2.5 Morphologie

Morphologisch gleichen FV den Retroviren: Das Genom wird durch ein Kapsid umgeben, die
von einer Matrixhulle eingefasst ist. Daran schlief3t sich eine weitere Hiille cytoplasmatischen
Ursprungs an, in deren oberflachenvirale Glykoproteine, die sog. ,Spikes“ eingelagert sind.
Weitere virale Proteine, die in den Viruspartikeln gefunden wurden, sind die Strukturproteine

" modifiziert nach Dr. A. Schwantes
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Gag, Pol und Env, (Baldwin and Linial, 1998) jedoch nicht die akzessorischen Proteine Bel 2
und Bet sowie der Transaktivator Bel 1. (M. Loéchelt, nicht verédffentlichte Daten). Anders als bei
Retroviren besteht das Genom neben RNA, auch noch aus vollstandigen oder fast
vollstandigen infektiosen DNA-Genomen (Yu, Sullivan, and Linial, 1999).

1.2.6 Replikationszyklus der Foamyviren

In vielen Punkten gleicht der Replikationszyklus der FV dem der anderen Retroviren, an
anderen denen der Hepadnaviren (Delelis, Lehmann-Che, and Saib, 2004). FV binden Uber
einen noch nicht identifizierten zellularen Rezeptor an die Cytoplasmamembran der Wirtszelle.
Nach der sog. Penetration, der Aufnahme des Viruspartikels in der Zelle, wird das Virusgenom
in der Wirtszelle freigesetzt (,Uncoating®). Es wird angenommen, dass bei PFV die reverse
Transkription, im Gegensatz zu anderen Retroviren, erst kurz vor dem Verlassen der neuen
Viruspartikel aus der Wirtszelle stattfindet (Moebes et al., 1997). Die zusatzlichen aus den
Viruspartikeln stammenden DNA-Genome kdnnen nach Infektion einer Zelle in die Wirtszell-
DNA integrieren und somit die provirale DNA bilden (Meiering, Comstock, and Linial, 2000).
Dieser Vorgang ist fur die Replikation erforderlich, denn von der proviralen DNA werden die
verschiedenen Transkripte zur Herstellung der Proteine und als neues Genom produziert
(Enssle et al., 1999). Der Zusammenbau der neuen Viruspartikel (engl.: Assembly); (Lecellier
and Saib, 2000) sowie das Verpacken der Virusgenome (engl.: Packaging) erfolgt im
Cytoplasma. Anders als bei Retroviren erfolgt die Zusammenlagerung der partikuldren Kapside
mit der Virushille Gber eine direkte Interaktion des N-Terminus von Gag (Peters et al., 2005)
mit dem Elp-Protein von Env (Wilk et al., 2000). Dabei ist Env flr das Freisetzten der Viren
(,Release”) notwendig. Die Viruspartikel verlassen die Wirtszelle Uber das Endoplasmatische
Retikulum (bei HFV; (Goepfert et al., 1999)) bzw. die Zellmembran (bei FFV; (Alke et al.,
2001)). Dabei bleibt ein GroBteil der Viren intrazellular und wird nicht freigesetzt (Bodem et al.,
1997). Abb. 1.3 stellt den foamyviralen Replikationszyklus graphisch dar.
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Abb. 1.3: Schematische Darstellung des foamyviralen Replikationszyklus im Vergleich
zum retroviralen Replikationszyklusz. Das foamyvirale Genom ist ein RNA-Genom
(geschwungene Linien). Alternativ kbnnen auch nahezu vollstandige DNA-Genome (Striche) in
den Viruspartikeln enthalten sein. Die Reverse Transkription findet daher vermutlich erst spat im
Replikationszyklus statt (kurz vor oder nach dem Verlassen der Zelle). Nach dem Eintritt in die
Zelle gelangt das Genom zusammen mit dem Préintegrationskomplex in den Zellkern. Dort
integriert das FV-Genom in die Wirts-DNA. Anschlieend kommt es zur Transkription und
Translation der verschiedenen viralen Genprodukte. Im Zytoplasma werden virale
Kapsidstrukturen, die das neue Genom integriert haben, ausgebildet. Die Freisetzung der
neuen Viruspartikel erfolgt bei HFV am Endoplasmatischen Retikulum (ER) bzw. an bei FFV an
der Zellmembran. Diese Uber das ER freigesetzten Viren verlassen die Zelle tiber den Golgi-
Apparat durch Exozytose. Des Weiteren wird vermutet, dass das FV-Genom durch einen
internen Replikationszyklus erneut in den Zellkern gelangt und reintegriert.

1.2.7 Foamyvirale Vektoren

FV-Vektoren stellen aufgrund ihrer besonderen Eigenschaften eine interessante Alternative zu
den bisherigen retroviralen Vektoren dar. In erster Linie zeichnen sich FV durch ihren
asymptomatischen Infektionsverlauf aus, der zu einer langjahrigen Persistenz trotz anwesender
neutralisierender Antikorper im Wirtsorganismus flhrt. Des Weiteren ist eine Abwesenheit einer
bestehenden Immunitat gegen FV beim Menschen und das Ausbleiben sekundarer FV-
Ubertragungen von Mensch zu Mensch von Vorteil fiir die Entwicklung eines FV-basierten
Vektors (zusammengefasst in (Heneine et al., 2003)). Aufgrund ihrer Genomgrofie verfligen FV

2 Freundlicherweise (iberlassen von Dr. A. Schwantes
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theoretisch Uber ein groRes Genomverpackungspotential, was die Insertion von bis zu 10 kb
heterologe DNA in den Vektor ermdéglicht (Trobridge et al., 2002). FV haben einen breiten
Zelltropismus und kdnnen unterschiedliche Zelltypen aus verschiedenen Spezies infizieren
(zusammengefasst in (Mergia and Heinkelein, 2003)). Als Vertreter der Retroviren integrieren
sie ihr Genom und damit auch das therapeutische Gen stabil in das der Wirtszelle. Dies bietet
gegeniber anderen retroviralen Vektoren den Vorteil, dass das therapeutische Gen wahrend
mitotischer Teilungen der Wirtszelle an die Tochterzelle weitergegeben wird.

FV integrieren in ruhenden Zellen nach Transduktion bis zu 14 Tage stabil (Trobridge and
Russell, 2004). Nach Einleitung der Mitose waren diese noch zur effizienten Integration und
Markerexpression fahig, was vermutlich auf eine hdhere Stabilitdt von DNA-Genomen im
Vergleich zu RNA im Cytoplasma und die spate DNA-Synthese im FV-Replikationszyklus
zurtckzufihren ist.

Ein weiterer mdglicher Vorteil foamyviraler Vektoren kénnte der Ort der Integration im
Wirtszellgenom sein. Im Gegensatz zu MLV-Vektoren, die bevorzugt um Regionen um den
Transkriptionsstartpunkt von Genen integrieren, bevorzugen lentivirale Vektoren die
transkribierten Regionen der Gene (Wu X, 2003). Dagegen finden 20-30% der HFV-
Integrationen in RefSeq-Genen statt, was einer zufélligen Verteilung der Integrationen im
zelluldren Genom entspricht ((Nowrouzil A, 2004; Russell et al., 2004).

Replikationskompetente FV-Vektoren wurden bereits vor 13 Jahren auf HFV-Basis entwickelt
(Schmidt and Rethwilm, 1995). Hierbei wurden heterologe Gene in ein zellkultur-adaptiertes
HFV-Genom eingesetzt, das Deletionen in der bel 2-Region enthielt. Um den essentiellen
Transaktivator weiterhin exprimieren zu kénnen, war der Bel 7-Leserahmen nicht von den
Deletionen betroffen. Diese ersten Vektoren bildeten infektiése Partikel und dirigierten effizient
die Expression des Reportergens unter Zellkulturbedingungen (Schmidt and Rethwilm, 1995).
Die experimentelle Infektion von Katzen mit dem FFV zeigten eine effiziente Replikation des
Virus im Tier (Alke et al., 2000). In den letzten Jahren wurden daher auf dem FFV basierende
replikationskompetente Vektoren konstruiert und charakterisiert, welche die Grundlage fur die
vorliegende Arbeit bilden und in Abschnitt 2.4.1 erlautert werden (Schwantes, Ortlepp, and
Lochelt, 2002; Schwantes et al., 2003).

1.3 APOBEC3

Um sich gegen die Vielzahl von Pathogenen verteidigen zu konnen, haben vielzellige
Organismen verschiede Abwehrmechanismen entwickelt, die allgemein in angeborenes (engl.:
innate) Immunsystem und erworbene, adaptive Immunantwort eingeteilt werden (Liddament
MT, 2004). Wahrend die adaptive Immunantwort unter innaten zytotoxische T-Zellen und
Antikdrper umfasst, zahlen zu den Komponenten des angeborenen Immunsystems
proteolytische Kaskaden, Signalmolekiile wie Interferone, antimikrobielle Peptide und spezielle

phagozytierende Zellen. Einen weiteren Bestandteil des angeborenen Immunsystems bildet die
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Gruppe der APOBEC (apolipoprotein B mRNA-editing enyzme catalytic polipeptide) Proteine,
die zu der groRen Familie der DNA- oder RNA-Cytidindeaminasen gehdren und die die
Ausbreitung diverser Retroviren, Retrotransposons und einiger anderer Viren verhindern
(Jarmuz et al, 2002). Somit schitzen sie das zellulare Genom vor eindringenden
Nukleinsduren. Alle Proteine dieser Familie haben ein oder zwei Deaminase-Motive

einschlieBlich der Sequenz His-Xaa-Glu-Xaa,; ,4-Pro-Cys-Xaa, ,-Cys (Huthoff and Malim,

2005). Dabei koordinieren das Histidin und die zwei Cystein-Reste ein Zn2*-lon, wihrend der
Glutaminsaurerest fiir die Protonenibertragung verantwortlich ist (Liddament MT, 2004). Diese
katalytische Reaktion bewirkt eine hydrolytische Deaminierung an der C4-Position der Cytidin-
Base und wandelt Cytidin (C) zu Uracil (U) um (Harris et al., 2003; Lecossier et al., 2003;
Mangeat et al.,, 2003; Zhang, 2003). Abb. 1.4 stellt die Deaminierungsreaktion in einer
Reaktionsgleichung dar.

Cytidine Uridine
MH, H,O NH, C
Ny L b HN"LL‘“

|—-—'—-—Jh

_D "\. N.-"
PO,-CH, PO, -CH |
e

Abb. 1.4: Reaktionsgleichung der Cyditindeaminierungsreaktion katalysiert durch
APOBEC Enzyme (modifiziert nach Malim, 2007). Hierbei wird Cytidin durch die Addition von
Wasser und der Abspaltung einer Aminogruppe zu Uracil konvertiert. Dieser Vorgang wird auch
als ,Editierung® (engl.: ,editing“) bezeichnet (Simpson, 1999).

Im Menschen umfasst die APOBEC3-Familie AID (hAID), APOBEC1 (hA1), APOBEC2 (hA2),
APOBEC3A-APOBEC3H (hA3A-hA3H) und APOBEC4 (hA4), die auf dem Chromosom 22 ein
cluster bilden (Conticello et al., 2005; Jarmuz et al., 2002). Abb. 1.5 zeigt die graphische
Darstellung der humanen APOBEC Proteine.
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Abb. 1.5: Graphische Darstellung der Doménenorganisation der humanen APOBEC
Proteine (modifiziert nach (Holmes RK, 2007)). Die roten Balken markieren die
Cytidindeaminase Motive. Unterhalb der Abbildung ist die Konsensussequenz angezeigt.

Wesentlicher Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist das APOBEC3-Protein, weshalb im
Folgenden vertieft darauf eingegangen wird. Humane A3-Gene sind in verschiedenen Geweben
exprimiert, die entweder mit endogener oder exogener retroviraler Replikation verbunden sind,
z.B. Hoden, Eierstocke und stimulierte bzw. unstimulierte PBLs (Schumann, 2007). Die
humanen A3-Proteine hA3G (Opi S, 2006; Zennou and Bieniasz, 2006), hA3F (Bishop et al.,
2004; Liddament MT, 2004) (Wiegand, 2004) (Yang et al., 2007; Zheng et al., 2004) und im
geringerem Umfang hA3DE (Dang, 2006) bilden wichtige Restriktionsfaktoren gegen HIV-1.
Humane A3 Proteine werden in der virusproduzierenden Zelle in Virionen verpackt und
erreichen so die Zielzelle (Svarovskaia, 2004). Dort binden sie an den einzelstrangigen Minus-
DNA-Strang, der wahrend der reversen Transkription gebildet wird und deaminieren Cytosine
zu Uracil (Suspéne R, 2004; Yu, 2004). Wahrend der reversen Transkription wird nachfolgend
Uracil von der Reversen Transkriptase als Thymin erkannt und in den plus-DNA-Strang Adenin
(A) anstelle eines Guanins (G) eingefiigt. Diese vermehrte Anhdufung von G- zu A-Mutationen,
auch ,Hypermutation® genannt, flhrt schlief3lich zum vélligen Informationsverlust des Genoms
(Harris, 2003; Mangeat et al., 2003; Zhang, 2003). Uracil-N-Glycosylasen degradieren zudem
durch die Uracile im proviralen DNA-Genom dessen Degradation (Bishop, Holmes, and Malim,
2006; Kaiser, 2006; Mangeat et al., 2003; Mariani, 2003).

HIV-1 hat im Laufe der Co-Evolution von Virus und Wirtszelle zur Gegenabwehr das
akzessorische Vif (virion infectivity factor)-Protein entwickelt (Gabuzda, 1992; Simon, 1996; von
Schwedler, 1993). Vif greift A3G oder -F an und 16st dessen proteasomale Degradation aus,
was gleichzeitig dessen Verpackung in Virionen verhindert (Kao, 2003; Mariani, 2003; Marin,
2003; Sheehy, Gaddis, and Malim, 2003; Stopak, 2003). Dabei wirkt Vif als Adapterprotein, das
A3G und -F mit einer Ubiquitin-Ligase einschlieBlich Elongin B, Elongin C, Cullin 5 und Ring
box-1 verbindet und dabei eine Polyubiquitinierung mit anschlieRender proteasomaler
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Degradation ausldst (Yu X, 2003). Zusatzlich zu der degradativen Aktivitat verhindert Vif auch
die de novo A3G Synthese (Stopak, 2003). Einzig hA3B ist in der Lage, sowohl HIV-1, als auch
Vif-deletiertes HIV-1 (HIVAVif) zu inhibieren, wird jedoch in primaren T-Zellen nur schwach
2004; Cullen, 2006; Doehle, 2005; Rose, 2005). Abb. 1.6 fasst die
deaminierungsabhangige antivirale Aktivitat der A3-Proteine schematisch zusammen.
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Abb. 1.6: Schematische Darstellung der deaminierungsabhéngigen antiviralen Aktivitat
von A3-Proteinen und der Abwehr durch HIV-1 Vif (Chiu and Greene, 2006). a, b Letale
Editierung der reversen Transkripte von HIV-1 durch virioninkorporierte Cytidindeaminasen. In
Abwesenheit von Vif wird A3G (violett) effizient in knospende Virionen inkorporiert (a) und 16st
wahrend der reversen Transkription in der Zielzelle eine extensive Deaminierung der
Cytidinreste im Minusstrang der viralen einzelstrangigen DNA aus b. Durch die daraus
resultierenden dG- zu dA-Austausche im viralen Plusstrang bzw. durch den Abbau des
uracilhaltigen Minusstrangs mittels Uracil-DNA-Glycosylasen wird die HIV-Replikation effektiv
blockiert. ¢) Neutralisation der A3 Proteine durch Vif. Vif wirkt der antiviralen Aktivitat von A3G
und -F (im Bild nicht gezeigt) durch die Rekrutierung des E3 Ligasekomplexes (Rbx1, Cullin5,
Elongine B und C und E2-Ub) entgegen. Dabei fungiert es als Substraterkennungseinheit zur
Induktion der Polyubiquitinierung dieser antiviralen Enzyme und fihrt sie indirekt zu einer
beschleunigten Degradation durch das 26S Proteasom. Zusatzlich verhindert Vif teilweise die
Translation der A3G mRNA. Dieser bimodale Mechanismus entfernt A3 aus der Zelle und
resultiert in der Produktion voll infektidser Virionen.

Bei einigen Studien stellte sich die Frage, ob der inhibitorische Effekt der A3-Proteine allein
durch die Deaminaseaktivitat zustande kommt, da ein starker antiviraler Effekt auch ohne
Hypermutation beobachtbar ist (Bishop, Holmes, and Malim, 2006; Holmes, Malim, and Bishop,
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2007; Newman et al., 2005; Opi S, 2006; Shindo et al., 2003). Daher nimmt man an, dass A3-
Proteine neben der deaminierenden Aktivitdt noch Uber einen weiteren editing-unabhangingen
antiviralen Mechanismus verfligen, der allerdings bislang nicht vollstandig geklart wurde. Es
wird vermutet, dass A3-Proteine zellulare HIV-Transkripte direkt zur zellularen Endonuklease
fuhren (Holmes, Malim, and Bishop, 2007).

Die hA3G-HIV Interaktion ist ein wichtiges Kriterium fiir die Speziesspezifitat von HIVs und dem
verwandten SIV (Engl.: Simian Immunodeficiency Virus). Eine zoonotische Infektion kann nur
auftreten, wenn das Vif-Protein des Ubertragenen Virus hA3G bindet und eine Degradation
induzieren kann (Cullen, 2006). So kann beispielsweise das Vif-Protein des HIV-1 und des
Schimpansen SIV (SIVcpz, Engl.: chimpanzee) die Degradation von hA3G induzieren und somit
Menschen infizieren. Andererseits ist hA3G resistent gegen das Vif-Protein des SIVagm (Engl.:
african green monkey), sodass dieses Virus nicht Menschen infizieren kann. Die
Speziesspezifitdt der Vif-APOBEC-Interaktion ist auf einen einzelnen Aminosaureunterschied in
A3G an der AS-Position 128 zuriickzufuhren (Yu Q, 2004).

Interessanterweise ist agmA3G einerseits resistent gegen HIV-1 Vif aber andererseits sensibel
fur SIVagm Vif (Cullen, 2006; Mariani, 2003). Die Speziesspezifitdt der A3-Proteine zu den
Primaten-Retroviren sind in Tabelle 1.1 zusammengefasst.

Tabelle 1.1 Spezies-spezifische Suszeptibilitiat der Primaten A3Gs beziiglich der Vif-
Proteine verhindert Kreuzinfektionen von Retroviren. (Modifiziert nach Greene, 2006)

Vif protein
A3G protein  HIV SlVepz SlVsm SlWagm  SlVmac
Human Yes Yes® Yes® No Yes
Chimpanzee Yes Yes N.d. No Yes
African Mo MN.d. N.d. Yes Yes
green
mo nkey
Rhesus No N.d. N.d. No Yes
macague

Abklrzungen: mac, Rhesus macaque; sm, (engl.: sooty mangabey) Mangabe; N.d., nicht
untersucht. c: SIV Vif aus Schimpansen und Mangaben neutralisieren hA3G. SIVcpz wurden
SIVsm dadurch wahrscheinlich auf Menschen Ubertragen und entwickelten sich so zu HIV-1
und HIV-2.

Die Interaktion zwischen Vif und A3 ist folglich Speziesspezifisch und verhindert somit
moglicherweise Zoonosen (Mariani, 2003). Des Weiteren supprimiert hA3G die Replikation von
EIAV (equine infectious anemia virus) (Mangeat et al., 2003), MLV (Murines Leukamie Virus)
(Bishop et al., 2004; Harris, 2003; Kobayashi et al., 2004; Mangeat et al., 2003) und FV
(Delebecque et al., 2006; Lochelt et al., 2005; Russell et al., 2005). Neuere Untersuchungen
haben gezeigt, dass einige hA-Proteine auch verschiedene Retrotransposons (Esnault et al.,
2005; Esnault et al., 2006; Schumacher AJ, 2005) sowie HBV (Hepatitis B Virus) (Esnault et al.,
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2006; Noguchi, 2005; Rosler et al., 2005; Suspene, 2005) und das Parvovirus AAV (Adeno
assoziiertes Virus) (Chen, 2006) inhibieren.

1.3.1 Die antivirale Aktivitat der A3-Proteine gegen FV

Sowohl FFV als auch PFV sind fir die Restriktion durch feline bzw. humane A3-Proteine
empfanglich, wenn Bet deletiert oder funktionell inhibiert wird. In Folge dessen werden in neu
entstandener viraler DNA Hypermutationen nachgewiesen (Delebecque et al., 2006; Léchelt et
al., 2005; Russell et al., 2005). Besonders Bet-trunkiertes FFV wird durch felines APOBEC3C-a
(in Abschnitt 1.4 erlautert) unterdriickt (L6chelt et al., 2005), wahrend hA3G, hA3F, mA3, agm
A3G und cpzA3G Bet defizientes PFV inhibieren (Delebecque et al., 2006; Russell et al., 2005).
Da die Uberwiegende DNA-Synthese vor der Partikelfreisetzung stattfindet, tritt die G- zu A-
Editierung wahrscheinlich schon in der virusproduzierenden Zelle auf.

Unklar ist dabei noch, wie das virale Bet-Protein die von APOBEC3 ausgeldste Blockade der
FV-Replikation tUberwindet. In den neusten Studien wurde bislang gezeigt, dass Bet-defiziente
FV durch APOBEC3C-a inhibiert werden und dass durch Coexpression der entsprechenden Bet
Proteine der virale Titer des FV weitgehend wieder hergestellt werden kann (Lochelt et al.,
2005). Es ist bekannt, dass das PFV-Bet-Protein an hA3G, hA3F und cpzA3G bindet und die
Verpackung dieser Proteine in PFV-Viruspartikel inhibiert (Delebecque et al., 2006; Russell et
al., 2005). Bet wird als ein cytoplasmatisches Protein exprimiert und zeigt keine
Sequenzhomologie zu HIV-Vif. Das Bet-Protein weist keine SOCS-box auf, ein Motiv, mit dem
die Ubiquitin E3-Ligase an hA3G und -F bindet (Cullen, 2006). Im Gegensatz zu HIV-Vif flhrt
die Expression von Bet nicht zu einer Reduktion der APOBEC-Expression (Lochelt et al., 2005).

Die Fortschritte in der Erforschung der Funktion von A3-Proteinen eréffnen neue Ansatzpunkte
fur anti-HIV-Therapien. So kdnnte beispielsweise die Entwicklung kleiner Inhibitormolekiile,
welche die Assoziation von Vif und A3G/3F unterbrechen oder die Rekrutierung durch Vif zur
E3-Ligase inhibieren, einen mdglichen therapeutischen Ansatz darstellen. Dazu ist es wichtig,
die Interaktionsseiten beider Proteine auf molekularer Ebene zu identifizieren (Stopak, 2005).

APOBEC3-Proteine inhibieren ein breites Spektrum an Retroviren und LTR-Retrotransposons.
Daher ist es wichtig zu wissen, auf welche Weise APOBEC3-Proteine die verschiedenen Viren
bzw. genomischen Parasiten erreichen und das Pathogen-assoziierte molekulare Profil dieser
Viren und virusartige Elemente erkennen.

1.4 Das Feline APOBECA3

Die Hauskatze (Felis catus) dient als bewahrtes Tiermodell fiir genetische-, pharmakologische-

und Nahrungsmittelstudien (O'Brien SJ, 2002). Des Weiteren werden virale Infektionen und
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Krankheitsverldufe in der Hauskatze als Versuchsmodell untersucht (Burkhard MJ, 2003). Da
beispielsweise das Feline Immunodefizienzvirus (FIV) viele Eigenschaften mit dem HIV
gemeinsam hat, dienen FIV-infizierte Katzen als wichtiges Modell fir HIV/AIDS hinsichtlich der
Entwicklung maoglicher Therapien, Impfstoffe und der Untersuchung der Pathogenese (Mink,
2008; Munk et al., 2008; Paul et al., 2007). A3-Proteine stehen als ein Teil des angeborenen
Immunsystems gegen Retroviren unter besonders hohem adaptiven Druck (OhAinle et al.,
2006; Sawyer SL, 2004; Zhang and Webb, 2004). Daher ist die Untersuchung ihrer
evolutionaren Expansion von grof3er Bedeutung, um Aufschluss Uber die speziesspezifische
Suszeptibilitaten der A3-Formen zu erhalten.

Wahrend Primaten sieben hA3 Gene codieren (hA3A bis -H), wurde bisher eine Diversifikation
von A3 in anderen Vertebraten ausgeschlossen (Mariani et al., 2003). Kurzlich wurden nach
Analyse des genomischen A3-Lokus auf dem Chromosom B4 mittels einer RACE-PCR-
Kombination im Genom der Hauskatze (Felis catus) mehrere feline APOBECS3 (feA3)-Gene
identifiziert und charakterisiert (Mink, 2008; Mink et al., 2008; Mink et al., 2007). Bislang war
nur ein feA3-Gen bekannt (Léchelt et al., 2005). Diese Untersuchungen wurden in CrFK- (engl.:
Crandell feline kidney cells, Katzennieren-Zellen), Mya-1- (feline T-Zelllinie) und KE-R-Zellen
(Fibroblasten) durchgefiihrt. Abb 1.7 zeigt die schematische Darstellung der feA3-Gene und

ihre Expression.
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Abb 1.7: Schematische Darstellung der Lokalisation der feA3-Gene und der Expression
der feA3-Proteinfamilie (modifiziert nach Dr. C. Miink). Der feA3-Lokus durchlief eine
Triplikation der feA3C-Gene, wahrend feA3H nur in einer Kopie existiert. Des Weiteren wird im
Zuge eines Durchlauf-Leserasters das Zwei-Domanen-feA3CH exprimiert. Die feA3C-Gene und
das feA3H-Gen sind im Katzengenom direkt hintereinander angeordnet. Unterhalb der Abb.
sind die Identischen Aminosauren der feA3C-Proteine miteinander verglichen, sowie die Anzahl
der nicht identischen AS angezeigt.

Das Katzengenom enthélt ein feA3H-Gen und drei sehr ahnliche feA3C-(a-c)-Gene, die
wahrscheinlich aus zwei konsekutiven Genduplikationen entstanden sind (Mink et al., 2008).
Neben dem bereits bekannten und beschriebenen feA3-Protein (Léchelt et al., 2005), das als
feA3C-a identifiziert wurde, existieren folglich noch die Formen feA3C-b und -c. Diese feA3-
Gene weisen eine signifikante Homologie (48,5%) zur zweiten Domane des hA3F-Gens auf
(LOchelt et al., 2005; Yuhki et al., 2003). Des Weiteren wurde neben den vier Ein-Doméanen A3
Proteinen ein fiinftes A3-Protein (A3CH) entdeckt, das durch ein Durchlauf-Leseraster und
alternatives Splicen entsteht.

Wahrend in Menschen und Primaten die Spezifikation der verschiedenen A3-Proteine gegen
diverse Retroviren und Retrotransposons eingehend untersucht wurde, ist die Spezifikation der
feA3-Proteine bezuglich feliner Retroviren noch unbekannt (Léchelt et al., 2005).

Im Gegensatz zu HIV-Vif, das humanes A3G durch Ubiquitinierung und anschlieBRender
proteasomaler Degradation abbaut (Mehle et al., 2004; Sheehy, Gaddis, and Malim, 2003;
Stopak et al., 2003; Yu X, 2003), ist der Inhibitionsmechanismus von feA3C-a- (L6chelt et al.,
2005) und humanen A3A, -C, -F, G-Proteinen (Russell et al., 2005) durch die Anwesenheit von
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FFV-Bet bzw. PFV-Bet weitgehend unklar. Auch gibt es bislang wenige Informationen Uber die

Interaktion der feA3-Proteine mit FFV-Gag und die Verpackung in FFV-Virionen.
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Die genomische Analyse der APOBEC3-Region der Hauskatze (F. catus) unterscheidet sich
wesentlich vom APOBEC3-Lokus anderer Saugetiere. Das Katzengenom codiert fur drei
APOBEC3C-Kopien, die hintereinander auf dem Chromosom B4 lokalisiert sind. Die drei
feA3C-Isoformen unterscheiden sich in 6 bzw. 7 Aminosauren. Neben dem Nachweis von drei
sehr ahnlichen feA3C-Genen und einem feA3H-Gen wird post-transkriptionell durch alternatives
SpleiRen ein zwei-Domanen feA3CH-Fusionsprotein gebildet.

Die Zielsetzung dieser experimentellen Arbeit gliedert sich in drei Teile: Zunachst sollen die drei
beschriebenen feA3-Proteine, feA3C-a, -H und -CH, von denen bislang nur zellulare mRNA
nachgewiesen worden waren, auf Proteinebene nachgewiesen werden. Dazu sollen im
Rahmen dieser Arbeit polyklonale AntikOrper generiert werden, die die endogenen feA3-
Proteine (feA3C-a, -H und -CH) in Katzenzellen detektieren.

Im zweiten Teil der Arbeit soll eine umfassende Analyse der feA3-Proteine beziiglich ihrer
antiviralen Aktivitdt gegen Bet-deletiertes FFV durchgefihrt werden. Die antivirale Aktivitat des
feA3C-a als Cytidindeaminase war zu Beginn der Arbeit bereits bekannt und sollte mit den
anderen vier feA3-Proteinen (feA3C-b, -c, -H, -CH) bezlglich Wildtyp (wt) FFV, Bet-mutiertem,
Bet-trunkiertem oder Bet-freiem FFV verglichen werden. Des Weiteren soll der protektive
Mechanismus von Bet gegen die feA3-Proteine analysiert und mit dem von FIV-Vif verglichen
werden: Durch den Vergleich von FFV-Bet und einer mutierten FFV-Bet-Form soll die
Bindungsstelle des FFV-Bet an die feA3-Proteine in Proteininteraktionsstudien ermittelt werden.
Analog soll die Interaktion aller feA3-Formen mit FFV-Gag analysiert und die Inkorporation in
Virionen Bet-defizienter FFV-Genome untersucht werden. Da hu APOBEC3-Formen als Dimere
vorliegen mussen, um katalytisch aktiv zu sein, sollte analysiert werden, ob eine analoge
Dimerisierung auch fir die felinen APOBEC3C-Proteine bestatigt werden und ob der
inhibitorische Mechanismus von FFV-Bet eventuell auf der Unterbrechung dieser Dimerisierung
basiert. Gleichzeitig soll ein modglicher trans-dominant-negativer Effekt der einzelnen feA3-
Formen nach Cotransfektion auf die antivirale Aktivitat gegen Bet-defizientes FFV untersucht
werden. Katalytische und strukturelle Mutanten des feA3C-a sollen kloniert werden, um eine
Korrelation der antiviralen Aktivitat des feA3C-a und dessen Deaminierungsaktivitat Gberprifen
zu konnen. Auch diese katalytischen und strukturellen feA3C-a Mutanten sollen auf Interaktion
mit FFV-Gag und FFV-Bet sowie ihrer Inkorporation in Bet-trunkierte FFV-Virionen hin Uberprift
werden.

Als Resultat der vergleichenden Studien von FFV-Bet und FIV-Vif soll ein chimarer FFV-Vif-
Vektor kloniert werden, um die protektive Wirkung von FIV-Vif gegen die feA3-Proteine im
foamyviralen Kontext zu untersuchen. AnschlieRend soll dieser chimare FFV-Vif-Vektor in
Langzeitpassagen auf CrFK-Zellen im Vergleich zu wt FFV untersucht werden. Diese Daten
sollen Aufschluss Uber die Effizienz der Replikation, Stabilitdt und Transduktion des chimaren
FFV-VIF-Vif-Vektors Aufschluss geben und damit als Grundlage fiir einen prophylaktischen
Vakzinevektor dienen.
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2 MATERIAL

2.1 Puffer und Losungen

2.1.1 Allgemeine L6sungen

2x HBS 50 mM 4-2-(hydroxyethyl)-1-piperazin-ethansulfonsdure (HEPES)
280 mM NaCl
1,5 mM Na,HPO,, pH 7,13

PBS 8 mM Na,HPO,
1,5 mM KH,PO,

140 mM NaCl
2,6 MM KCI, pH 7,4

TE 1 mM Tris
0,1 mM EDTA, pH 8,0

EDTA 0,5 M pH auf 8.0 einstellen

2.1.2 Puffer fiir Arbeiten mit DNA

DNA-Probenpuffer 40% Saccharose
0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylencyanol

TENS 0,25% SDS
0,1 MNaOH in TE

Ethidiumbromid-Lésung Lésung: 2 pug Ethidiumbromid/ml

TAE 40 mM Tris-Acetat
1 mM EDTA, pH 8,0
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2.1.3 Puffer fiir proteinbiochemische Techniken

Zelllysepuffer

TLB-Puffer

Tris-Puffer 1

Tris-Puffer 2

Tris-Puffer 3

Triethylamin-Puffer

Tris-NaCl-Puffer

Elutionspuffer

Tris-HCI-Puffer

PBS-TX100-Puffer

PBS-Tween

1% SDS in PBS
1000-fach Proteaseinhibitor

20 mM Tris

137 mM NaCl

10% Glycerin

2 mM EDTA

1% Triton X-100

50 mM Na*-B-Glycerophosphate
1000-fach Proteaseinhibitor, pH 7.4

10 mM Tris, pH 8,8

10 mM Tris, pH 7,5

1M Tris, pH 8

100 mM Triethylamine, pH 11,5

500 mM NaCl, 10mM Tris, pH 7,5

100 mM Gilycin, mit HCI auf pH 2,5

50mM Tris, mit HCI auf pH 9,5

PBS, 0,1%Triton-X100

PBS, 1% Tween
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2.1.4 SDS-Gelelektrophorese- und Inmunoblot-Puffer

Proteingel-Laufpuffer NuPage: MOPS SDS 50 mM MOPS (3-N-

Buffer (Morpholino)propansulfonsaure)
50 mM Tris
0,1% SDS
1 mM EDTA, pH 7,7

Proteingel-Laufpuffer NuPage: MES SDS 50 mM MES (2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure)
Buffer 50 mM Tris

0,1% SDS

1 mM EDTA, pH 7,3

Lésung A 30% Acrylamid
0,8% Bisacylamid

Lésung B 1,5 M Tris
0,4% SDS, pH 8,8

Lésung C 0,5 M Tris
0,4% SDS, pH 6,8

Transfer-Puffer 25 mM Bicine
25 mM Bis-Tris
1 mM EDTA, pH 7,2

5-fach Ladepuffer 313 mM Tris-HCI
10% SDS
0,05% Bromphenolblau
50% Glycerin
0,5 M DTT, pH 6,8
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2.1.5 pB-Galactosidase-Assay

Fixierldsung 1% Formaldehyd
0,2% Glutaraldehyd
1mM MgCIzin PBS

Farbeldsung 4 mM K [Fe(CN) ] (II); 4 mM K [Fe(CN) ] (Il

4 mg/ml X-Gal
1 mM MgCI2in PBS

Sofern nichts anderes genannt ist, sind alle Puffer und Lésungen in zweifach destillierten
Wasser (dd H,O) angesetzt.

2.2 Zellen

293T-Zellen: Fir die Transfektion wurde eine Adenovirus-immortalisierte humane
embryonale Nierenzelllinie verwendet, die das Gen fir das SV40 T-Antigen
stabil im Genom integriert tragt (DuBridge RB, 1987).

CrFK-Zellen: (Crandell feline kidney cell) wurden fir FFV-Infektionen und Transduktionen
verwendet (Flower RL, 1985; Winkler et al., 1998).

FeFAB-Zellen: Genetisch veranderte CRFK-Zellen, die das B-Galactosidase-Gen unter der
transkriptionellen Kontrolle des FFV-LTR-Promotors tragen und die eine
schnelle und effiziente Quantifizierung FFV-haltiger Zellkulturiberstande
erlauben (Zemba et al., 2000)

2.3 Bakterienstamme

Zur Préaparation von Plasmid-DNA aus Escherichia coli-Stdmmen wurden JM109 (Novagen,

™
Bad Soden) und One Shot® TOP10 Electrocomp Zellen (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet.

Zur Expression von GST-Fusionsproteinen wurden BL21-Expressionsbakterienkulturen ver-

wendet.
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2.4 Vektoren und Plasmide

Bezeichnung Quelle/Referenz

pcDNA3.1* Invitrogen

pGEX-4T3 Amersham Bioscience

pCF-7 Schwantes et al. 2002

pCF7BBtr Alke et. al 2000

pCF-Bet-Gfp Schwantes et al. 2002

pGFP Freundlicherweise (iberlassen von X. Xu
pFFV-Bet Alke et al. 2000

pFFV-BetMCS Alke et al. 2000

pFIV-Vif Freundlicherweise Uberlassen von C. Mink
pfeA3C-a Freundlicherweise Uberlassen von C. Mink
pfeA3C-b Freundlicherweise lberlassen von C. Mink
pfeA3C-c Freundlicherweise Uberlassen von C. Miink
pfeA3H Freundlicherweise Gberlassen von C. Mink
pfeA3SCH Freundlicherweise Uberlassen von C. Miink
pCF7BetMCS Alke et. al 2000

pCF7UbiLacZ Bastone et al 2007

pBCEnv Bastone et al 2007

2.41 Foamyvirale Vektoren

In dieser Arbeit werden drei foamyvirale Vektoren verwendet, die im Folgenden erlautert
werden sollen * (Alke et al., 2001):

e pCF7: Ein replikationskompetenter Vektor, bei dem der 5°-LTR im proviralen Genom
durch den starken ,immediate early“-Promotor des humanen Cytomegalovirus (hCMV-
IE) ausgetauscht wurde. (Abb. 2.1 a)

e pCF7BetMCS: Dieser replikationskompetente Vektor enthdlt eine multiple
Klonierungsstelle (engl.: multiple cloning site, MCS) in der Bel 2/Bet-Sequenz. Abb. 2.1
zeigt die Lokalisation der MCS innerhalb des FFV-Genoms. (Abb. 2.1 b)

% Kloniert von Dr. A. Alke
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e pCF7BBtr: Entstand durch eine Trunkation des pCF7BetMCS beginnend in der MCS-

Region bis zum ende des Bel 2 bzw. Bet, so dass Bel 2 auf 42 AS und Bet auf 116 AS-
Reste verkiirzt wurde. (Abb. 2.1 ¢))

a) pCF7

b) pCF7BetMCS

c) pCF7BBtr

SD SA
d bet
Poly A-Anhang
AUIG
- env bel 2 LTR
bel 1
SD SA MCS
\/
bet
Poly A-Anhang
AUG MCS
g [\/
env bel 2 LTR
bel 1
SD SA
d bet
A Poly A-Anhang
, STOP
- env bel 2 LTR

bel 1

Abb. 2.1.:Schematische Darstellung der Vektoren pCF7, pCF7BetMCS und pCF7BBtr
(modifiziert nach Dr. A. Alke). A Waagerechte Balken zeigen die Gene. B rote Markierung
zeigt die Lokalisation der MCS-Stelle. C Senkrechter Pfeil zeigt die STOP-Sequenz. SD=

Spliche Donor; SA= Splice Akzeptor; AUG=Startcodon
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2.5 Enzyme

Enzym

Hersteller

Restriktionsendonukleasen

Protein A-Peroxidase

Protein G-Peroxidase

Pfu-DNA-Polymerase

HerculaseTM Hotstart Polymerase

CIP (engl.: calf intestine alkaline phosphatase),
Tag-DNA-Polymerase

RNaseA, 2 mg/ml in PBS

T4-DNA-Ligase

Benzonase (Nuclease)

Proteinase K
DNase |

MG132

2.6 Molekulargewichtsmarker

DNA-Molekulargewichtsmarker

MBI Fermentas (St. Leon-Rot),
New England Biolabs (Frankfurt)
Sigma (Miinchen)

Sigma (Miinchen)

Stratagene (La Jolla, USA)
Stratagene (La Jolla, USA)

New England Biolabs (Frankfurt)
GibcoBRL (Eggenstein)

Roche (Mannheim)

MBI Fermentas (St. Leon-Rot)
Sigma (Miinchen)

Roche (Mannheim)
Roche (Mannheim)

Calbiochem (Darmstadt)

»,Gene Ruler 1kb DNA Leiter (MBI Fermentas, St. Leon-Rot); Bandengrdf3en in Basenpaaren:
250; 500; 750; 1.000; 1.500; 2.000; 2.500; 3.000; 3.500; 4.000; 5.000; 6.000; 8.000; 10.000

Proteinmolekulargewichtsmarker

Vorgefarbter Proteinmarker (MBI Fermentas, St. Leon-Rot);Bandengréfen in kDa: 170; 130;

100; 70; 55; 40; 35; 25; 15; 10

SeeBlue® Vorgefarbter Proteinmarker (Invitrogen, Karlsruhe); Bandengréfen in kDa in MOPS-

Laufpuffer: 191; 97; 64; 51; 39; 28; 19; 14

SeeBlue® Vorgefarbter Proteinmarker (Invitrogen, Karlsruhe); Bandengréf3en in kDa in MES-

Laufpuffer: 188; 98; 62; 49; 38; 28; 17; 14; 6; 3
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2.7 Antikorper und Antiseren

2.7.1 Primarantikorper

Antikérper/Seren Referenz/Hersteller Verdiinnung
Katzen-Vollserum ,Katze 8014" Alke et al. 2000 1:2.000
Maus-anti-HA Antikorper Covance 1:1.000
Maus-anti-3-Aktin Antikorper Sigma (Munchen) 1:10.000
Kaninchen-anti-GST Antikdrper 1: 5.000

Maus anti-Tag Antikérper 1:7.500

Maus anti-GFP Antikdrper Sigma (Minchen) 1:500
Kaninchenserum anti-FFV-Bel 2/Bet (0-Bet)  Bodem et al. 1998 1:2.000
Kaninchenserum anti-feA3C-a, feA3H, 1:500
feA3CH-Linker-Doméane

Huhn-anti-V5 Antikorper Sigma (Munchen) 1:500

2.7.2 Sekundarantikorper

Antikérper/Seren Referenzen/Hersteller Verdiinnung
Ziege anti-Kaninchen IgG Peroxidase gekoppelt  Sigma (Miinchen) 1:5.000
Ziege anti-Maus IgG Peroxidase gekoppelt Sigma (Miinchen) 1:5.000
Ratte anti-Maus IgG Peroxidase gekoppelt Natutec 1:1.000

2.8 Kits

Kit Hersteller

QIAGEN® Plasmid Maxi Kit
QIAquick® Gel Extraction Kit
QlAquick® PCR Purification Kit
ECL™ Western Blot Kit

Topo TA Cloning ® Kit
Lipofectamine ™2000

Qiagen (Hilden)
Qiagen (Hilden)
Qiagen (Hilden)
Amersham-Buchler (Braunschweig)
Invitrogen (Karlsruhe)

Invitrogen (Karlsruhe)
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2.9 Medien

2.9.1 Medien fiir die Zellkultur

Medium Hersteller
DMEM GibcoBRL (Eggenstein) komplettiert mit
FCS und PS (siehe unten)
Fotales Kalberserum (FCS) Einsatz: 10%, GibcoBRL (Eggenstein)
Trypsin/EDTA (0.25% Trypsin) GibcoBRL (Eggenstein)
Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml Einsatz: 1%, GibcoBRL (Eggenstein)
PenicillinG, 10.000 pg/ml Streptomycin)
G418 Sulfat Sigma (Miinchen)
Einfriermedium 70% DMEM
20% FCS
10% DMSO

2.9.2 Medien fiir die Bakterienkultur

Medium Hersteller/Ansatz
Luria-Bertani GibcoBRL (Eggenstein)
(LB)-Medium
LB-Agar GibcoBRL (Eggenstein)
SOC-Medium 2% Bacto-Trypton

0,5% Hefeextrakt

10 mM NaCl

2,5 mM KCI

10 mM MgCl,

10 mM MgSO,

20 mM Glucose, pH 7,0
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Die Medien fur die Bakterienkultur wurden unter Standardbedingungen durch Autoklavieren
sterilisiert und sowohl LB-Medium als auch LB-Agar wurde nach Abkuhlen entsprechend der

Bakterienresistenz mit Ampicillin (Endkonzentration 100 ug/ml Roche, Mannheim) versetzt.
2.10 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden Ublicherweise von folgenden Firmen bezogen: Merck (Darmstadt),
Roth (Karlsruhe), AppliChem (Darmstadt), Fluka (Buchs, Schweiz), Sigma-Aldrich (Steinheim),
Pierce (Rockford; USA )und Gibco (Karlsruhe).

2.11 Fotographisches Material

Material Hersteller

Hyperfilm™ ECL™ Amersham (Freiburg)
Entwickler AGFA (Kdln)
Fixierer G 334i AGFA (Kaln)

2.12 Verbrauchsmaterialien

Bakterienkulturschalen, Greiner (Nurtingen)
Deckglaschen, Langenbrinck (Emmendingen)

ECL-Filme Hyperfilm™, Amersham (Uppsala, Schweden)
Einweghandschuhe Gentle Skin™, Meditrade (Kiefersfelden)
Einwegpipetten, Falcon (Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, USA)
Einwegpipettenspitzen, Greiner (Frickenhausen)

Einwegskalpelle, PFM (KdIn)

Elektroporationskiivetten, Eurogentec (Seraing, Belgien)
EppendorfreaktionsgefaBe, Eppendorf (Hamburg)

Falcon ReaktionsgefaBe, Greiner (Frickenhausen)
Glas-Objekttrager, R. Langenbrick (Emmerdingen)

Haushaltsfolie, Melitta (Minden)

Kryoréhrchen, Nalgene (Rochester, USA)

Nitrozellulose Membran PROTRAN, Schleicher und Schuell (Dassel)
Multi-Loch-Zellkulturplatten, Corning Inc. (Corning, USA)
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Objekttrager, Langenbrinck (Emmendingen)
PCR-ReaktionsgefaBe, Eppendorf (Hamburg)
QlAshredder®, Qiagen (Hilden)

Sterifilter (9 0,45 pm), Renner (Dannstadt)
Trocknerfolien, Promega (Madison)

Ultrakonzentratoren VIVASPIN, Satorius A (Goéttingen)
Ultrazentrifugationsrohrchen, Beckmann (Palo Alto, USA)
Whatmann-Papier 3 MM, Schleicher & Schuell (Dassel)
Zellkulturflaschen, Nunc (Roskilde, Danemark)
Zellkulturschalen, Sarstedt (Nirnbrecht)

Zentrifugationsréhrchen (PP und PS, 15 und 50 ml), Greiner (Frickenhausen)

2.13 Gerate

Agarosegel-Kamera, Biotec Fischer (Heidelberg)
Agarosegel-Elektrophoresekammern, Renner (Darmstadt)
Analysewaage Type 1419, Satorius (Gottingen)
Begasungsbrutschrank Steril-Cult 200, Labotect (Gottingen)
Easy Image Gel-Dokumentationssystem, Herolab (Wiesloch)
Eismaschine AF-3, Scotsman (Glasgow, England)
Entwicklermaschine Classic E.O.S., Agfa (Leverkusen)
Elektroporationgerat Gene Pulser Il, Bio-Rad (Miinchen)
Feinwaage Modell BP110P, Mettler (Gielden)
Filmkassetten, Siemens (Stuttgart)
Fluoreszenz-Mikroskop, Leitz (Wetzlar)

Gefrierschrank, Liebherr (Heidelberg)

Homogenisierer Emulsifex 05, Avestin (Canada)
Kiuhl-Tischzentrifuge 5417.R, Eppendorf (Hamburg)
Magnetrihrer, /ka Labortechnik (Staufen)

Mikroskop CKS, Olympus (Heidelberg)

Mikrowellenherd, AEG (Frankfurt)

MiniCycler'MJ Research, Waltham (MA, USA)

Minifuge RF, Heraeus (Osterode)

Neubauer Zahlkammer, Neolab (Heidelberg)

pH-Meter CG822, Schott (Mainz)

Pipettierhilfe (Pipetboy), /IBS Integra (Fernwald)

Pipetten, Gilson Abimed (Langenfeld)
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Reinraumwerkbank Biogard Hood Baker Company, Sanford ( Maine, USA)
Rotoren GSA und F28/50, Biotec Fischer (Heidelberg)

Rotor SW41Ti, Beckmann (Palo Alto, USA)

Schiittler Rockomat, Tecnomara (Goéttingen)
SDS-PAGE-Apparatur, Invitrogen (Hercules, USA)

Speed Vac Concentrator, Bachhofer Laborgeréte (Reutlingen)
Spektralphotometer, Hitachi (Tokio, Japan)

Stromquelle, Biotec Fischer (Heidelberg)

Thermomixer 5437, Eppendorf (Hamburg)

Tischschiittler IKA-VIBRAX-VXR, Jahnke & Kunkel (Staufen)
Tischzetrifuge mit Kiihlung 5417R, Eppendorf (Hamburg)
UV-Flachenstrahler, Konrad Benda (Wiesloch)
Uberkopfschiittler, Heidolph (Rust)

Ultraschallgerat, Branson (Danbury, USA)

Ultrazentrifuge, Beckmann (Palo Alto, USA)
UV-Vis-Spektrophotometer UV-1202, Shimadzu (Duisburg)
Vortex (Vibrationsmischer) VF2, Jahnke & Kunkel (Staufen)
Wasserbader, GFL (Burgwedel)

Wasserentsalzungsanage NANOpure, Bernstead (Dubuque, lowa, USA)
Wippschiittler, silent rocker, cti (Idstein)
Western-Blot-Apparatur, /nvitrogen (Hercules, USA)
Zentrifuge RC5C, Sorvall Du Pont (Wilmington, USA)

2.14 Primer

Die in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden von Herrn Dr. W. Weinig, Abteilung
Oligosynthese, DKFZ Heidelberg oder von der Firma Invitrogen (Hercules, USA), synthetisiert.
Die homologen Bereiche der Primerpositionen sind durch deren jeweiliges 5°-Ende auf dem (+)
oder (-)-Strang in der entsprechenden DNA-Sequenz angegeben. Die Positionen der hier
angegebenen feAPOBEC3-spezifischen Primer beziehen sich auf die in Romen. et al und Miink
et al angegebenen verodffentlichen feAPOBEC3-Sequenzen (Mink, 2008; Romen et al., 2006).
Die zu diesen Bereichen homologe Sequenz ist fett gedruckt. Heterologe Bereiche der Primer
dienten der Einfihrung von Punktmutationen oder zur Umklonierung in einen GST-Vektor und

sind unterstrichen.
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Name

Position
in der entsprechenden

Sequenz

Sequenz 5°-3°

Klonierung der GST-Fusionskonstrukte

GST-feA3CH- pfeA3CH 639 5" CGAGTCGAATTCCCTTAGTC
Linker-Region- CCGGCCAACAAAGAAAAAGAGAC 3
Sense-Primer

GST-feA3CH- pfeA3CH 781 5 GCATGAGTCGACTGTGGGTCTGG
Linker-Region- GCAAGAGGAAGG 3

Antisense-Primer

GST-feA3C-a- pfeA3C-a 935 5 CGAGTCGAATTCAATGGAGCCCTGGC
Sense-Primer GCCCCAGC 3

GST-feA3C-a pfeA3C-a 1491 5" GCATGAGTCGAC

Antisense-Primer

CCTAAGGATTTCTTGAAGCTC 3

GST-feA3H-Sense- pfeA3H 305 5 CGAGTCGAATTCAATGAAT
Primer CCACTACAGGAAGTC 3°
GST-feA3H- pfeA3H 821 5" GCATGAGTCGACTTCAAGTTT

Antisense-Primer

CAAATTTCTGAGTC 3

Klonierung pCF7-Vif

bel 2-Nhel-pr. cleav.-

pCFIV-Vif 10125

5 GCGGGCTAGCGCCGCGGTACACACCGT

vif CAAAGAGATGAGCGAGGGGACTGGCAG
3
Antisense pCF7U3 10160 5 GTGCTCTCCAAAGACCGGTTATCACAG

intermediarer Primer
U3 Agel vif

CTCGCCGCTCCACAGCAGATTCC 3’

Sense intermediarer

Primer U3 Agel vif

pCF7U3 10160

5 GGAGGGCGAGCTGTGATAACCGGTC
TTTGGAGAGCACAAGCTGATG 3’

aulerer LTR

Antisense Primer

pCF7 LTR 11180

5 CGCTCTGTTGCATGCCGGCG 3’

Sequenzierungs-Primer der pCF7-Vif-Konstrukte aus den Langzeitpassagen

Sense Primer bel1-

pCF7-Vif bel1 9366

5 CCACTTCTGTTTGGACCTTACC 3’

Region

Antisense Primer pCF7-Vif bel1 5" CAGCTTGTGCTCTCCAAAGC 3’
,Vif-Agel-Site 10288

Klonierung der feA3C-a-Mutanten

pfeA3C-a E/Q;
C/S;E/Q+C/S Sense-
Primer

pfeA3C-a 1120

5 CCATCCCTGGGGTCGATGC
CATGCGCI/GAACAAT/AGCTTCCTCTCTTG
GTTCCC 3




2 MATERIAL

41

pfeA3C-a E/Q;
C/S;E/IQ+C/S

Antisense-Primer

pfeA3C-a 1625

5 GGAGGGGCAAACAACAGATGG-3’
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3 METHODEN

3.1 Mikrobiologische Methoden

3.1.1 Lagerung und Kultur von Bakterien

Fiar die Transformation von Bakterien wurden Escherichia coli (E.coli) vom Stamm JM109
(Novagen, Bad Soden) oder One Shot® TOP10 ElectrocompTM-Zellen (Invitrogen, Karlsruhe)
verwendet. Die Anzucht der Kulturen erfolgte bei einer Temperatur von 37°C in Luria-Bertani
(LB)-Flissigmedium unter Schitteln bzw. auf LB-Agarplatten. Die Medien wurden mit dem
Selektionsantibiotikum Ampicillin  (100ug/ml) versetzt, da alle im Rahmen dieser Arbeit
verwendeten Plasmide ein Ampricilin Resistenzgen (AmpR) fir Ampicillin (Amp) tragen.
Flussigkulturen wurden mit einer geeigneten Menge an LB-Medium und dem jeweiligen
Selektionsantibiotikum in einem entsprechend groRen GefaR, z.B. in einem Erlenmeyerkolben,
angesetzt. Der Luftraum des GefalRvolumens sollte 80% betragen. Das Animpfen des
Nahrmediums erfolgte mit einem sterilen Zahnstocher, mit dem eine geeignete Kolonie von
einer Platte gepickt und dem Medium zugefligt wurde. Bei Plattenkulturen wurden die Bakterien
mit einem Drigalski-Spatel auf einer LB-Agarplatte ausgestrichen, welche das geeignete
Selektionsantibiotikum enthielt. So wurden vereinzelte Kolonien erhalten.

Die Lagerung der Bakterien in Flissig- bzw. Plattenkultur erfolgt bei 4°C bis zu zwei Wochen.
Fir eine langerfristige Lagerung wurden von der Flissigkultur Glycerolkulturen angelegt und bei
-80°C gelagert. Dazu wurde 1 ml einer Ubernachtkultur mit 0,5 ml sterilisiertem Glycerin

versehen.

3.1.2 Herstellung transformationskompetenter Bakterien

Zur erfolgreichen Plasmidaufnahme mussten transformationskompetente Bakterien hergestellt
werden. Dazu wurde eine Flussigkultur von 5 ml LB/Amp-Medium mit einer Kolonie des
gewinschten Bakterienstammes angeimpft und Gber Nacht bei 37°C unter Schiitteln inkubiert.
Diese Ubernachtkultur wurde zu 500 ml LB/Amp-Medium gegeben, worauf eine erneute
Kultivierung bei 37°C unter stdndigem Schutteln bis zu einer ODsgsnm von 0,5 erfolgte
(exponentielles Wachstum). Nach Abklhlung der Kultur in einem Eis-NaCl-Gemisch auf 4°C
wurden die Bakterien in einem GSA-Rotor fur 5 Minuten bei 8000 rpm und 0°C abzentrifugiert.
Die sedimentierten Bakterien wurden anschlieBend in 125 ml eiskaltem CaCl2 (0,1 M)

resuspendiert und fir 20 Minuten auf Eis inkubiert. Nach einer erneuten Zentrifugation
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(Bedingungen siehe oben) wurde das Bakterienpellet in einem Gemisch aus 21,5 ml CaClz (0,1
M) und 3,5 ml 86%-igem Glycerin aufgenommen. Nicht direkt bendtigte -Zellen wurden in 100pl-
Aliquots in Kryorohrchen tberfiihrt und bei -80°C gelagert.

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 DNA-Préaparation im kleinen MaRstab (,,Miniprep*)

Fir die Praparation von analytischen Plasmid-DNA-Mengen wurde eine modifizierte Form der
alkalischen Lyse (Zhou, Yang, and Jong, 1990) angewandt. Einzelne Bakterienkolonien wurden
in 4 ml LB-Ampicillin (100 pg/ml) gegeben und Uber Nacht bei 37°C auf einem Schittler
kultiviert. Von den erhaltenen Bakteriensuspensionen wurden je 1,5 ml in ein Eppendorf-
ReaktionsgefalR Uberfihrt und kurz abzentrifugiert (13.000 rpm, 10 sec). Die Ubersténde
wurden verworfen und das Bakteriensediment im verbleibenden Medium (ca. 50 pl) durch
Schutteln  auf dem Vortexer (,vortexen®) resuspendiert. Daraufhin wurde den
Bakteriensuspensionen jeweils 250 ul TENS zugesetzt und gevortext. Durch Zugabe von 150 pl
3 M NaAc pH 5,2 und Zentrifugation (13.000 rpm, 2 min) wurden anschlie3end die Proteine und
die chromosomale DNA gefallt. Der DNA-haltige Uberstand wurde abgenommen und in einem
neuen Eppendorf-Reaktionsgefald durch Zugabe von 1 ml Ethanol (-20°C) gefallt und
abzentrifugiert (13.000 rpm, 2 min). Das DNA-Pellet wurde anschlielend zweimal mit je 1 ml
70%-igem Ethanol gewaschen, unter Vakuum getrocknet und in 20 pl TE-Puffer (20 pg/mi
RNaseA) resuspendiert. Die Proben wurden 15 Minuten bei 55°C inkubiert und mithilfe eines

Restriktionsverdaus zur Identifikation positiver rekombinanter Plasmid-Klone analysiert.

3.2.2 DNA-Praparation im groRen MaRstab (,,Maxiprep“)

Um gréRere Mengen eines Plasmides aus transformierten Bakterien flir den experimentellen
Einsatz zu erhalten (ca. 500 pg), wurde 200 ml LB/Amp-Flissigmedium mit 2ml einer
Ubernachtkultur angeimpft und diese GroRkultur (iber Nacht bei 37°C auf dem Schiittler
inkubiert. Die anschliefiende Extraktion und Aufreinigung der Plasmid-DNA erfolgte mit dem
+QIAGEN Plasmid Maxi“-Kit der Firma Qiagen (Hilden) und verlief nach dem Protokoll und mit

den mitgelieferten Lésungen des Herstellers.
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3.2.3 DNA-Mengenbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren erfolgte durch Messung ihrer optischen
Dichte im Spektralphotometer bei einer Wellenlange von 260 nm. Dazu wurde eine geeignete
Verdunnung der DNA-LAsung in H20 hergestellt und 1 ml dieser Verdinnung im Photometer
vermessen. Hierbei entsprach einer OD2eonm von 1 eine Doppelstrang-DNA-Konzentration von
50 pg/ml bzw. eine Einzelstrang-DNA-Konzentration von 33 pg/ml. Proteinverunreinigungen von
Nukleinsaure-Losungen lieBen sich durch den Quotienten aus OD2sonm und OD28onm
(aromatische Aminosauren) bestimmen. Liegt dieser Wert zwischen 1,7 und 2,0, so gilt die DNA

als ausreichend proteinfrei, ein Wert unter 1,7 ist ein Indiz fiir die Kontamination durch Proteine.

3.2.4 DNA-Restriktionsverdau

Zur sequenzspezifischen Spaltung von DNA-Molekilen in definierte Fragmente wurden
Restriktionsendonukleasen verwendet, die bestimmte Basensequenzen spezifisch erkennen
und die DNA an dieser Stelle schneiden. Durch einen Restriktionsschnitt kénnen drei
verschiedene Arten von Strangenden erzeugt werden: Bei versetzten Schnitten entstehen 5°-
oder 3’-Uberhange (sticky ends), bei geraden Schnitten entstehen stumpfe Enden (blunt ends).
Restriktionsenzyme wurden zum einen bei Klonierungsarbeiten verwendet, um definierte
Plasmid-Fragmente zu erhalten (praparativer Verdau), die anschlieRend durch Ligation (siehe
3.2.10) zu neuen DNA-Molekilen verbunden wurden, zum anderen fanden sie Einsatz bei der
Analyse von Plasmid-DNA (analytischer Verdau), da beim Verdau eines Stickes DNA durch
definierte Restriktionsenzyme ein spezifisches Bandenmuster im Agarosegel entsteht.

Verdauansatze setzen sich folgendermallen zusammen:

Préparativer Verdau (100 pl Ansatz) Analytischer Verdau (10 ul Ansatz)
10-20 ug DNA 1 ul DNA

50-100 U Enzym 5-10 U Enzym

10 pl 10 x geeigneter Enzympuffer 1 yl 10 x geeigneter Enzympuffer
Ad 100 pl H,O Ad 10 ul H,0

Prinzipiell ist beim Ansetzten des Verdaus zu berlcksichtigen, dass Enzyme in 50%-igem
Glycerin gelagert werden, optimale Reaktionsbedingungen aber eine Glycerinkonzentration von
unter 5% erfordern. Daher darf der Anteil der Enzymlésung nicht mehr als 10% des
Gesamtansatzes betragen. Der Verdau erfolgte bei der fir das jeweilige Enzym optimalen

Temperatur fur 1-2 Stunden.
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3.2.5 DNA-Reinigung durch Phenol/Chlorophorm-Extraktion

Zur Entfernung von Verunreinigungen durch Proteine oder Lipide aus DNA-Praparationen
wurde dieses mit einem Ansatz eines Phenol- und Chloroform-Gemischs im Verhaltnis 1:1
versetzt. AnschlieBend wurde der Ansatz gemischt und 10 min bei 13.000 rpm in einer
Tischzentrifuge zentrifugiert. Hierbei kommt es zu einer Phasentrennung der organischen und
wassrigen Phase. Letztere enthalt die Nukleinsaure und kann vorsichtig mit einer Pipette von
der organischen Phase abgenommen wurde. Die DNA wurde dann aus der wassrigen Phase
mit Ethanol gefallt (siehe 3.2.6).

3.2.6 DNA-Reinigung durch Ethanolféllung

Die nukleinsdurehaltige Probe wurde mit dem 3-fachen Volumen 100%-igem Ethanol, das zuvor
auf -20°C gekuhlt worden ist und dem 0,1-fachen Volumen 3 M Natriumacetat (pH 4,8) versetzt
und dann fir mindestens 20 Minuten bei -20°C gefallt. Anschlielend erfolgte eine Zentrifugation
des Ansatzes bei 0°C fir 15 Minuten bei 13.000 rpm in der Tischzentrifuge. Der Uberstand
wurde vorsichtig abgenommen und die sedimentierte DNA mit 70%-igem kaltem Ethanol(-20°C)
gewaschen. Nach Lufttrocknung des Sedimentes wurde die Nukleinsdure in einem

entsprechenden Volumen TE-Puffer oder Wasser aufgenommen (meist 100-200 pl).

3.2.7 Horizontale DNA-Elektrophorese

Zur GroéRenbestimmung von DNA-Fragmenten relativ zu einer definierten Marker-DNA wurden
die DNA-Proben in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden 1%-ige Agarosegele verwendet. Die Agarose wurde im entsprechenden Volumen 1 x
Elektrophoresepuffer mit bis zur Entstehung einer homogenen L&ésung in der Mikrowelle
aufgekocht und nach Abkuhlen auf ca. 50°C mit Ethidiumbromid (Endkonzentration 0,5 ug/ml)
versetzt.

Far den Auftrag der Proben auf das Gel wurden 0,1-1 uyg DNA mit 2 pl 6 x Farbmarker versetzt
und der Ansatz mit H20 auf 12 pl aufgefillt. An das Gel wurde eine Spannung von 120 V
Gleichstrom angelegt. Das in die DNA interkalierte Ethidiumbromid konnte mittels eines UV
Transluminators bei 254 nm sichtbar gemacht und gegebenenfalls fotografiert werden. Bei
praparativen Gelen wurde der gesamte Verdauansatz mit 10 pl 6 x Farbmarker auf ein Gel mit

grolRen Taschen aufgetragen. Die Betrachtung und Praparation des Gels erfolgte zur
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Vermeidung von UV-Schaden an der zu praparierenden DNA bei einer Wellenldnge von 360

nm.

3.2.8 Elution von DNA aus Agarosegelen

Um die nach einer elektrophoretischen Auftrennung (siehe 3.2.7) erhaltenen DNA-Fragmente
z.B. fur eine Ligation weiterverwenden zu kénnen, mussten diese aus dem Agarosegel
herausprapariert werden. Dazu wurde das Gel bei langwelligem Licht von 360 nm betrachtet
und das gewunschte Fragment mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten. Die Elution der
DNA erfolgte nach dem Protokoll und dem ,QIAquick Gel Extraction“-Kit der Firma Qiagen
(Hilden). Bei dieser Methode wurde die Agarose unter dem Einfluss chaotroper Salze aufgeldst

und die DNA anschlieBend an einen Anionenaustauscher gebunden. Das Gelstlick wurde

gewogen und mit dem 3-fachem Volumen an QG-Puffer versetzt (100 mg = 100 pl).

Anschlieffend wurde der Ansatz 10 min bei 50°C unter gelegentlichem Mischen erhitzt. Die
erhaltene DNA-Lésung wurde mit einem Gel-Volumen Isopropanol versetzt, auf eine
»QIAquick®MiniColumn® gegeben und zentrifugiert (13.000 rpm, 1 min, RT). Anschlielend
wurde die Saule mit 750 yl PE-Waschpuffer beladen und erneut zentrifugiert. Nach Verwerfen
des Waschpuffers erfolgte zunachst eine weitere Zentrifugation zur Entfernung von
Pufferresten. Daraufhin werden 30 pl TE-Puffer auf die S&ule aufgetragen, und nach 1-
mindtiger Inkubation bei RT wurde die DNA durch Zentrifugation von der Saule eluiert. Zur
Uberpriifung der erfolgreichen Elution werden 5 pl der erhaltenen DNA-Ldsung auf ein

Agarosegel aufgetragen.

3.2.9 Dephosphorylierung von 5°-Enden

Um eine Religation des Vektors bei Klonierungen mit komplementaren Enden zu verhindern,
kann man das zuvor geschnittene Vektorplasmid an seinen 5°-Enden dephosphorylieren, damit
die fur die Ligation notwendige 5’-Phosphatgruppe fehlt. Dies erfolgte mithilfe der
Kéalberdarmphosphatase CIP (calf intestine alkaline phosphatase), indem 1-5 pg des Vektors
mit 1 U des Enzyms bei 37°C inkubiert wurde. Als Puffer dienten die NEB-Puffer 2, 3 und 4 der
Firma NEBiolabs (Schwalbach).
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3.2.10 Ligation

Mithilfe des Enzyms T4-DNA-Ligase konnen zwei DNA-Molekule, z.B. Vektor und Insert,
miteinander verknipft werden. Hierbei katalysiert das Enzym die Bildung einer neuen
Phosphodiesterbindung zwischen der 5’-Phosphatgruppe des einen und der 3'-OH-Gruppe des
anderen Fragmentes. Das molare Verhaltnis des eingesetzten Inserts zur Vektor-DNA betrug in
der Regel ca. 3:1. Als Kontrollansatz diente die Vektor-DNA alleine. Die Fragmente wurden mit
5 U T4-DNA-Ligase im 10 x T4-DNA-Ligase-Puffer, in einem Volumen von 20 pl Gber Nacht bei
15°C ligiert.

3.2.11 Transformation von Escherichia coli mit Plasmid-DNA

Zur Transformation von E.coli Bakterien mittels Elektroporation wurden mithilfe von
Elektroschocks Lécher in die Zelloberflichen der Bakterien ,geschossen®, durch die in der
Lésung enthaltene Makromolekiile, wie z.B. Plasmid-DNA, die Membran passieren kénnen. Zur
Transformation wurden 40 pl der auf Eis aufgetauten kompetenten Bakterien, die bei -80°C
gelagert wurden, in einer eisgeklhlten Elektroporationskuvette (2 mm Spalt) mit bis zu 2 pl der
DNA-LOsung gemischt und einem Elektroimpuls von 2,5 kV, 25 pyFd und 200 Q ausgesetzt.
Danach wurden die Bakterien mit 350 yl SOC-Medium versetzt, 1 h bei 37°C geschittelt und
auf LB-Ampicillin-Platten ausplattiert.

3.2.12 DNA-Sequenzierung

Alle Sequenzierungen wurden in der Abteilung ,Oligonukleotidsynthese und DNA-
Sequenzierung“ des DKFZ Heidelberg durchgefiihrt.

3.2.13 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion PCR (polymerase chain reaction) ist ein Verfahren zur
Amplifikation definierter DNA-Bereiche. Voraussetzung fir die Polymerase-Kettenreaktion ist
das Vorhandensein einer Matrizen-DNA, welche als Vorlage dient und an der eine DNA-
Polymerase einen komplementaren Strang synthetisieren kann. Des Weiteren wurden zwei
Primer bendtigt, die jeweils an einem Ende des zu amplifizierenden Bereiches mit dem (+)-
Strang bzw. dem (-)-Strang hybridisieren und der Polymerase als Startpunkt fir die Reaktion
dienen konnten. Die Reaktion lief nach folgendem Prinzip ab: Nach Hitze-Denaturierung der

DNA lagern sich die Primer bei Abkihlung des Reaktionsansatzes an die jeweiligen
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Einzelstrange der DNA-Matrize an. Eine hitzestabile Polymerase erstellt ausgehend vom 3’-
OH-Ende des jeweiligen hybridisierten Primers einen dem Matrizen-Strang komplementaren
Strang. Nach erfolgter Synthese werden die neu entstandenen Doppelstrange erneut
denaturiert, und die Prozedur wiederholt sich. Durch mehrfaches Wiederholen dieses Zyklusses
erreicht man so eine exponentiell verlaufende Amplifikation des gewunschten DNA-Bereiches.
In dieser Arbeit wurde das Enzym Herculase™ Hotstart DNA Polymerase der Firma Stratagene
(La Jolla, USA) verwendet. Dieses Enzym besitzt eine 3’—>5-Exonukleaseaktivitdt und somit
eine Korrekturlesefahigkeit, die die Fehlerwahrscheinlichkeit weitgehend reduziert. Dies ist bei
der Untersuchung unbekannter Sequenzen sowie bei Klonierungsvorgangen von wesentlicher
Bedeutung. Der Begriff Hotstart bedeutet, dass das Enzym in einem durch Antikérper
vermittelten inaktiven Zustand vorliegt, was ein unspezifisches Arbeiten der Polymerase und
unerwlnschte Exonukleaseaktivitdt vor Beginn der PCR verhindert. Im ersten
Denaturierungsschritt, d.h. bei Erhitzen der Probe auf 95°C, kommt es zu einer irreversiblen
Denaturierung der Antikérper, und das Enzym kann seine Funktion voll entfalten. Ein typischer
PCR-Ansatz mit einem Gesamtvolumen von 50 pl setzt sich folgendermaflen zusammen und

wird nach gegebener Reihenfolge zusammenpipettiert:

Komponente Quantitét pro Reaktion

H,O dest. X ulad 50 ul

10 x Herculase-Reaktionspuffer 5l

dNTP-Mischung (2,5 mM jedes dNTP) 4 4l

DNA-Matrize 20 ng (Plasmid-DNA, PCR-Fragmente)
Primer 1 100 ng

Primer 2 100 ng

Heculase™ Hotstart DNA Polymerase 0,5 ¢l

Nach dem Ansetzen der Proben wurden diese vorsichtig gemischt. Die Amplifikation der Proben

erfolgte nach folgendem Protokoll.
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Zyklenzahl Reaktionsschritt Temperatur Zeit

1 Denaturierung des 95°C 2 Minuten
Antikorpers

25 Denaturierung der 95°C 30 Sekunden
DNA-Doppelstrange
Hybridisierung 55° 30 Sekunden
Polymerisation 72°C 1 Minute/Kilobase

1 72°C 7 Minuten

1 Reaktionsende 4°C 0

Die Hybridisierungstemperatur hangt vom Schmelzpunkt des jeweiligen Primerpaares ab.
Haben die beiden Primer unterschiedliche Schmelzpunkte, wird Ublicherweise die niedrigere der
beiden Temperaturen fiir die Berechnung verwendet. Die Polymerisationsdauer hangt von der
Lange des PCR-Produkts ab.

3.2.14 Aufreinigung von PCR-Produkten

Sofern die Analyse des PCR-Ansatzes im Agarosegel zeigte, dass nur die gewiinschte Bande
ohne Nebenbanden amplifiziert worden ist, wurde das PCR-Produkt direkt tber eine Saule des
»,QIAquick PCR Purification Kits“ (Qiagen) aufgereinigt. Das Prinzip dieser DNA-Aufreinigung
beruht auf der Eigenschaft der DNA bei hohen Konzentrationen von chaotropen Salz an eine
Silicagelsaule (Anionenaustauscher) zu binden. Diese Bindung ist bei pH 7,5 maximiert. Freie
Nukleotide sowie Uberschissige Oligodesoxynukleotide und Enzyme werden durch Waschen
entfernt. Das PCR-Produkt wurde dazu mit der fiinffachen Menge PB Puffer gemischt, auf eine
»,QIAquick®MiniColumn® geladen und eine Minute bei 13.000 rpm in der Tischzentrifuge
zentrifugiert. Die Saule wurde dann zweimal mit je 0,75 ml PE-Waschpuffer zentrifugiert. Nach
Verwerfung des Waschpuffers erfolgte zunachst eine weitere Zentrifugation zur Entfernung von
Pufferresten. Anschlieend wurde zur Elution der DNA 30-100 pl TE-Puffer auf die Saule
gegeben und bei 13.000 rpm 1 Minute zentrifugiert.

3.2.15 Topoklonierung und blau-weiR-Selektion positiver E.coli-Kolonien

Fir die Topoklonierung wurde zu der aufgereinigten PCR 1 U Taqg-Polymerase (Fermentas)
zugegeben und der Reaktionsansatz 10 Minuten bei 72°C inkubiert. AnschlieRend wurde der
Ansatz auf Eis gestellt. 4 ul des PCR-Produkts wurden mit 1 pl der Salzlésung des Topo TA
Klonierungs-Kits (Invitrogen) versetzt, welches 1:4 mit H,O dest. verdiinnt wurde. Zu diesem
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Reaktionsansatz wurde 1 pl pCR 2.1 Topo-Vektor (Invitrogen) zugegeben und 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde der Ansatz auf Eis gestellt. 2 pyl des
Reaktionsansatzes wurden flr die elektrophoretische Transformation in E.coli-Bakterien
(entsprechend Abschnitt 3.2.11) eingesetzt. Fir die blau-weil3-Selektion topovektorpositiver
E.coli-Kolonien wurden Amp-positive Agaroseplatten jeweils mit einem Gemisch aus 75 pyl DMF
(N, N-Dimethyl-Formamide) und 20 pl X-Gal beschichtet und fur 15 Minuten getrocknet. Die
transformierten E.coli-Bakterien wurden auf diesen Agaroseplatten ausgestrichen und Uber
Nacht bei 37°C inkubiert.

3.3 Computeranalysen

Computeranalysen von DNA-Sequenzen wurden mithilfe des HUSAR (Heidelberg Unix
Sequence Analysis Resources)-Programmpakets durchgefihrt.

3.4 Arbeiten mit Proteinen

3.4.1 Gewinnung zellassoziierter Proteine und Viruspartikel aus eukaryotischen Zellen

Nach Entfernen des Mediums und zweimaligem Waschen in PBS wurden die zu lysierenden
Zellen in Lysepuffer aufgenommen und mit einem Ultraschallgerat dreimal 30 Sekunden
beschallt, um die durch die chromosomale DNA hervorgerufene Viskositat der Proben zu
reduzieren. Nachdem der Bestimmung der Proteinkonzentration, wurden die Proben im
entsprechenden Volumen 5 x Ladepuffer aufgenommen. Sofern die Proben nicht sofort mittels

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt wurden, wurden diese bei -20°C gelagert.

3.4.2 SDS-Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ist ein Standardverfahren zur Proteinauftrennung.
Die Proteine in den Proben werden durch 5-minitiges Aufkochen denaturiert. Das Detergenz
SDS denaturiert die Proteine und gleichzeitig Uberlagert die Ladung der Sulfatreste die
Eigenladung der Aminosauren. Somit besitzen denaturierte Proteine eine gleiche
Ladungsverteilung. Die Ladung der Proteine ist daher zu ihrer GroRRe direkt proportional. An der
Grenze zwischen Sammel- und Trenngel kommt es durch einen pH-Sprung zu einer

Fokussierung der Proteine, wodurch die Auftrennung der Proteine deutlich gesteigert wird.
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Bei dem hier verwendeten Gelsystem handelt es sich um ein diskontinuierliches System nach
Kornberg, welches aus einem 7%igen Sammelgel und 12,5%-igen Trenngel besteht. Die Gele

setzen sich wie folgt zusammen:

Ansatz fiir ein 12,56% -iges Gel

Trenngel:

H,O dest. 6,6 ml
Lésung A 8,4 ml
Lésung B 5ml

APS 10% Ammoniumperoxidsulfat-Lésung 200 pl
TEMED 10 pl

Ansatz fiir ein 7%iges Gel

Sammelgel:

H,O dest. 7,75 mi
Lésung A 3,5 ml
Lésung C 3,75 ml
APS 10% Ammoniumperoxidsulfat-Lésung 120 pl
TEMED 10 pl

Nach Zugabe von 5 yl TEMED (N, N, N°, N'-Tetramethylethylendiamin) als Polymerisations-
Starter wurde das Trenngel zwischen zwei, durch Abstandshalter (1 mm) getrennte,
abgedichtete Glasplatten oder in eine Einweggelkassette (Invitrogen) gegossen und zum
Glatten der Oberflache mit Isopropanol Uberschichtet. Nach der Polymerisation wurde das
Isopropanol durch Spilen mit Wasser entfernt und ein Kamm fir 12, 13 oder 15 Geltaschen
eingesetzt. Durch Zugabe von TEMED wurde dann die Polymerisation des Sammelgels
gestartet und dieses gegossen. Nach erfolgter Polymerisation des Sammelgels wurde das Gel
in eine Elektrophoresekammer gespannt, die Pufferreservoirs mit Laufpuffer gefullt und der
Kamm entfernt. AnschlieBend wurden die aufgekochten Proteinproben und ein vorgefarbter
Molekulargewichtsmarker aufgetragen und die Elektrophorese bei einer Spannung von 200 V
durchgefiihrt. Sobald die Lauffront die untere Gelkante erreicht hatte, wurde die Elektrophorese

beendet, das Sammelgel entfernt und das Gel zur Proteinimmundetektion vorbereitet.
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3.4.3 Proteinimmundetektion (Western Blot, Inmunoblot)

Proteine, die durch die SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt wurden, wurden anschliefsend
durch die Western-Blot-Methode auf eine in Transfer-Puffer geschwenkte Nitrocellulose-
Membran transferiert. Auf dieser Membran wurden dann anschlieRend die gewilnschten
Proteine mithilfe spezifischer Antikdrper detektiert (Towbin H, 1979). In dieser Arbeit wurde das
Nafblot-Tanksystem der Firma Invitrogen verwendet. Nach Beendigung des Gellaufes wurde
das Trenngel vom Sammelgel getrennt. AnschlieRend erfolgte der Zusammenbau der NaRblot-

Apparatur nach folgendem Schema:

Anode

Schwamm
Whatman-Papier
Aktivierte Nitrocellulose Membran
Gel
Whatman-Papier

Schwamm

Kathode

Vor dem immunologischen Nachweis der Proteine wurde die Membran nach Beendigung des
Transfers in 5% Milch/0,1% Tween in PBS 1 h bei RT auf einem Wippschittler inkubiert, um
durch Abséttigen der Membran unspezifische Bindungen der Antikérper zu unterbinden. Im
Anschluss wurde das spezifische Antiserum in entsprechender Verdinnung (1:500 bis 1:5.000)
in 0,1% Tween/PBS zugesetzt und die Membran 1 h bei RT darin geschwenkt. Nach
dreimaligem Waschen (je 10 Minuten) mit 0,1% Tween/PBS wurde die Membran mit dem
entsprechenden Konjugat (entweder Peroxidase-konjugierte Protein A, Verdiinnung 1:10.000,
Peroxidase-konjugierter Anti-rabbit IgG 1:5.000 oder Peroxidase-konjugierter Anti-mouse 1gG;
Verdunnung 1:5.000) in 5% Milch/0,1% Tween/PBS 1 h bei RT inkubiert. AnschlieRend wurde
diese nochmals dreimal mit 0,1% Tween/PBS (je 10 Minuten) gewaschen. Die Membran wurde
anschliel3end einmal mit PBS gespdlt. Nach dem letzten Waschschritt wurde die Membran fir 1
Minute in der ECL-L6sung geschwenkt. Dabei oxidiert die gebundene Peroxidase zyklisches
Diacylhydrazid unter alkalischen Bedingungen, was zur Chemolumineszenz fihrt. Die
Chemolumineszenz wurde autoradiographisch sichtbar gemacht und auf einem ECL-Film im
angemessenen Zeitraum exponiert. Dieser wurde anschliefsend mithilfe der Entwicklermaschine
(AFGA) bei Schutzlicht entwickelt.
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3.4.4 Proteingelfarbung

Zur Quantifizierung der Proteinmenge wurde das SDS-Gel nach dem Elektrotransfer der
Proteine auf die Nitrocellulose-Membran mit GelCode Blue Stain-Farbelésung (Pierce)
angefarbt. Hierzu wurde das Gel nach dem Transfer eine halbe Stunde in H20 dest. auf dem
Wippschuttler geschwenkt und anschlie®end drei Stunden in der Farbeldsung inkubiert. Nach
Entfernung der Farbelésung wurde das Gel drei mal zehn Minuten mit H20 dest. gewaschen

und zur Dokumentation in Trocknerfolien (Promega) eingespannt und tber Nacht getrocknet.

3.4.5 Expression eukaryonter Fusionproteine in Escherichia coli

BL21 Bakterien wurden mit GST-Expressionsplasmiden entsprechend Abschnitt 3.2.11
transformiert und auf LB-Ampicillin-Platten ausplattiert. Einzelne Bakterienkulturen wurden mit
einem sterilen Zahnstocher gepickt und damit 5ml LB-Amp-Kulturen angeimpft. Die
Bakterienkultur wurde 10 h auf dem Inkubationsschuttler bei 37°C inkubiert und anschlieRend
mit 200 ml LB-Amp-Medium in einem entsprechend grof3en Erlenmeierkolben tberfuhrt. Dieser
Ansatz wurde uber Nacht auf dem Inkubationsschittler bei 37°C inkubiert. 5 ml der
Bakterienkultur wurden als Glycerokulturen bei -70°C gelagert. AnschlieRend wurde die 200 ml
Bakterienkultur mit 1 | LB-Amp-Medium in einem entsprechend groflen Erlenmeierkolben
Uberfihrt und bei Raumtemperatur auf einem Inkubationsschittler inkubiert. Nachdem die
Bakterienkultur eine optische Dichte (OD) von 0,3 bei 600 nm erreicht hatte, wurde die
Expression der Fusionsproteine mit 0,2 mM ITPG induziert. Die Bakterienkultur wurde weitere 5
h bei Raumtemperatur auf dem Inkubationsschuttler inkubiert. Die Bakterien wurden durch 10-
minitige Zentrifugation bei 4°C in einem SLA3000-Rotor pelletiert, der Uberstand wurde
verworfen und die Pellets in 10 ml PBS aufgenommen, in 5 ml-Aliquot aufgeteilt und, sofern sie
nicht sofort weiterverwendet wurden, bei -20°C eingefroren.

3.4.6 Extraktion und Aufreinigung eukayonter Fusionsproteine

Die in Abschnitt 3.4.5 beschriebenen Bakterienkonzentrate wurden mit 1000-fachem
Proteaseinhibitor und 0,2 mM DTT versetzt und mithilfe des Homogenisierers aufgeschlossen.
Anschlieltend wurden die Proben 30 Minuten bei 14.000 rpm und 4°C mit dem SA600-Rotor
zentifugiert. Der Uberstand enthielt das Uberexprimierte Protein und wurde mit Glutathion-
Sepharose in einem 50 ml Reaktionsgefal} versetzt. Die Probe wurde 1 h bei 4°C auf dem
Uberkopfrotator inkubiert und anschlieRend 5 Minuten bei 1500 rpm und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und die GST-Fusionsprotein-gekoppelte Glutathion-Sepharose
3-mal mit PBS-TX100 Puffer gewaschen. Zum Schluss wurde die Glutathion-Sepharose mit
PBS gewaschen und fur den Proteininteraktions-Assay weiter verwendet. Zur Immunisierung
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von Kaninchen mit GST-Fusionsproteinen wurde die GST-Fusionsprotein-gekoppelte
Glutathione-Sepharose 3-mal mit 10 mM reduziertem Glutathion (GSH) in Tris-HCI-Puffer
inkubiert. Jede Fraktion wurde nach kurzzeitiger Zentrifugation abgenommen und bei -70°C
gelagert. Proben der Fraktionen wurden mithilfe eines Proteingels und anschlieRendem
Immunoblot auf Proteinkonzentration und Verunreinigungen hin analysiert. Die Injektion der
Fusionsproteine in Kaninchen zur Gewinnung polyklonaler Antikérper wurde freundlicherweise
von Dr Uwe Truyen vorgenommen.

3.4.7 Co-Immunprazipitation

Die Interaktion zweier Uberexprimierter Proteine in eukaryotischen Zellen wurde mithilfe der Co-
Immunoprazipitation bestimmt. 293T-Zellen wurden gemaly Abschnitt 3.5.3 mit der Plasmid-
DNA der zu exprimierenden Proteine transfiziert. Zwei Tage p.t. wurde das Zellmedium
abgenommen, die Zellen gewaschen und in TLB-Puffer aufgenommen. Anschlieend wurden
die Zellen eine halbe Stunde lang auf Eis Lysiert und 5 Minuten bei 13.000 rpm und 4°C
zentrifugiert. Der cytosolische Uberstand wurde abgenommen und mit Normalen-Mausserum
als Negativkontrolle und Protein-G-Sepharose fir 1 h bei 4°C auf dem Uberkopfrotator
inkubiert. Die Proben wurden anschlieRend 2 Minuten bei 5000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und mit monoklonalen HA-Antikérpern (Maus) und Protein-G-
Sepharose fiir 1 h bei 4°C auf dem Uberkopfrotator inkubiert. AnschlieRend wurden die Proben
2 Minuten bei 5.000 rpm und 4°C zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Protein-G-
Sepharose sowie die Negativkontrollen dreimal mit TLB-Puffer gewaschen. Die Proben und die
Negativkontrollen wurden mit 5-fachem Ladepuffer versetzt, auf einem Proteingel aufgetrennt
und anschlieBend im Immunoblot analysiert.

3.4.8 Proteininteraktions-Assay

Die Interaktion zwischen einem zelluldren Protein und einem aufgereinigten GST-
Fusionsprotein wurde mithilfe des Proteininteraktions-Assays bestimmt. 293T-Zellen wurden
gemal Abschnitt 3.5.3 mit der Plasmid-DNA der zu exprimierenden Proteine transfiziert. Zwei
Tage p.t. wurde das Zellmedium abgenommen, die Zellen gewaschen und in TLB-Puffer
aufgenommen. Anschlielend werden die Zellen eine halbe Stunde lang auf Eis lysiert und 5
Minuten bei 13.000rpm und 4°C zentrifugiert. Der cytosolische Uberstand wurde abgenommen
und die Proben mit Glutathion-Sepharose und den aufgereinigten GST-Fusionsproteinen oder
GST alleine als Negativkontrolle fiir 1h bei 4°C auf dem Uberkopfrotator inkubiert. AnschlieBend
wurden die Proben 2 Minuten bei 5.000 rpm und 4°C zentrifugiert, der Uberstand verworfen und
die Glutathione-Sepharose dreimal mit TLB-Puffer gewaschen und in 5-fachem Ladepuffer
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aufgenommen. Die Proben wurden auf einem Proteingel aufgetrennt und anschlieRend mittels
Immunoblot analysiert.

3.4.9 Aufreinigung polyklonaler Antiseren mithilfe einer Affinitats-
Saulenchromatographie

Glutathion-Sepharose wurde mit GST-feAPOBECA3C-a fir 30 Minuten bei 4°C auf dem
Uberkopfrotator inkubiert. Das GST-feAPOBECA3C-a-gekoppelte Saulenmaterial wurde
viermal mit 0,1% Tween-PBS gewaschen und in eine S&ule Uberfluhrt. Das polyklonale
Antiserum wurde auf die Sdule gegeben, so dass dieses an feAPOBECA3C-a binden kann.
Anschlielend wurde die Saule mit Tris-Puffer 2 und mit TrisHCI-Puffer gewaschen. Antikdrper,
deren Interaktion zu feAPOBECA3C-a sdauresensitiv ist, wurden mit glycinhaltigem
Elutionspuffer eluiert. Die Fraktionen wurden aufgefangen und mit Tris-Puffer 3 neutralisiert. Die
Saule wurde mit Tris-Puffer 1 so lange gewaschen, bis der pH 8,8 erreicht wird. Antikdrper,
deren Interaktion zu feAPOBECA3C-a basensensitiv waren, wurden mit Triethylamin-Puffer
eluiert. Die Fraktionen wurden aufgefangen und mit Tris-Puffer 1 neutralisiert. Die Sdule wurde
anschlielend so lange mit Tris-Puffer 2 gewaschen, bis der pH 7,5 erreichte. Die einzelnen
Fraktionen wurden gesammelt und mithilfe des Ultrafiltrators aufkonzentriert. Die aufgereinigten
Antikdrper wurden zum Schutz vor Kontamination mit 0,02% Natriumazid versetzt und bei 4°C
gelagert. Die Bindungskapazitat und -spezifitdt der aufgereinigten Antikérper wurde mithilfe von
feAPOBEC3C-a transfizierten Zelllysaten im Immunoblot ausgetestet.

3.5 Zellkultur und Arbeiten mit Viren

3.5.1 Kultivierung eukaryotischer -Zellen

Die hier verwendeten eukaryotischen -Zellen wurden im Begasungsbrutschrank bei 37°C und

5% CO, in beschichteten Kunststoffgefaen kultiviert. Die Zellkulturarbeiten wurden an der

Sterilbank durchgefuhrt. Alle Zellkulturmedien wurden mit 1% einer Penicillin-Streptomycin-
Stammlbésung versetzt. 293T-Zellen wurden in DMEM mit 10% FCS gehalten. CRFK- und
FeFAB-Zellen in DMEM mit 7% FCS, wobei dem FeFAB-Medium 500 pg/ml Neomycin (G 418
Sulfat) zugesetzt wurde (Flower RL, 1985; Winkler et al., 1998; Zemba et al., 2000). Die Zellen
wurden bei Konfluenz passagiert. Hierzu wurde zunéchst das Kulturmedium entfernt und die
Zellen einmal mit sterilem PBS gewaschen, um Mediumreste und tote Zellen zu entfernen.

Anschliefend wurden die Zellen mit 1 ml Trypsin/EDTA-L&sung bis zum Abldsen der Zellen von
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der Gefalloberflaiche bei 37°C inkubiert (3-15 min). Die abgelésten Zellen wurden dann im

entsprechenden Medium resuspendiert und verdinnt.

3.5.2 Lagerung und Auftauen eukaryotischer Zellen

Zur langeren Lagerung der eukaryotischen Zellen wurden diese nach der Trypsinierung in
einem 15 ml Falcon-Réhrchen abzentrifugiert (1.500 rpm, 5 min, RT) und danach in PBS
resuspendiert und erneut zentrifugiert. Anschlielend wurden die Zellen in Kulturmedium
resuspendiert, welches 7% DMSO und 20% FCS enthielt, in sterile Kryordhrchen Uberflihrt, in
Zellstoff verpackt und bei -70°C eingefroren und gelagert. Zum Auftauen wurde die
Zellsuspension auf 37°C erwarmt, zur Entfernung des DMSO-haltigen Mediums zentrifugiert
(1.500 rpm, 5 min), sofort in 37°C warmes Kulturmedium aufgenommen und in ein 25 cm?
Zellkulturgefald tberfihrt.

3.5.3 Transiente transfektion eukaryotischer Zellen mit der Kalzium-Phosphat-Methode

Die Transfektion mithilfe der Kalzium-Phosphat-Methode basiert auf der Prazipitation von
Plasmid-DNA mit Kalzium-Phosphat. Diese werden von adharenten eukaryontischen Zellen
sehr effektiv endozytotisch aufgenommen. 20 pyg Plasmid-DNA wurden ad 450 pl mit sterilem
H,O verdlnnt und mit 50 pl 2,5 M CaCl, zu einem Endvolumen von 500 pl gemischt. Diese
DNA-L6sung wurde tropfenweise zu 500 pl 2 x HBS-Puffer gegeben, gut gemischt und fur
genau 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. In dieser Inkubationszeit bildeten sich die
oben erwahnten Kalzium-Phosphat-Prézipitate, was an der langsamen Tribung des Gemisches

zu erkennen war. Nach der Inkubationszeit wurde die L6sung tropfenweise zu den Zellen einer
Platte (10 cm ) gegeben. Diese sind am Vortag ausgeséat worden und haben zum Zeitpunkt
der Transfektion eine optische Dichte von ca. 30%. Die Zellen wurden iber Nacht bei 37°C und
5% CO, im Brutschrank inkubiert. In dieser Zeit nahmen die Zellen die DNA-Kalzium-Phosphat-

Aggregate auf. Anschlielend wurden die Zellen gewaschen, indem das alte Medium
abgenommen und frisches Medium zugegeben wurde. Die Ernte der transfizierten Zellen bzw.

des Zellkulturiiberstands erfolgte ca. 48 Stunden nach der Transfektion (p.T. = post

transfection). Fur Transfektionen in 6 cm & Transfektionsplatten wurde ein Drittel der oben

beschriebenen Mengen eingesetzt. Allgemein ist bei der Transfektion zu beachten, dass der

Transfektionsansatz die Menge von einem Zehntel des Medienvolumens nicht tGberschreitet.
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3.5.4 Infektion und transduktion von CRFK -Zellen

Zur Infektion bzw. Transduktion von CRFK-Zellen wurden die geklarten ZKUs
(Zellkulturiiberstande) transfizierter 293T-Zellen verwendet (Zentrifugation fur 5 min bei 1500
rpm). Hierzu wurden CRFK-Zellen auf Zellkulturschalen so ausgesat, dass sie zum Zeitpunkt
der Transduktion eine optische Dichte von 30-50% aufwiesen. Auf diese wurde dann 1-3 ml
geklarter 293T-ZKU gegeben. 8 h nach Infektion erfolgte ein Mediumwechsel, um das Vektor-
Inoculum zu entfernen.

3.5.5 B-Galactosidase-Assay mit transduzierten bzw. infizierten FeFAB -Zellen

Um den Virus- bzw. Vektortiter in FFV-haltigen Zellkulturiiberstdnden zu bestimmen, wurden
FeFAB-Zellen verwendet. Dabei handelt es sich um genetisch veranderte CRFK-Zellen, welche
das B-Galactosidasegen unter der transkriptionellen Kontrolle des FFV-LTR-Promotors stabil im
Genom integriert tragen (Zemba et al., 2000). Werden diese Zellen von FFV-infiziert oder von
Bel 1-exprimierenden FFV-Vektoren transduziert, wird der LTR-Promotor durch den viralen Bel
1-Transaktivator aktiviert und die B-Galactosidase exprimiert. Die im Nukleus lokalisierte [3-
Galactosidase kann anschlieBend direkt durch Umsetzung von X-Gal anhand der Blaufarbung
der Zellkerne quantifiziert werden. Abb. 3.1 zeigt die schematische Darstellung des FeFAB-

Assays.
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Transduktion von FeFab-Zellen mit FFV Partikeln

!

Integration des Virusgenoms in das zellulire Genom

!

Expression des  Bel1-Proteins

Bel1 Aktivierung der
\LTR-B—GaI Kassette

FFV-LTR R-Galaktosidase

— I

\—' Expression der R-Galaktosidase

!

Blaue Zellkernfarbung

Abb. 3.1: Schematische Darstellung des zur Bestimmung der Vektortransduktions-
effizienz verwendeten B-Galactosidase-Assays.

Fir den [(-Galactosidase-Assay wurden FeFAB-Zellen in 24-Kalotten-Platten ausgesat. Bei
Adherenz der Zellen wurden entsprechende Verdinnungen (1:10 Verdiinnungsreihe) des zu
analysierenden infektidsen ZKU zugegeben und die Zellen zwei bis drei Tage mit dem
infektidsen Uberstand inkubiert. Dann wurden die Uberstande verworfen, die Zellen mit PBS/1

mM MgCl, gewaschen und anschlieBend mit 1 ml Fixierldsung pro Kalotte versetzt. Nach einer

5-mindtigen Fixierung wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und 1 h mit 300 ul
Farbelosung/Kalotte bei 37°C im Begasungsbrutschrank inkubiert. Die Farbereaktion wurde

durch Entfernen der Farbelosung und zweimaliges Waschen mit H,O gestoppt. Die Auswertung

blau gefarbter Zellen wurde unter dem Mikroskop vorgenommen, wobei der virale Titer in

FFU/mI (focus forming units/ ml) angegeben.

3.5.6 Isolierung von Viruspartikeln aus dem Zellkulturiiberstand

Diese Methode dient der Konzentrierung von Virus- und Vektorpartikeln aus ZKUs zur

nachfolgenden Analyse im Western Blot. ZKUs transfizierter 293T-Zellen wurden 2 d p.t.
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abgenommen und durch zweifache Zentrifugation (zunachst 7 min bei 1.500 rpm, anschlielend
30 min bei 3.500 rpm) vorgeklart. Danach wurden 2 ml einer 20%-igen Sucroselésung in PBS
(w/v) in ein Ultrazentrifugen-Réhrchen (SW41) vorgelegt und vorsichtig mit dem vorgeklarten
ZKU Uberschichtet. Nachdem die Réhrchen mit PBS bis zum Rand aufgefiillt und sorgfaltig
austariert wurden, wurden die Partikel 2 h bei 28.000 rpm und 4°C im SW41-Rotor sedimentiert.
Der Uberstand wurde vorsichtig von oben mit einer Pipette abgenommen und das
Sucrosekissen ziigig abgegossen, um eine Kontamination des Pellets mit nicht partikularem
Material zu vermeiden. Die Zentrifugen-Réhrchen wurden umgedreht, auf ein Papierhandtuch
gestellt und mit Whatman-Papier-Streifen getrocknet, ohne das nicht sichtbare Pellet zu
berGhren. Anschlieend wurden 50 pl 4x Ladepufferpuffer zugegeben, kurz gevortext und die
resuspendierten Partikel in 1,5 ml Reaktionsgefalle Uberfihrt. Die Lagerung der Lysate erfolgte
bei -20°C.

3.5.7 DNasel-Verdau

Um kontaminierende zellassoziierte FFV-DNA nach der Viruspartikelaufreinigung abzubauen,
wurde im Anschluss ein DNasel-Verdau (1 U/pl) durchgefiihrt. Durch das verhaltnismafig grofRe
Molekulargewicht der DNasel von 30-40 kDa ist sichergestellt, dass dieses Enzym nicht in die
intakten Partikel gelangen kann. Nachdem das virale Pellet in 90 yl PBS aufgenommen worden
ist, wurde eine entsprechende Menge 10 x Reaktionspuffer und 1 U des Enzyms zugesetzt.
Dies entspricht einer zehnfachen Uberdosierung und gewahrleistet den vollstandigen Verdau
kontaminierender DNA. Der Verdau erfolgte bei 37°C fir 1 h und wurde anschliefend durch
Inkubation mit 1ul EDTA (2,5 mM) bei 65°C fir 10 Minuten gestoppt. Zur Entfernung viraler
Proteine wurde zu dem Ansatz Proteinase K (Roche Diagnostics) auf eine
Gesamtkonzentration von 0,2 mg/ml zugesetzt und fir 45 Minuten bei 72°C inkubiert.
Anschlieflend wurde die Proteinase K fir 10 Minuten bei 98°C inaktiviert. Die auf diese Weise
freigesetzte virale DNA wurde im Anschluss direkt fir PCRs entsprechend Abschnitt 3.2.13
eingesetzt.
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4.1 Nachweis und Vergleich der felinen A3 Proteine

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Expression der im Abschnitt 1.4 beschriebenen, endogenen
felinen APOBECS3-Proteine (feA3-Proteine), von denen bislang nur zellulare mRNA bekannt
war, in Katzen-Zellen nachgewiesen werden (Munk et al., 2008). Des Weiteren sollte durch die
Induktion polyklonaler Antikdrper gegen die verschiedenen feA3-Proteine ein von artifiziellen
Uberexpressionssystemen unabhangiges Nachweissystem etabliert werden. Dazu wurden
polyklonale Antikdrper generiert, welche die endogenen feA3-Proteine:

o feAPOBECA3C-a, nachfolgend feA3C-a genannt,
o feAPOBECA3H, nachfolgend feA3H genannt
o feAPOBECA3CH, nachfolgend feA3CH genannt,

in Katzen-Zellen detektieren sollten.

4.1.1 Klonierung der GST-feA3C-a-, -feA3H- und -feA3CH-linker-Fusionskonstrukte

Die feA3-Gene pfeA3C-a und pfeA3H sowie die ausschlieBlich im feA3CH-Protein
vorkommende Linkerdomane (pfeA3CH-Linker) wurden zur Expression eines GST (Glutathion-
S-Transferase)-feA3-Fusionsproteins in einen pGEX-4T3-Vektor kloniert, so dass die folgenden
Konstrukte entstanden:

o pGEXfeA3C-a
o pGEXfeA3H
o pGEXfeA3CH-Linker
Als endglltige Fusionsproteine erhielt man somit:
e GSTfeA3C-a
e GSTfeA3H
e GSTfeA3CH-Linker

Die entsprechenden pfeA3-Gene bzw. -Genfragmente wurden hierfir mittels PCR aus ihrem
urspriinglichen pcDNA3.1*-Expressionsvektoren amplifiziert. Nach dem Schneiden des pGEX-
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4T3-Vektors und der amplifizierten feA3-Genfragmente mit den Restiktionsendonukleasen
EcoRl und Sall wurden diese so mit dem pGEX4T3-Vektor ligiert, dass innerhalb der
Expressionskonstrukte die feA3-codierenden Sequenzen C-terminal zum GST-Gen und N-
terminal zur SV40-Epitop-Sequenz positioniert sind. Abb. 4.1 zeigt die schematische
Darstellung der Klonierungsstrategie der pGEXfeA3-Plasmide.

a - feA3C-a.HA

feABCH-Linkesr-Region

feASCH-HA

feA3C-a

feA3H

feA3CH-Linker b

GST feA3Ca Tag

GSTfeA3C-Epitop

GST feA3H Tag

GST-feA3H-Epitop

GST-feAICH-linker-
Epitop

e ™
feAJCH-Linker-
Region

Abb. 4.1: Konstruktion der GST-feA3-Expressionsplasmide. A Die oberen drei Balken
zeigen die schematische Darstellung der HA-markierten feA3C-a, -H und -CH-
Expressionsklone. Von diesen wurden das feA3C-a-Gen (blau), das feA3H-Gen (griin) und die
Linker-Region des feA3CH-Gens (gelb) per PCR amplifiziert und in den pGEX4T3-Vektoren
kloniert. Die Abb. zeigt die Position der Gene innerhalb der pGEX4T3-Vektoren. Die
entsprechend exprimierten GST-Fusionsproteine sind in b schematisch dargestellt. Sie tragen
C-terminal einen SV40-Epitop (=Tag)
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4.1.2 Expression und Aufreinigung der GST-feA3-Fusionsproteine

Die GST-Fusionsplasmide wurden in Bl27-Expressionsbakterien (Stamm Rosetta)
entsprechend Abschnitt 3.4.5 Uberexprimiert, da humane tRNAs, welche in E.coli selten
auftreten in diesem Stamm stark exprimiert werden. Als Kontrolle wurden BL27-Bakterien mit
GST-Expressionsplasmiden ohne Fusionsprotein transfiziert. AnschlieRend wurden die durch
Sedimentation aufkonzentrierten Bakterien lysiert und die I8slichen Proteine entsprechend
Abschnitt 3.4.6 aufgereinigt. Abb. 4.2 zeigt die schematische Darstellung der GST-feA3-
Proteinaufreinigung.

.._(." Transformation won BIZ2 1
Bakterien mit GST-
l\ Fusionsproteinen

bakterielles Lysat

l «—  GST-markiertes
ﬁ@. Fusionsprotein
ﬁi— unspezifische Proteine
o rew
@ s+

l/ GSH-Sepharose Kiigelchen

T L >
__, waschen, Elution mit @

.7 GSH @ aufreinigen l5slichem GSH
Ungebundenes
Protein wird Aufgerelnlgtes

.7 GSH—@ entfernt GSH GSH GST-Fusionsprotein
GSH

Abb. 4.2: Schematische Darstellung der Aufreinigung der feA3-GST-Fusionsproteine.
Bi21-Bakterien wurden entsprechend Abschnitt 3.2.11 und 3.4.5 mit den GST-feA3-
Expressionsplasmiden transformiert und kultiviert. Anschlielend wurden die Bakterien lysiert
und die GST-Fusionsproteine an Glutathion-Sepharose-Kiigelchen gebunden. Unspezifische
Proteine wurden in mehreren Waschdurchlaufen entfernt und die gebundenen GST-feA3-
Proteine durch Zusatz eines Uberschusses an 10 mM Iéslichem Glutathion von den
Glutathione-Sepharose-Kigelchen eluiert (siehe Abschnitt 3.4.6). GST: Glutathion-S-
Transferase; GSH: Glutathion

Die GST-feA3-Fusionsproteine wurden dabei in mehreren Elutionsschritten mithilfe von 10 mM
I6slichem Glutathione von den Glutathione-Sepharose-Kigelchen entfernt. Die einzelnen
Fraktionen der isolierten und aufgereinigten GST-Fusionsproteine wurden auf SDS-PAGE
Gelen elektrophoretisch aufgetrennt (siehe Abschnitt 3.4.2) und die entsprechenden
Proteinbanden mittels Coomassiefarbung (in Abschnitt 3.4.4 erlautert) detektiert. Abb. 4.3 zeigt
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die eluierten Fraktionen der GST-Fusionsproteine zusammen mit dem Saulenmaterial nach der
Elution mit 10 mM Glutathione.

a GST-feA3C-a b GST-feA3H c GST-feA3CH-Linker

55— — =5
@sT.
feA3C 40 — 40
35 — 35
— T
GST acsT B— feA3CHLinker

15 —

10 —

Abb. 4.3 Nachweis der aufgereinigten GST-feA3-Fusionsproteine im Coomassie-Gel.
Aufgetragen wurden jeweils 10 ul der eluierten GST-feA3-Fraktionen bzw. 10 yl Saulenmaterial
nach Glutathion-Elution. Als Kontrolle wurden 10 pl eines mit dem GST-Kontrollplasmid
transfizierten Bakterienlysates aufgetragen. Die Pfeile kennzeichnen die detektierten Proteine.
GST wird auf einer Hohe von ca. 25 kDa detektiert, GST-feA3C-a und -H auf einer H6he von 50
kDa und GST-feA3CH-Linker auf einer Hohe von 31 kDa. Auf der linken Seite von a und b, bzw.
rechten Seite von c sind die Positionen des parallel aufgetrennten Markers angezeigt.

GST-feA3C-a-Proteine wurden nach Elution in allen drei Elutionsfraktionen nachgewiesen (Abb.
4.3 a Spuren 3 bis 5), wohingegen GST-feA3H-Proteine in den beiden ersten Fraktionen
nachgewiesen wurden (Abb. 4.3 b Spuren 2 und 3) und diese Proteinbanden zudem schwacher
waren als das Signal in der Bande des Saulenmaterials. Dies deutet darauf hin, dass bei
diesem Ansatz die Elution weniger effizient war, als fir die GST-feA3C-a-Proteine. Nach Elution
der GST-feA3CH-Linker-Doméane wurden starke Signale des eluierten Fusionsproteins in den
Elutionsfraktionen 4 bis 6 detektiert. Trotz der Tatsache, dass an der Saule noch eine grof3e
Menge an GST-feA3CH-Linker-Proteinen gebunden ist, lasst sich aus dem Ergebnis des
Coomassiegels eine sehr effiziente Elution und Reinigung dieses Fusionsproteins ableiten.

Die einzelnen Fraktionen der jeweiligen GST-feA3-Fusionsproteine wurden zusammengefuhrt,
die Mengen und Konzentrationen der gereinigten GST-feA3-Fusionsproteine sind in Tabelle 4.1
zusammengefasst.

Tabelle 4.1: Mengen und Konzentrationen der gewonnenen GST-feA3-Fusionsprteine.

GST-feA3C-a GST-feASH GST-feA3CH-Linker
Menge (ml) 3 3 6
Konzentration (ug/ul) 2,1 0,81 3,72
Molekulargewicht (kDa) 50 50 31,6
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Je zwei ml der aufgereinigten GST-feA3-Fusionsproteine wurden anschliefend zur
Immunisierung von Kaninchen und nachfolgender Gewinnung polyklonaler Antiseren
eingesetzt. Jedes Kaninchen erhielt zwei Injektionen im Abstand von acht Wochen.
Anschlielend wurde den Kaninchen Blut abgenommen und daraus das antikdrperhaltige Serum

gewonnen4.

Diese GST-Fusionsproteine wurden nach Expression und Aufreinigung fiir folgende
Immunisierungsstrategie verwendet:

e GST-feA3C-a-Domane — Detektion der feA3C-Formen: feA3C-a, feA3c-b und feA3C-c
und feA3CH

e GST-feA3H-Domane — Detektion von feA3H und feA3CH

e GST-feA3CH-Linker-Domane — Detektion ausschliellich von feA3CH

4.1.3 Nachweis von endogenem feA3C-a, feA3H und feA3CH in CrFK- und Mya-Zellen

Nach Erhalt der Antiseren wurde das GST-feA3C-a-Antiserum aufgrund seiner starken
Kreuzreaktivitdt mittels  Affinitdtssaulenchromatographie entsprechend Abschnitt 3.4.9
aufgereinigt. Dabei wurden aufgereinigte GST-feA3C-a-Proteine an eine Glutathion-Sepharose-
Saule gekoppelt und das feA3C-a-Antiserum Uber die Saule gegeben, so dass die spezifischen
feA3C-a Antikoérper an die GST-feA3C-a-Proteine binden. Das aufgereinigte Antiserum wurde
sequenziell jeweils mit sauren und basischen Puffern von der Affinitdtssaule eluiert und in
Neutralisationspuffer aufgenommen.

Die feA3H- und CH-linker-Antiseren sowie das aufgereinigte feA3C-a Antiserum wurden zum
Nachweis der endogenen feA3-Proteine in FFV-infizierten und nicht-infizierten CrFK-Zellen
bzw. den felinen T-Zellen Mya1°® eingesetzt. Als Kontrolle wurden 293T-Zellen mit 10 pg HA-
markierten pfeA3C-, pfeA3H- und pfeA3CH-Expressionsplasmiden oder dem pcDNA
Kontrollvektor (in 10 cm Zellkulturschalen) transfiziert. Gleiche Mengen CrFK-, Mya1- und
transfizierter 293T-Zellen wurden, wie im Abschnitt 3.4.1 beschrieben, lysiert und im
Immunoblot analysiert. Dabei wurde die Immunoblotmembran zuvor entsprechend Abschnitt
3.4.3 mit 5% Milch/0,1% Tween in PBS mit 2 mg/ml GST-haltigem Bakterienlysat praadsorbiert,
um unspezifische Bindungen der polyklonalen Antikérper zu verhindern. Die Immunoblots
wurden anschlieBend zum Nachweis der feA3C-a, -H und -CH-Proteine mit den
entsprechenden Antiseren inkubiert.

* freundlicherweise durchgefiihrt von Prof. Dr. Uwe Truyen

® freundlicherweise erhalten von Dr. C. Miink
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Abb. 4.4: Nachweis der feA3-Proteine in CrFK- und Mya-Zellen. Die Infektion von CrFK- und
Mya-Zellen mit FFV-Virionen erfolgte 18 h nach Aussaat. Als Kontrolle dienten nicht-infizierte
CrFK- und Mya-Zellen sowie 293T-Zellen, die mit HA-markierten pfeA3C-a-, -H- oder —CH-
Expressionsplasmiden transfiziert wurden. Nach Einstellung der Zelllysate auf gleiche
Proteinkonzentrationen wurden 10 pl der jeweiligen Lysate zur elektrophoretischen Auftrennung
eingesetzt. Die feA3-Proteine wurden im Immunoblot mit den spezifischen feA3-Antiseren in
einer 1: 500-Verdinnung detektiert. Zusatzlich erfolgte der Nachweis der die HA-markierten
feA3-Proteine in den 293T-Zellen mit einem monoklonalen Antikérper gegen das HA-Epitop.
Zur Mengenkontrolle der Zelllysate wurde zusatzlich B-Aktin mit einem monoklonalen -Aktin-
Antikérper in allen Proben nachgewiesen.

Wie in Abb. 4.4 dargestellt ist, wurden alle drei transfizierten feA3-Proteine, die jeweils C-
terminal mit einem HA-Epitop markiert sind, in 293T-Zellen sowohl mit dem monoklonalen anti
HA-Antikérper als auch mit den spezifischen polyklonalen Antiseren nachgewiesen (Spuren 5
bis 8). Das feA3CH-Protein wurde sowohl in Mya1- als auch in CrFK-Zellen exprimiert (Spuren

1 bis 4), wobei die Expression dieses Proteins in CrFK-Zellen starker ist als in Mya1-Zellen
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(Spuren 1 und 2). Des Weiteren ist eine leicht erhdhte Expression der feA3CH-Proteine in nicht-
infizierten Zellen als in FFV-infizierten Zellen zu beobachten.

Die feA3C- und feA3H-Proteine sind nur in CrFK-Zellen eindeutig detektierbar (Spuren 3 und 4).
Die Expression der feA3C-a-Proteine war in FFV-infizierten CrFK-Zellen starker im Vergleich zu
nicht-infizierten Zellen, wahrend die Expression von feA3H-Proteinen nach FFV-Infektion etwas

schwéacher war.

4.1.4 Vergleich der Aminosauresequenzen der feA3C-a-, -b- und -c-Proteine

Das Katzengenom enthalt ein feA3H-Gen und drei sehr ahnliche feA3C- (a-c)-Gene, die
wahrscheinlich durch zwei konsekutive Genduplikationen entstanden sind (Mink et al., 2008).
Neben dem bereits bekannten und beschriebenen feA3-Protein (Lochelt et al., 2005), das
spater als feA3C-a identifiziert wurde, existieren noch die Formen feA3C-b und -c (Mink et al.,
2008). In Sequenzvergleichsstudien wurden in dieser Arbeit die Unterschiede der
Nukleinsauresequenzen und damit auch der Aminosauren von feA3C-a, -b und -c mithilfe
computergestitzer, Algorithmus-basierter Analysen untersucht. Abb. 4.5 zeigt die Lokalisation
der Aminosaureunterschiede von feA3C-b und -c im Vergleich zu feA3C-a.
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Abb. 4.5: Die beiden homologen feA3C-b- und -c-Proteine unterschieden sich in sechs
bzw. sieben AS von feA3C-a. Die Lokalisationen der AS Unterschiede sind weif}
hervorgehoben. Die katalytische Region und weitere konservierte Sequenzen sind rot umrahmt.

Die beiden homologen feA3C-b und -c-Proteine sind in sechs bzw. sieben AS von feA3C-a
verschieden. Dabei ist keiner der AS-Unterschiede in der katalytischen Deamiase-Region der
feA3-Proteine lokalisiert. Besonders auffallig ist, dass sich das feA3C-b-Protein hauptsachlich
im N-terminalen Abschnitt (AS 1-73) relativ zur katalytischen Region von dem feA3C-a Protein
unterscheidet, wahrend AS-Unterschiede im feA3C-c-Protein relativ zu feA3C-a vorwiegend im
C-terminalen Abschnitt (AS 74-183) auftreten. Im Rahmen dieser Arbeit wurden unter anderem
in Aktivitats- und Proteininteraktionsstudien phanotypische, funktionelle Unterschiede der drei
feA3-Formen ermittelt und die Proteine miteinander verglichen.

4.2 Antivirale Aktivitat der feA3-Formen gegen wt FFV im
Vergleich zu FFVBBtr

In vorausgegangenen Experimenten wurde gezeigt, dass das feA3C-a-Protein ein potenter
Inhibitor von Bet-trunkiertem FFV (FFVBBItr) ist (Lochelt et al., 2005). Aufbauend auf diesen
Befund wurden im Rahmen dieser Arbeit die antiviralen Aktivitdten der bekannten feA3c-
Proteine (-a-, -b-, -c-, -H- und -CH) in Reportersystemen fir FFV und dem bet-defizienten
FFVBBtr untersucht. Die Beschreibung der CMV-basierten Plasmide pCF7 sowie pCF7BBtr zur
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Expression von FFVBBtr (Bet-defizients FFV); erfolgte in Abschnitt 2.4.1. Parallel wurde die
antivirale  Aktivitdt von caninem APOBECA3A und -H-Proteinen (entsprechende
Expressionsplasmide: pcaA3A, pcaA3H) zum Vergleich untersucht. Das Massenverhaltnis von
foamyviraler- zu feA3-Plasmid-DNA wurde in den folgenden Experimenten 3:1 eingesetzt, um
ein molares Verhaltnis von 1:1 zu erhalten. 293T-Zellen wurden in je acht Ansatzen (in 6 cm
Zellkulturschalen) mit 6 pg pCF7 bzw. pCF7BBtr und folgenden Effektorplasmiden
cotransfiziert.

(1) 2 pg pfeA3C-a
(2) 2 pg pfeA3C-b
(3) 2 ug pfeA3C-c
(4) 2 ug pfeA3H
(5) 2 pg pfeACH
(6) 2 ug pcaA3A
(7) 2 pug pcaA3H
(8) 2 ug pcDNA3.1

Zwei Tage nach Cotransfektion wurden die viralen Titer der FFV-haltigen Zellkulturiiberstande
(ZKU) mittels FeFAB-basierten Titrationsassay entsprechend Abschnitt 3.5.5 gemessen. Dabei
wurden Verdiinnungen der zu analysierenden infektiésen ZKU auf FeFAB-Reporterzellen
gegeben (1:10 Verdinnungsreihe) und die Zellen zwei bis drei Tage mit dem infektidsen
Uberstand inkubiert. AnschlieBend wurden die Uberstande verworfen, die Zellen fixiert und mit
einem Substrat der B-Galactosidase gefarbt. Die Auswertung blau gefarbter Zellen wurde unter
dem Mikroskop vorgenommen, wobei der virale Titer in FFU/ml (focus forming units/ ml)
angegeben.

Abb. 4.6 zeigt die Ergebnisse der antiviralen Aktivitdten der fe- und ca-A3-Proteine gegen wt
und bet-defizientes FFV sowie den Nachweis der transfizierten FFV- und APOBECS3-Proteine

im Immunoblot.
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Abb. 4.6: FeA3C-a zeigt starke, feA3C-b und -¢c moderate antivirale Aktivitit gegen
FFVBBtr. 293T-Zellen wurden in jeweils 8 Ansatzen mit 6 ug pCF7 bzw. pCF7BBtr transfiziert.
Zusatzlich wurden diese Ansatze mit 2 ug pfeA3-, bzw. pcaA3-Expressionsplasmiden oder dem
pcDNA3.1 Kontrollvektor cotransfiziert. 2 Tage nach der Cotransfektion wurden die ZKUs
geerntet, geklart und fir die Titration auf FeFAB-Zellen eingesetzt. Die 293T-Zellen wurden
lysiert, elektrophoretisch aufgetrennt und geblottet. Die transfizierten feA3- bzw. caA3-Proteine
wurden mit einem monoklonalen Antikdrper gegen das HA-Epitop im Immunoblot
nachgewiesen. Die mit einem Stern markierte Spur zeigt die Bande eines defekten feA3C-b-
Proteins, das in dieser Arbeit nicht weiter benutzt wurde. Unterhalb des Immunoblots sind die
detektierten fe- und caA3-Proteine markiert. Die Pfeile auf der rechten Seite zeigen das jeweils
detektierte Protein an. Auf der linken bzw. rechten Seite ist der Antikérper zur Detektion des
entsprechenden HA-markierten Proteins sowie der Proteinmarker angegeben.

Die Cotransfektion von feA3C-a reduziert nicht den Titer von wt FFV (Abb. 4.6 a). Hingegen
induziert in dieser Untersuchung die feA3C-a-Expression eine etwa 700-fache Titerreduktion
des bet-trunkierten FFV, was den publizierten Ergebnissen entspricht (LAchelt et al., 2005).
Auch feA3C-b und feA3C-c inhibieren wt FFV nicht, reduzieren aber andererseits den Titer von
FFVBBtr um das 70- bzw. 200-fache. Die feA3H- und feA3CH-Proteine zeigen eine
vergleichbar niedrige antivirale Aktivitit gegen FFVBBtr (10-fache Suppression) und keine

messbare Aktivitat gegen wt FFV. Keine inhibitorische Aktivitdt sowohl gegen wt FFV als auch



4 ERGEBNISSE 70

gegen FFVBBtr wurde mit caA3A und -A3H gemessen. Der zugehdrige Immunoblot deutet an,
dass die fe- und caA3-Proteine nicht durch die Bet-Expression im foamyviralen Kontext
destabilisiert werden (Abb. 4.6b).

Zusammenfassend ist eine antivirale Aktivitat der drei feA3C-Proteine mit deutlich
verschiedener Effizienz gegen bet-trunkiertes FFV zu beobachten, wobei feA3C-a die starkste
antivirale Aktivitat aufweist. FeA3H und -CH zeigen schwache aber detektierbare antivirale
Aktivitdten gegen FFVBBtr, dagegen zeigen caA3A und -H keine antivirale Aktivitat gegen Bet-
trunkiertes FFV. Bet inhibiert die antivirale Aktivitat der feA3C-Proteine und stellt so den Titer
von wt FFV wieder her. Trunkiertes Bet interferiert hingegen nicht mit der antiviralen Aktivitat
der feA3-Proteine und stabilisiert daher auch nicht den viralen Titer von bet-trunkiertem-FFV. Im
Gegensatz zu FIV-Vif scheint FFV-Bet nicht mit der stationaren Menge der feA3C-Proteine zu
interferieren (Mlnk et al., 2008).

4.2.1 Vergleich der Titer Bet-deletierter und Bet-trunkierter FFV-Titer nach
Cotransfektion mit feA3C-a

Aufbauend auf diesen Erkenntnissen wurde als nachstes die antivirale Aktivitat des feA3C-a-
Proteins gegen Bet-trunkiertes im Vergleich zu Bet-freiem FFV untersucht, um phanotypische
Unterschiede eines Bet-trunkierten zu einem Bet-freiem FFV ausschlieRen zu kénnen. Daher
wurden 293T-Zellen in acht Ansatzen (6 cm Zellkulturschalen) nach folgendem Schema
cotransfiziert:

(1) 4 uyg pCF7UbiLacZ

(2) 4 uyg pCF7UbiLacZ +1 ug pFFVBet

(3) 4 ug pCF7UbiLacZ +1 ug pfeA3C-a

(4) 4 ug pCF7UbiLacZ +1 ug pFFVBet +1 ug pfeA3C-a
(5) 4 yg pCF7BBtr

(6) 4 ug pCF7BBtr + 1 ug pfeA3C-a

(7) 4 ug pCF7

(8) 4 ug pCF7 + 1 ug pfeA3C-a

Die pCF7UbiLacZ-Vektoren wurden mit einem pFFV-env-Plasmid fur die Gewahrleistung der
Infektiositat transkomplementiert. Zusatzlich wurde ein Ansatz mit einem Bet-exprimierenden
pFFVBet-Expressionsplasmid cotransfiziert um eine mogliche Wiederherstellung des viralen
Titers von FFVUbiLacZ in Anwesenheit von feA3C-a zu untersuchen. Ungleiche Mengen
transfizierter Plasmide wurden mit entsprechenden Mengen pCDNAS3.1-Kontrollvektor
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komplementiert, um gleiche Mengen transfizierter DNA zu gewahrleisten. 2 Tage nach
Cotransfektion wurden die Uberstande der transfizierten Zellen auf FeFAB-Zellen austitriert. Die
Infektiositat der FFV-Vektoren wurde mit Hilfe FeFAB-basierten Titrationsassay ermittelt. Abb.
4.7 stellt die viralen Titer der beschriebenen Vektoren graphisch dar.
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Abb. 4.7: Transkomplementierung mit Bet stellt den Titer von Bet-freiem FFV wieder her.
293T-Zellen wurden in vier Ansatzen mit 4 ug pCF7UbiLacZ, pFFVenv, und in je zwei weiteren
Ansatzen mit jeweils 4 ug pCF7BBtr und 4 ug pCF7 transfiziert. Zusatzlich wurden zu den
Ansatzen 1 ug pfeA3C-a-Expressionsplasmid bzw. 1 uyg pcDNA3.1 Kontrollvektor cotransfiziert.
Als Kontrolle wurde ein Ansatz des pCF7UbiLacZ-Vektors mit 1 pug pFFVBet
transkomplementiert. 2 Tage nach der Cotransfektion wurden die ZKUs geerntet, geklart und fiir
die Titration auf FeFAB-Zellen eingesetzt. Die 293T-Zellen wurden lysiert und die transfizierten
feA3C-a-Proteine mit einem monoklonalen Antikérper gegen das HA-Epitop in Immunoblots
nachgewiesen. Uber den Immunoblots sind die exprimierten Proteine aufgelistet. Auf der

rechten Seite sind die Antikérper zur Detektion der entsprechenden zellassoziierten Antigene
angegeben.

Die Anwesenheit von feA3C-a reduzierte den Titer von FFVUbiLacZ um das ca. 10.000-fache,
von ca. 10° FFU/ml auf ca. 10 FFU/ml (Abb. 4.7). Der Titer konnte jedoch durch
Transkomplementation mit FFVBet auf einen Wert von ca 10* FFU/ml wiederhergestellt werden.
FeA3C-a reduzierte auch den Titer von FFVBBtr um das 1.000-fache von ca. 10° FFU/ml auf
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{iber 10° FFU/ml, nicht jedoch von wt FFV. Dies bestitigt das Ergebnis der Cotransfektion von
wt bzw. Bet-defizienter FFV-Genome mit feA3C-a in Abschnitt 4.2.

Zusammenfassend zeigt dieses Ergebnis, dass feA3C-a sowohl gegen Bet-trunkiertes, als auch
gegen Bet defizientes FFV-Genom antiviral Aktiv ist. Des Weiteren kann Bet-defizientes FFV
durch Transkomplementation mit Bet zumindest teilweise in seiner Infektidsitat wieder
hergestellt werden. Die Transkomplementiertung Bet-trunkierter FFVBBtr Genome mit Bet wird
in Abschnitt 4.3.3 beschrieben.

4.3 FeA3C-a, -H und -CH sind in Anwesenheit von FFV-Bet
stabil dagegen nicht in Anwesenheit von FIV-Vif

Die Ergebnisse des FeFab-basierten Titrationsassays zeigten, dass FFV-Bet analog zu FIV-Vif
die Aktivitat der feA3C-, -H- und -CH-Proteine supprimiert (Mlnk et al., 2008). Daher wurde in
der nachfolgenden Studie zunachst die Stabilitat der feA3-Proteine in Anwesenheit von FIV-Vif
untersucht. AnschlieBend wurde die Stabilitdt des feA3C-a-Proteins vergleichend in
Anwesenheit von FIV-Vif und FFV-Bet im foamyviralen Kontext untersucht. AbschlieRend wurde
untersucht, ob die Anwesenheit von FIV-Vif den Titer von FFVBBtr in Anwesenheit von feA3C-a
wiederherstellt.

4.3.1 Nachweis der proteasomalen Degradation von feA3C-a, feA3H, feA3CH in
Anwesenheit von FIV-Vif

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob FIV-Vif die reduzierte stationdre Menge der
feA3C-a-, -H- und -CH-Proteine induziert. Dieser Mechanismus ware analog den HIV-Vif-
induzierten Degradation der humanen APOBEC3-Proteine (Kao, 2003; Mariani, 2003; Sheehy,
Gaddis, and Malim, 2003; Stopak et al., 2003). Der durch FIV-Vif ausgeltste Mechanismus der
proteasomalen Degradation wurde mithilfe des Proteasominhibitors MG132 Uberprift (Lee and
Goldberg, 1998). MG132 ist ein Peptid-Aldehyd, das an das 20S und 26S Proteasom bindet
und so die proteasomale Degradation zellularer oder viraler Proteine inhibiert. Daher ist zu
erwarten, dass die feA3-Proteine in Anwesenheit von FIV-Vif und MG132 nicht degradiert
werden.

293T-Zellen wurden in 6 cm Zellkulturschalen ausplattiert und im doppelten Ansatz mit 3 ug
pfeA3C-a-, -H- und -CH-Expressionsplasmiden sowie mit jeweils 3 ug pFFV-Bet-, pFIV-Vif-
Expressionsplasmiden oder einem Kontrollvektor cotransfiziert. Zusatzlich wurden alle Proben
mit pGFP als Expressionskontrolle transfiziert. Es wurde ein kodonoptimiertes pFIV-Vif-
Expressionsplasmid genutzt, um die Vif-Expression in der Zelle zu erhdhen, die ansonsten
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minimal ist®. Um die mogliche proteasomale Degradation der feA3-Porteine durch FIV-Vif zu
untersuchen, wurden eine Halfte der transfizierten Zellkulturen 6 h nach der Transfektion mit 10
MM des Proteasominhibitors MG132 versetzt und 24 h inkubiert. Die Expression der
transfizierten Proteine wurde im Immunoblot nachgewiesen (Abb. 4.8).
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Abb. 4.8 FIV-Vif fuhrt zur proteasomalen Degradation von feA3C-a, -H und -CH nicht
jedoch FFV-Bet. 293T-Zellen wurden in zwei Ansatzen mit jeweils 3 pg pfeA3C-a, -H, -CH-
Expressionsplasmiden und 3 ug pFFV-Bet, pFiv-Expressionsplasmiden oder pcDNA3.1
Kontrollvektor cotransfiziert. 6 h nach der Transfektion und Mediumwechsel wurde jeweils ein
Ansatz der Zellen mit 10 yM des Proteasominhibitors MG132 versetzt und fiir weitere 24 h
inkubiert. Die Zelllysate wurden auf gleiche Proteinkonzentrationen eingestellt und 10 pl der
jeweiligen Lysate wurden elektrophoretische aufgetrennt. Die HA-markierten feA3C-a-Proteine
wurden mit einem monoklonalen Antikdrper gegen das HA-Epitop nachgewiesen. Das V5-
markierte FIV-Vif wurde mit einem monoklonalen Antikérper gegen das V5- Epitop und FFV-Bet
mit einem polyklonalen Antiserum gegen Bet detektiert. Zur Mengenkontrolle der Zelllysate
wurde zusatzlich B-Aktin mit einem monoklonalen B-Aktin-Antikdrper in allen Proben
nachgewiesen. Uber den Immunoblots ist jeweils angegeben, ob pFFV-Bet, pFIV-Vif oder das
Kontrollplasmid cotransfiziert wurden. Auf der rechten Seite sind die eingesetzten Antikérper zur
Detektion der entsprechenden Proteine angegeben.

Alle drei feA3-Proteine wurden sowohl separat als auch in Anwesenheit von FFV-Bet detektiert
(Abb. 4.6 a, Spur 1 bis 6), wahrend keines der drei feA3-Proteine in Anwesenheit von FIV-Vif
nachweisbar war (Spur 7 bis 9). Nach Inkubation der Ansadtze mit 10 pM des
Proteasominhibitors MG132 (b) wurde feA3C-a und feA3CH auch in Anwesenheit von FIV-Vif
detektiert (Abb. 4.8 b, Spur 16 und 18). Nach Uberexposition des Immunoblots waren auch

geringe Mengen von feA3H nachweisbar.

6 personliche Kommunikation mit Dr. C. Mink
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Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass durch die Inhibition des Proteasomenkomplexes die
feA3-Proteine nicht mehr durch FIV-Vif, analog der HIV-Vif-vermittelten Degradation humaner
A3G- und F-Proteine, zur proteasomalen Degradation geleitet werden. Dagegen ftrifft dieser
Inhibitionsmechanismus der zelluldren feA3-Proteine auf das FFV-Bet zu. Aus diesem Grund
wurde in weiteren Experimenten untersucht, mittels welchem Mechanismus das foamyvirale Bet
die antivirale Aktivitat der feA3-Molekdle inhibiert (siehe Abschnitt 4.4).

4.3.2 Untersuchung der Inhibition von feA3C-a im foamyviralen Kontext

Zur Bestatigung der vorherigen Ergebnisse und um die Bedeutung des Proteasoms im viralen
Kontext zu bestimmen, wurde die Stabilitat des feA3C-a-Proteins in Anwesenheit des FIV-Vif-
Proteins im Vergleich zur FFV-Bet Anwesenheit im foamyviralen Kontext untersucht. Hierzu
wurden 293T-Zellen in 6 cm Zellkulturschalen ausgesat und in drei Ansatzen mit 3 ug pCF7BBtr
und 1 ug pfeA3C-a cotransfiziert. Zudem wurden diese Zellen jeweils mit:

(1) 1 ug pFFV-Bet-Expressionsplasmid
(2) 1 ug pFIV-Vif-Expressionsplasmid
(3) 1 ug pcDNAS3.1 Kontrollvektor

transfiziert. 2 Tage nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert und gleiche Aliquots
elektrophoretisch aufgetrennt. Die Expression der transfizierten Proteine wurde im Immunoblot
analysiert.
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Abb. 4.9: FIV-Vif aber nicht FFV-Bet fiihrt zu einer Degradation von feA3C-a. a Die
Cotransfektion der 293T-Zellen erfolgte in drei Ansatzen mit 3 ug pCF7BBitr, 1 ug pfeA3C-a.
Zusatzlich wurden diese drei Ansatze jeweils mit 1 ug pFFV-Bet, 1 ug pFIV-Vif
Expressionsplasmiden bzw. 1 ug pcDNA3.1 Kontrollvektor transfiziert. Nach Einstellung der
Proteinkonzentrationen wurden 10 pl der jeweiligen Lysate zur elektrophoretischen Auftrennung
eingesetzt. V5-getaggtes FIV-Vif wurde mit einem monoklonalen Antikérper gegen das V5-
Epitop und FFV-Bet mit einem polyklonalen Antiserum gegen Bet detektiert. FFV-spezifische
Gag-Proteine wurden mit dem FFV-Katzenserum 8014 detektiert. Zur Mengenkontrolle der
Zelllysate wurde zusatzlich B-Aktin mit einem monoklonalen B-Aktin-Antikdrper in allen Proben
nachgewiesen. Uber den Immunoblots ist jeweils angegeben, ob FFV-Bet oder FIV-Vif
cotransfiziert wurde. Die Pfeile auf der linken Seite zeigen das jeweils detektierte Protein an.
Auf der rechten Seite sind die eingesetzten Antikorper zur Detektion der entsprechenden
Proteine angegeben. b Graphische Darstellung der viralen Titer. Zwei Tage nach Cotransfektion
wurden die ZKUs geerntet, geklart und die Titer auf FeFAB-Zellen bestimmt.

Abb. 4.9 =zeigt, dass feA3C-a sowohl in Anwesenheit von FFVBBtr auch nach
Transkomplementierung mit FFV-Bet detektiert wurden (Spur 1 und 3). Dies deutet darauf hin,
dass weder FFV-Bet selbst, noch FIV-Vif in Anwesenheit von MG132 die stationare Menge an
feA3C-a beeinflusst. Dagegen wird deutlich, dass die Anwesenheit von FIV-Vif die
proteasomale Degradation von feA3C-a einleitet (Spur 2). Weder FIV-Vif noch FFV-Bet éandern
die Expression der anderen viralen Proteine, wie z.B. Gag. Die Cotransfektion von FFVBBtr und
feA3C-a zeigte einen reduzierten Titer von unter 100 FFU/mI, was das Ergebnis von Abschnitt
4.2 bestatigt. Dagegen konnte der virale Titer nach zusatzlicher Transfektion von FIV-Vif um
das 1000-fache und nach Transkomplementation mit der gleichen Menge FFV-Bet um das 50-
fache erhoht werden.
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4.3.3 Transkomplementation Bet-defizienter FFV durch FIV-Vif

Die Ergebnisse des Abschnitts 4.3.1 zeigen, dass FIV-Vif, nicht aber FFV-Bet, die Degradation
des feA3C-a induziert. Daher war es nun von groRem Interesse zu untersuchen, ob FIV-Vif Bet-
defiziente FFV-Genome transkomplementieren und somit den Titerverlust durch feA3C-a
verhindern kann. Die Transfektion der 293T-Zellen erfolgte in vier Ansatzen (6 cm
Zellkulturschalen) mit 5 ug pCF7BBtr. Davon wurden drei Ansatze mit 1 ug pfeA3C-a-
Expressionsplasmid und zudem jeweils mit:

(1) 1 pg pFFV-Bet-Expressionsplasmid
(2) 1 pg pFIV-Vif-Expressionsplasmid

(3) 1 ug pcDNA3.1 Kontrollvektor

cotransfiziert. Der vierten Probe wurde keine weitere DNA zugesetzt. Gleichzeitig wurden als
Kontrolle 293T-Zellen in drei Ansatzen mit 5 ug pCF7 transfiziert. Zwei der Ansatze wurden
zudem mit:

(1) 1 pg pFIV-Vifund 1ug pfeA3C-a
(2) 1 pug pcDNA3.1 und 1ug pfeA3C-a

cotransfiziert. Zu allen sieben Ansatzen wurde 1 pg pGFP als Transfektionskontrolle transfiziert.
2 Tage nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert, gleiche Aliquots elektrophoretisch
aufgetrennt und mittels Immunoblot analysiert. Die Uberstande wurden abgenommen und die
Infektiositat der FFVBBIr Titer mittels eines FeFab-basierten Titrationsassays gemessen.
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Abb. 4.10: FFV-Bet und FIV-Vif stellen den Titer von FFVBBtr in Anwesenheit von feA3C-a
wieder her. 293T-Zellen wurden in sieben Ansatzen mit 5 ug pCF7 bzw. pCF7BBtr transfiziert.
Zudem wurden die einzelnen Anséatze mit 1 pg pfeA3C-a und entsprechend 1 ug pFFV-Bet oder
pFIV-Vif Expressionsproteinen cotransfiziert. Zur Expressionskontrolle wurde zusatzlich in allen
Ansatzen 1 pg pGFP mit transfiziert. Die Virustiter wurden 2 Tage nach Infektion mittels des
FeFab Titrationsassays ermittelt. Transfizierte 293T-Zellen wurden lysiert und die HA-
markierten feA3-Proteine mit einem monoklonalen Antikdrper gegen das HA-Epitop im
Immunoblot nachgewiesen. Uber den Immunoblots sind die jeweils exprimierten Proteine
dargestellt. Rechts der Immunoblots sind die entsprechenden Antikdrper zum Nachweis der
einzelnen Proteine angegeben.

Die Ergebnisse der Titeranalysen sind in Abb. 4.10 dargestellt. Der Vergleich der Titer von
FFVBBtr und feA3C-a cotransfiziertes FFVBBtr zeigt, dass dieser in Anwesenheit von feA3C-a
um mehr als das 1000-fache supprimiert wurde. Dies korreliert mit dem Ergebnis von Abschnitt
4.2. Sowohl in Anwesenheit von cotransfiziertem FFV-Bet, als auch von FIV-Vif wird der Titer
von FFVBBtr nur noch ca. zehnfach supprimiert. FFV-Bet, wie auch FIV-Vif inhibieren beide die
antivirale Aktivitat von feA3C-a, wobei zu beobachten ist, dass feA3C-a durch FIV-Vif degradiert
wird und dieses somit nicht in Spur 4 und nur stark reduziert in Spur 7 im Immunoblot
detektierbar ist. Keine signifikante Titerveranderung ist beim Vergleich von wt FFV und wt FFV
im Verbund mit feA3C-a, FFV-Bet oder FIV-Vif zu beobachten. Auch dieses Ergebnis korreliert
mit dem Ergebnis von Abschnitt 4.2. Eine nur geringe Titerveranderung ist bei wt FFV
cotransfiziert mit feA3C-a und FIV-Vif im Vergleich zu wt FFV allein zu beobachten.
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Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass FIV-Vif, wie auch FFV-Bet den Titer von bet-
defizientem FFV in Anwesenheit von feA3C-a zu 90 % des Originaltiters wiederherstellen.

4.4 Interaktionsstudien von wt FFV-Bet und mutiertem FFV-Bet
mit den feA3-Proteinen

Obschon nur feA3C-Isoformen den Titer Bet-defizienter Viren supprimieren, wurden mithilfe von
Co-Immunoprazipitationsstudien die Interaktionen von FFV-Bet mit allen bekannten feA3-
Proteinen (feA3C-a, -b, -c, -H, -CH) auf molekularer Ebene untersucht. Diese Co-
immunoprazipitationsstudien wurden flr das zu der Zeit einzig bekannte feA3C-a bereits
durchgefiihrt (Léchelt et al., 2005). Diese Ergebnisse zeigten, dass feA3C-a mit wt Bet, nicht
aber mit BetMCS, einer funktionsdefizienten Mutante (in Abschnitt 2.4.1 erlautert), im
foamyviralen Kontext interagiert. Aufbauend auf diesen Resultaten wurde im Rahmen dieser
Arbeit die Interaktion aller weiteren feA3-Proteine mit wt und mutiertem Bet untersucht.

441 Co-Immunoprazipitationsstudien von wt FFV-Bet und mutiertem FFV-BetMCS mit
feA3C-a, -H und -CH

Fir die Untersuchung der Interaktion von feA3C-a, -H und -CH mit FFVBet und FFVBetMCS
wurden je vier Ansatze von 293T-Zellen (in 10 cm Zellkulturschalen) mit jeweils 15 ug pCF7
bzw. pCF7BetMCS transfiziert. Ein Massenverhdltnis von foamyviraler- zu feA3-Plasmid-DNA
wurde in den folgenden Experimenten auf 3:1 eingesetzt, um ein molares Verhaltnis von 1:1 zu
erhalten. Zu diesen Ansatzen wurden jeweils folgende Expressionsvektoren cotransfiziert:

(1) 5 pg pfeA3C-a
(2) 5 ug pfeASH
(3) 5 ug pfeA3CH

(4) 5 pg pcDNA3.1 Kontrollvektor

Alle pfeA3-Expressionsplasmide enthalten ein HA-Epitop C-terminal zum feA3-Gen. Wie in
Abschnitt 2.4.1 dargelegt wurde, enthdlt das Bet einen kurzen Sequenzaustausch (AS: 117-
119) in pCF7BetMCS (Alke et al., 2000). Diese Mutation in der Bet deletiert ein putatives
Leucin-Zipper-Motiv, das moglicherweise eine bedeutsame Rolle bei der Inhibition der
antiviralen Aktivitat der feA3C-Proteinfamilie ausubt (Lochelt et al., 2005).

Der Versuchsablauf der Co-Immunoprazipitation sowie der Kontrollprazipitation ist in Abb. 4.11
graphisch dargestellt und wird in Abschnitt 3.4.7 detailliert erldutert.
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Abb. 4.11 Schematische Darstellung des Versuchsablaufs zur Inmunoprazipitation.
Detaillierte Erlauterungen sind im Text von Abschnitt 4.4 und in Abschnitt 3.4.7 zu finden.

2 Tage nach Cotransfektion wurden 293T-Zellen mit nicht-ionischen Detergenzpuffer lysiert und
zunachst mit Protein-G-Sepharose-Kigelchen und Normalen Maus Serum (NMS) anstelle des
monoklonalen HA-Antikérpers zur Spezifitatskontrolle inkubiert. Des Weiteren dient diese
Inkubation der Praadsorption unspezifisch bindender Proteinen. AnschlieBend wurde nach
Sedimentation der Sepharose-Kiigelchen der Uberstand abgenommen und mit Protein-G-
Sepharose-Kigelchen und monoklonalen HA-Antikérpern inkubiert. Dabei wurden die HA-
markierten feA3-Proteine an HA-spezifische Protein-G-Sepharose-Kiigelchen zusammen mit
dem interagierenden Bet gebunden. Diese Komplexe wurden dann durch Zentrifugation
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sedimentiert und gewaschen. Die Proben sowie die Negativkontrollen wurden elektrophoretisch
aufgetrennt und FFV-Bet sowie HA-markiertes feA3 im Immunoblot detektiert.

a b
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Abb. 4.12: Wt Bet bindet alle drei bekannten feA3-Hauptformen. 293T-Zellen wurden in je
vier Ansatzen mit 15 ug pCF7 oder pCF7BetMCS transfiziert. Zusatzlich wurden diese Ansatze
mit 5 pg pfeA3C-a, -H, -CH-Expressionsplasmiden oder dem pcDNA3.1 Kontrollvektor
cotransfiziert. 2 Tage nach Cotransfektion wurden die Zellen geerntet und die feA3-Proteine mit
den FFV-Bet Proteinen entsprechend Punkt 3.4.7 co-immunoprazipitiert. Als Positivkontrolle
wurden die Proteine in den Ganzzelllysaten mithilfe eines Immunoblots nachgewiesen. Dabei
wurde Bet mit einem polyklonalen Antiserum gegen Bet detektiert. Zur Mengenkontrolle der
Zelllysate wurde [B-Aktin mit einem monoklonalen [(-Aktin-Antikdrper in allen Proben
nachgewiesen. HA-immunoprazipitierte feA3-Proteine wurde mit einem monoklonalen
Antikorper gegen das HA-Epitop nachgewiesen. Die im anti-HA-Immunoblot nachgewiesenen
feA3C-a und -H sind zum Teil durch eine leichte Kette des HA-Antikdrpers (berlagert. Uber der
Abb. sind die Spuren von FFV und FFVBetMCS angezeigt. Links neben dem Immunoblot sind
die Antikérper zur Detektion der entsprechenden Proteine angegeben b Spezifitdtskontrolle der
Co-Immunoprazipitation mit dem Kontrollserum NMS anstelle des monoklonalen HA-
Antikdrpers nach Inkubation mit einem polyklonalen Antiserum gegen Bet.

Wie die Ergebnisse in Abb. 4.12 a Spuren 1 und 2 zeigen, interagiert feA3C-a mit FFV-Bet, was
die publizierten Ergebnisse bestatigt (Lochelt et al., 2005). Zusatzlich ist zu sehen, dass FFV-
Bet auch mit feA3H und feA3CH-Proteinen co-prazipitiert wird (Spuren 3 und 4), wobei die
Bindung zu feA3CH am stéarksten ist. Gleichzeitig wurde keine Co-lmmunoprazipitation von
mutierten FFV-Bet-Proteinen mit den drei feA3-Proteinen nachgewiesen (Spuren 5 bis 8), was
die Spezifitat der Reaktion bestatigt und mit der fehlenden biologischen Funktion von Bet-MCS

korreliert. Die Positivkontrolle zeigt, dass nach Co-Immunoprazipitation die feA3-Proteine in
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allen Proben in adaquaten Mengen vorhanden sind. Die unspezifischen Banden in allen Proben
sind auf die leichte Immunglobulinkette der eingesetzten HA-Antikérper zuriickzufiihren. Abb.
4.12 b zeigt, dass nach Co-Immunoprazipitation der gleichen Proben mit Normalen Maus
Serum (NMS) anstelle von monoklonalen HA-Antikérpern kein FFV-Bet prazipitiert wurde und
so im Immunoblot detektierbar war, was zudem die Spezifitdt der Reaktion bestatigt.

Die experimentellen Daten zeigen, dass wt FFV-Bet mit allen drei feA3-Proteinen interagiert,
wahrend die Zerstérung des putativen Leuzin-Zipper-Motivs in der bel 2-Region die Interaktion
von FFV-Bet mit den feA3-Formen inhibiert.

4.4.2 Co-Immunoprazipitation von feA3C-a-, -H- und -CH-Proteinen mit FFV-Bet im
proviralen Kontext

Aufbauend auf den Ergebnissen von Abschnitt 4.4 wurde im Folgenden untersucht, ob die
Interaktion von FFV-Bet und den feA3-Proteinen von weiteren foamyviralen Faktoren abhangig
ist. Dazu wurden 293T-Zellen in jeweils vier Ansatzen (in 10 cm Zellkulturschalen) mit je 15 ug
pCF7 oder mit 5 ug pFFV-Bet transfiziert. Zu diesen Ansatzen wurden wieder die drei feA3-
Expressionsplasmide (-C-a, -H und -CH) und das Kontrollplasmid cotransfiziert. Die Zellen
wurden 2 Tage nach Cotransfektion lysiert und die Proteine entsprechend Abschnitt 3.4.7 co-

immunoprazipitiert.
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Abb. 4.13: Interaktion von FFV-Bet mit feA3-Proteinen ist unabhidngig von weiteren
viralen Faktoren. 293T-Zellen wurden in je vier Ansatzen mit entweder mit 5 ug pFFV-Bet oder
15 ug pCF7 transfiziert. Zusatzlich wurden diese Ansatze mit 5 ug pfeA3C-a, -H, -CH-
Expressionsplasmiden oder dem pcDNA3.1 Kontrollvektor cotransfiziert. 2 Tage nach
Cotransfektion wurden die Zellen geerntet und die feA3-Proteine mit den FFV-Bet-Proteinen
entsprechend Abschnitt 3.4.7 co-immunoprazipitiert. Als Positivkontrolle wurden die Proteine in
den Zelllysaten mithilfe eines Immunoblots nachgewiesen. Zur Mengenkontrolle der Zelllysate
wurde B-Aktin mit einem monoklonalen B-Aktin-Antikérper in allen Proben nachgewiesen. In den
Spuren 1-4 wurde nur FFV-Bet, in 5-8 das komplette FFV-Genom coexprimiert. Unter der Abb.
sind die jeweils coexprimierten Proteine gekennzeichnet. Uber der Abb. ist Bet separat oder im
Kontext mit FFV gekennzeichnet. Links neben dem Immunoblot sind die Antikérper zur
Detektion der entsprechenden Proteine angegeben.

Das in Abb. 4.13 dargestellte Ergebnis zeigt eine Co-Immunoprazipitation von FFV-Bet mit allen
drei feA3-Formen (Banden 2 bis 4), wobei entsprechend Abb. 4.12 die grote Menge FFV-Bet
durch feA3CH co-immunoprazipitiert wurde. Des Weiteren zeigen die Banden 6 bis 8, dass
FFV-Bet auch in Abwesenheit weiterer foamyviraler Faktoren mit den feA3-Proteinen
coprazipitiert wird. HA-markierte feA3-Proteine wurden in allen Spuren des Immunoblots mithilfe
eines monoklonalen HA-Antikdrpers nachgewiesen. Die Analyse der Zellextrakte zeigt, dass
Bet und die feA3-Formen in den erwarteten Mengen in den Proben exprimiert wurde.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass FFV-Bet mit allen drei feA3-Proteinen unabhéangig

von weiteren foamyviralen Faktoren interagiert.
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4.4.3 Vergleichende Interaktionsstudien von FFV-Bet und FFV-BetMCS mit den feA3-
Isoformen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Studien zur feA3 und Bet-Interaktion auf die neu
identifizierten feA3-Proteine ausgeweitet und die Spezifitdt der Interaktion molekular
charakterisiert. Dazu wurden 293T-Zellen in jeweils vier Ansatzen (in 10 cm Zellkulturschalen)
mit 15 yg pCF7 oder pCF7BetMCS transfiziert. Zu diesen Ansatzen wurden jeweils folgende

Expressionsvektoren cotransfiziert:
(1) 5 pg pfeA3C-a
(2) 5 ug pfeA3C-b
(3) 5 ug pfeA3C-c

(4) 5 ug pcDNA3.1 Kontrollvektor

Alle pfeA3C-Expressionsplasmide enthalten ein HA-Epitop C-terminal zum feA3-Gen, welches
zur Co-IP mit einem HA-spezifischen monoklonalen Antikérper genutzt wurde. 2 Tage nach
Cotransfektion wurden die Zellen lysiert und die transfizierten Proteine entsprechend Abschnitt
3.4.7 co-immunoprazipitiert.
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Abb. 4.14: FFVBet bindet alle feA3C-Proteine, wahrend nicht-funktionelles Bet keine
feA3-Bindungsaktivitat hat. a 293T-Zellen wurden in je vier Ansatzen mit 15 ug pCF7 oder
pCF7BetMCS transfiziert. Zusatzlich wurden diese Ansatze mit 5 ug pfeA3C-a, -b, -c-
Expressionsplasmiden oder dem pcDNA3.1 Kontrollvektor cotransfiziert. Als Positivkontrolle
wurden die feA3C- und FFVBet-Proteine in den Ganzzelllysaten im Immunoblot nachgewiesen.
Dabei wurde Bet mit einem polyklonalen Antiserum gegen Bet detektiert. Zur Mengenkontrolle
der Zelllysate wurde B-Aktin mit einem monoklonalen B-Aktin-Antikdrper in allen Proben
nachgewiesen. Unterhalb der Abb. sind die jeweils exprimierten Proteine angegeben. Uber der
Abb. sind die Spuren von wt FFV und FFVBetMCS angezeigt. b Spezifitdtskontrolle der Co-
Immunoprazipitation mit NMS anstelle von monoklonalen HA-Antikérpern nach Inkubation mit
einem polyklonalen Antiserum gegen Bet. Links neben dem Immunoblot sind die Antikdrper zur
Detektion der entsprechenden Proteine angegeben.

Die feA3-Bet Co-Immunoprazipitationsstudien zeigen, dass Bet alle bekannten feA3-Proteine
spezifisch bindet und dass dies unabhangig von der anti-FFV-Aktivitat der einzelnen feA3-
Proteine geschieht (Abb. 4.16). Das wt Bet-Protein im foamyviralen Kontext wurde mit den HA-
markierten feA3C-a-, -b- und -c-Proteinen co-prazipitiert (Spur 2 bis 4), nicht jedoch das
BetMCS-Protein (Spuren 6 bis 8). Die Analyse der Zelllysate zeigt, dass alle Proteine adaquat
exprimiert waren. Gleichzeitig wurde die Expression von FFV-Bet in den Zelllysaten und B-Aktin
als Ladekontrolle nachgewiesen (Spuren 1-8). Dieses Ergebnis zeigt, dass alle drei feA3C-
Proteine mit dem wt Bet-Protein, nicht aber mit BetMCS-Protein interagieren.

Im Folgenden sollte deshalb bestimmt werden, ob die feA3-Proteine mit FFV-Gag interagieren,
in Virionen Bet-defizienter FFV-Genome integriert werden und ob diese Interaktion dem

inhibitorischen Spektrum der Bet-Proteine entspricht.
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4.5 Untersuchung der Interaktion von feA3C-a, feA3H und
feA3CH mit FFV-Gag

Vorangegangene Studien ergaben, dass feA3C-a in Virionen Bet-trunkierter FFV-Genome
(FFVBBTtr) inkorporiert wird, sofern kein funktionelles Bet exprimiert ist (Lochelt et al., 2005).
Bevor diese Ergebnisse durch vergleichende Inkorporationsstudien aller bekannten feA3-
Proteine in Viruspartikel Bet-defizienter Genome (pCF7BBtr, pCF7BetMCS) ausgeweitet
wurden, wurde zunachst die molekulare Interaktion der feA3-Proteine mit FFV-Gag in
Proteininteraktions-Assays, sog. Pull-down-assays, untersucht. Der Versuchsablauf des
Proteininteraktions-Assays ist in

Abb. 4.15 schematisch dargestellt und in Abschnitt 3.4.8 erlautert.

Zelllysat mit transfizierten .
feA3 und Bet Proteinen 1 h Inkubation

) .
Zentrifugation| o o O. 3 x waschen

- Elektrophoretische Auftrennung
und Analyse in Immunoblot

Koppelung aufgereinigter
GST-Gag-Proteine mit Glutathione Zugabe zum
Sepharose Kiigelchen Zelllysat
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2 = Glutathione Sepharose
> é% A = foA3
= Unspezifische
O zellulare Proteine

Abb. 4.15: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs zum Proteininteraktions-
Assay (Pull-Down-Assay). Detaillierte Erlauterungen sind im Text von Abschnitt 4.5 und in
Abschnitt 3.4.8 zu finden.

= GST-Gag

Des Weiteren wurde Uberprift, ob die Interaktion der feA3-Proteine mit FFV-Gag abhangig von
der Anwesenheit viraler RNA ist.

4.5.1 RNA-unabhingige Interaktion von FFV-Gag mit feA3C-a, -H- und -CH

In Analogie zur Inkorporation humaner A3-Proteine in Viruspartikel Vif-defizienter HIV-Genome
sollte die Interaktion der feA3-Proteine mit FFV-Gag die wesentliche Voraussetzung flr die
Inkorporation in Virionen Bet-defizienter FFV-Genome sein. Um diese Interaktion zu
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untersuchen, wurden 293T-Zellen in vier Ansatzen mit 10 pg pfeA3C-a-, H- und -CH-
Expressionsplamiden oder einem pcDNA3.1 Kontrollvektor transfiziert und 2 Tage nach
Transfektion lysiert. Die Zelllysate wurden in An- und Abwesenheit von 50 ug RNaseA fir 1 h
bei Raumtemperatur mit aufgereinigten GST-Gag- (und GST-Proteinen als Negativkontrolle)
inkubiert. AnschlieBend wurden die Sepharose-Kiigelchen drei Mal gewaschen und die
gebundenen und coprazipitierten Proteine elektrophoretisch aufgetrennt. Die HA-markierten
feA3-Proteine wurden im Immunoblot mittels eines monoklonalen HA-Antikérpers detektiert.
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Abb. 4.16: Die Gag-Interaktionsstelle des feA3 ist in der feA3C-Domane lokalisiert. 293T-
Zellen wurden mit 10 yg pfeA3C-a, -H, -CH-Expressionsplasmiden oder dem pcDNA3.1
Kontrollvektor transfiziert. 2 Tage nach der Transfektion wurden die Zellen geerntet und die
Lysate in An- oder Abwesenheit von 50 ug RNaseA entsprechend Abschnitt 3.4.8 einem
Proteininteraktions-Assay mit GST-Gag unterzogen. Als Negativkontrolle wurden die Zelllysate
mit GST allein inkubiert. Die prazipitieren Proben und die unbehandelten Zelllysate wurden auf
einem Proteingel aufgetrennt und anschlielend im Immunoblot analysiert, wobei die HA-
markierten feA3-Proteine mit einem monoklonalen HA-Antikdrper nachgewiesen wurden. Uber
den Blots sind die jeweils transfizierten feA3-Proteine angegeben. Der erste Immunoblot zeigt
die Analyse der Zelllysate, gefolgt von den Ergebnissen der Proteininteraktions-Assays in Ab-
und Anwesenheit von RNaseA wie angegeben und der GST-Negativkontrolle. Die Pfeile auf der
linken Seite kennzeichnen die detektierten feA3-Proteine. Ferner sind auf der linken Seite
jeweils die Banden des parallel aufgetrennten Markers angezeigt.

Die feA3C-a- und feA3CH-Proteine wurden in Anwesenheit von GST-Gag-Proteinen im
Immunoblot bei An- wie auch bei Abwesenheit von RNaseA nachgewiesen (Abb. 4.16, Spuren
2 und 4). FeA3H ist in der Abwesenheit von RNaseA sehr schwach und bei Anwesenheit gar
nicht detektierbar (Spur 3). Die Spur der Negativkontrolle zeigt deutlich, dass keines der drei
feA3-Proteine im Immunoblot nach Interaktion mit dem GST-Protein prazipitiert wurde.
Zusammenfassend lassen sich aus dem Interaktionsversuch folgende Schlisse ziehen:

e FeA3C-a- und feA3CH-Proteine reagieren stark mit GST-Gag, die Anwesenheit von
RNA hat hierauf keinen Einfluss.
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e Die Interaktion zwischen GST-Gag und feA3H-Proteinen ist sehr schwach und kann
durch RNA stabilisiert werden.

4.5.2 Untersuchung der Interaktion der drei feA3C-Isoformen mit FFV-Gag

Aufbauend auf den Ergebnissen des Abschnitts 4.5.1 wurden weitere Proteininteraktionsstudien
mit FFV-GST-Gag und den feA3C-Isoformen durchgeflhrt. 293T-Zellen wurden in 10 cm
Zellkulturschalen mit 10 ug pfeA3C-a-, -b-, -c-Expressionsplasmiden oder dem pcDNA3.1
Kontrollvektor transfiziert und entsprechend Abschnitt 4.5 in An- oder Abwesenheit von 50 pg
RNaseA mit aufgereinigtem GST-Gag-Protein und GST als Negativkontrolle gefallt.
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Abb. 4.17: Schwache und RNaseA-empfindliche Interaktion von feA3C-b mit FFV-Gag.
293T-Zellen wurden mit 10 pug pfeA3C-a-, -b-, -c-Expressionsvektoren oder dem pcDNAS3.1
Kontrollvektor transfiziert. 2 Tage nach Cotransfektion wurden die Zellen geerntet. Die Lysate
wurden in Abwesenheit oder Anwesenheit von 50 pg RNaseA entsprechend Abschnitt 3.4.8
einem Proteininteraktions-Assay mit GST-Gag unterzogen. Als Negativkontrolle wurden die
Zelllysate mit GST allein inkubiert. Die gefallten Proben und die Zelllysate wurden auf einem
Proteingel aufgetrennt und anschlieffend im Immunoblot analysiert, wobei die HA-markierten
feA3-Proteine mit einem monoklonalen HA-Antikérper nachgewiesen wurde. Rechts neben den
Blots sind die jeweils exprimierten feA3-Proteine angegeben. Uber den Blots ist jeweils
angegeben, ob es sich um Zelllysate oder Proteininteraktions-Prazipitate handelt. Unter den
Blots ist die GST-Negativkontrolle und GST-Gag bzw. GST-Gag in Anwesenheit von RNaseA
angegeben.

Die feA3C-a- und -c-Proteine waren nach dem Proteininteraktions-Assay mit aufgereinigten
FFV-GST-Gag-Proteinen im Immunoblot mittels des HA-Antikdrpers klar, das feA3C-b-Protein
hingegen nur schwach detektierbar (Abb. 4.17). Die feA3C-a- und -c-Proteine wurden nach dem
Proteininteraktions-Assay im Immunoblot auch in Anwesenheit von RNaseA nachgewiesen,
wahrend keine feA3C-b-Gag-Interaktion in Anwesenheit von RNaseA erzielt wurde.

Die hier erhaltenen Ergebnisse deuten somit darauf hin, dass die feA3C-a- und -c-Proteine
stark mit GST-FFV-Gag interagieren und diese Interaktion RNA-unabhangig ist. Allein das feA3-
b-Protein zeigt ahnlich wie feA3H eine nur sehr schwache Interaktion mit FFV-Gag-Proteinen,

die durch die Abwesenheit von RNA ganz beeintrachtigt wird.
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4.5.3 Wt FFV-Bet verhindert die Inkorporation von feA3C-a, feA3H und feA3CH in FFV-
Viruspartikel

Wie im Abschnitt 4.2 und 4.2.1 erlautert wurde, besitzen FFV-Vektoren mit Trunkationen oder
Mutationen in Bet einen feA3C-typabhangigen defekten Phanotyp. AuRerdem wurde in
Abschnitt 4.3.1 gezeigt, dass in Anwesenheit von FFV-Bet im Gegensatz zu FIV-Vif der
zellulare feA3-Expressionslevel konstant bleibt. Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurde nun
untersucht, ob Bet durch Bindung an die feA3-Formen die Inkorporation der feA3-Proteine in
FFV-Virionen inhibiert. Hierzu wurden je vier Ansatze (in 10 cm Zellkulturschalen) von 293T-
Zellen mit jeweils 15 ug pCF7, pCF7BetMCS bzw. pCF7BBtr transfiziert. Zu diesen Ansatzen

wurden jeweils folgende Expressionsvektoren cotransfiziert:

(1) 5 ug pfeA3C-a

(2) 5 ug pfeA3H

(3) 5 ug pfeA3CH

(4) 5 ug pcDNA3.1 Kontrollvektor

Die transfizierten Zellen sowie die virushaltigen Uberstande wurden 2 Tage nach Cotransfektion
geerntet. Nach Isolation der Viruspartikel aus dem Zellkulturiberstand entsprechend Abschnitt
3.5.6 wurden diese wie auch reguldre Aliquots der Zelllysate mittels SDS-PAGE aufgetrennt,
geblottet und die FFV-spezifischen Gag-Proteine in der Viruspartikelfraktion mit dem
Katzenserum 8014 detektiert. Die HA-markierten feA3-Proteine wurden mithilfe eines

monoklonalen HA-Antikorpers in der Zelllysat- und der Viruspartikelfraktion detektiert.
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Abb. 4.18: feA3C-a-, -CH- aber nicht feA3H-Proteine werden in FFV-Virionen Bet-
defizienter Genome inkorporiert. 293T-Zellen wurden in je vier Ansatzen mit 15 ug pCF7 oder
pCF7BetMCS und pFFV-BBtr transfiziert. Zusatzlich wurden diese Ansatze mit 5 ug pfeA3C-a-,
-H- oder -CH-Expressionsplasmiden oder dem pcDNA3.1 Kontrollvektor cotransfiziert. 2 Tage
nach Cotransfektion wurden die transfizierten Zellen und der virushaltige Uberstand geerntet
und die Virionen entsprechend Abschnitt 3.5.6 aus dem Uberstand isoliert. Gleiche Aliquots der
Virionen und Zelllysate wurden elektrophoretisch aufgetrennt. Im Immunoblot wurden die Gag-
Proteine mit dem FFV-spezifischen Katzenserum 8014 und die HA-markierten feA3-Proteine
mit einem monoklonalen HA-Antikorper detektiert. Unter dem Blot sind die jeweils
cotransfizierten feA3-Formen angegeben. Die Pfeile kennzeichnen die detektierten feA3- und
FFV-Gag-Proteine. Auf der gegenulberliegenden Seite sind jeweils die Banden des parallel
aufgetrennten Markers sowie die zur Detektion der entsprechenden Proteine verwendeten
Antikérper angezeigt.

Beim Vergleich der Zelllysate mit den aufgereinigten Virionen wurde deutlich, dass keines der
drei feA3-Proteine in wt FFV-Virionen nachweisbar ist (Abb. 4.18). Dagegen zeigte sich, dass
feA3C-a- und -CH-, nicht aber feA3H-Proteine in Virionen der FFV-Genome mit BBtr oder
BetMCS detektierbar waren.

Diese Daten zeigen, dass wt FFV-Bet die Inkorporation von feA3C-a und -CH inhibiert, wahrend
nach einer Trunkation oder Mutation von Bet in der putativen Leucin-Zipper-Region eine
Inkorporation der feA3C-a- und -CH-Proteine in Virionen erfolgt. FeA3H wird hingegen nicht in
FFV-Virionen inkorporiert, was im Konsens mit der niederaffinen Interaktion von feA3H mit FFV-
Gag steht (siehe Abschnitt 4.5.1).
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4.6 Dimerisierung der feA3-Proteine in Anwesenheit von FFV

Aus vorangegangenen Studien war bekannt, dass fiir die antivirale Aktivitdt gegen HIVAFiv
humanes A3G in homo- oder heterodimerisierter Form vorliegen muss (Cho et al., 2003;
Prochnow et al., 2007; Shindo et al., 2003). Aufgrund dieser Ergebnisse wurde in dieser Arbeit
untersucht, ob die Anwesenheit von FFV-Bet im FFV-Kontext einen Einfluss auf die
Dimerisierung der feA3-Proteine hat. Initial werden hierfiir 293T-Zellen zweimal in vier Ansatzen
(in 10 cm Zellkulturschalen) mit jeweils 15 pg pCF7 bzw. einem pcDNA3.1 Kontrollvektor
transfiziert. Zu diesen Ansatzen wurden jeweils folgende Expressionsvektoren cotransfiziert:

(1) 5 pg pfeA3C-a

(2) 5 g pfeA3H

(3) 5 pg pfeA3CH

(4) 5 pg pcDNA3.1 Kontrollvektor

Die Proben wurden 2 Tage nach Cotransfekion lysiert und mit aufgereinigten GST-feA3C-a-, -
H- und GST-FFV-Gag-Fusionsproteinen im Proteininteraktions-Assay entsprechend Abschnitt
3.4.8 gefallt. Als Negativkontrolle wurde GST-BFV-Env eingesetzt. Die prazipitierten Proben
wurden zusammen mit den Zelllysaten elektrophoretisch aufgetrennt und die transfizierten HA-
markierten feA3-Proteine mit einem monoklonalen HA-Antikorper detektiert.
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Abb. 4.19: Dimerisierung von feA3C-a und -H aber nicht von -CH. a 293T-Zellen wurden in
je vier Ansatzen mit 15 yg pCF7 oder einem pcDNA3.1 Kontrollvektor transfiziert. Zusatzlich
wurden diese Ansatze mit 5 ug pfeA3C-a, -H, -CH-Expressionsplasmiden oder dem pcDNAS3.1
Kontrollvektor cotransfiziert. 2 Tage nach Cotransfektion wurden die Zellen geerntet und die
Lysate entsprechend Abschnitt 3.4.8 einem Pull-down-Assay mit aufgereinigten GST-feA3C-a-,
-H- oder -Gag-Proteinen unterzogen. Als Negativkontrolle wurden die Zelllysate mit
aufgereinigten GST-BFV-Env-Proteinen oder GST-Proteinen inkubiert. Die Proben und
Zelllysate wurden auf einem Proteingel aufgetrennt und anschlieRend im Immunoblot analysiert,
wobei die HA-markierten feA3-Proteine mit einem monoklonalen HA-Antikbrper nachgewiesen
wurden. Rechts neben den Blots sind die jeweils transfizierten feA3-Proteine angegeben. Uber
den Blots ist jeweils angegeben, ob es sich um Zelllysate oder Proteininteraktions-Assays
handelt. Unter den Blots sind die Spuren der GST-BFV-Env-Negativkontrolle, GST-feA3C-a, -H
und -FFV-Gag als Positivkontrolle fiir die starke Interaktion mit feA3C-a und feA3CH
angegeben. b Expressionskontrolle der fir den Pull-down-Assay eingesetzten transfizierten
Proteine. Links neben den Blots sind die Proteinmarker angegeben. Unter den Blots sind die
transfizierten feA3-Proteine angegeben. Die mit feA3C-b- und -c transfizierten Proben (mit 1
und 2 markiert) wurden nicht fir den Pull-down-Assay eingesetzt und werden im Folgenden
nicht weiter besprochen. Uber den Blots ist die Reihe der FFV-transfizierten Proben
angegeben. Rechts neben den Blots sind die flir den Nachweis der zellassoziierten Antigene
eingesetzten Proteine dargestellt.

Die Analyse der Immunoblots in Abb. 4.19 bestatigte zunachst die Ergebnisse der GST-Gag-
Interaktionen (Abschnitt 4.5) und zeigte, dass die Dimerisierungsstudien unter geeigneten
Bedingungen erfolgten. Es wurde wiederholt gezeigt, dass feA3C-a und -CH nach dem
Proteininteraktions-Assay mit GST-FFV-Gag detektiert wurden (Abb. 4.19 a), wahrend die
Detektion von feA3H nur sehr schwach war. Auch in Anwesenheit von wt FFV blieb diese
Interaktion erhalten (Abb. 4.19 b). Dagegen wurde unabhangig von der Expression des FFV-
Genoms nur feA3C-a und -H durch GST-feA3C-a und GST-feA3H coprazipitiert und somit im
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WB nachgewiesen, wahrend feA3CH keine Interaktion mit feA3Ca oder -H einging (Abb. 4.19 a
+ b).

Dieses Experiment zeigt somit, dass feA3C-a und -H sowohl Homo- als auch Heterodimere
bilden kénnen und dass diese Dimerisierung nicht durch Bet oder eine andere FFV-
Komponente inhibiert wird. Weiterhin wurde gezeigt, dass feA3CH keine Heterodimere mit
feA3C-a und -H bildet, was ebenfalls unabhangig von der FFV-Anwesenheit ist. Die Ergebnisse
zeigen, dass eine intermolekulare Dimerisierung nur innerhalb von ein-Doméanen feA3-
Proteinen stattfindet, deren Dimerisierungsseite noch nicht durch eine weitere Doméane

intrinsisch abgedeckt wurde, wie es fir das zwei-Domanen feA3CH zutrifft.

4.6.1 Keines der feA3C-Proteine zeigt trans-dominant-negative antivirale Effekte in
Coexpressionsstudien

Wie im vorangegangenen Versuch gezeigt wurde, kénnen die ein-Domanen feA3C-a, und -H
heterodimerisieren. Aufbauend auf diesen Ergebnissen sollte im Folgenden untersucht werden,
ob in Coexpressionsstudien zweier unterschiedlicher feA3-Proteine tans-dominant negative
Effekte auf die antivirale Aktivitat bezlglich des Titers von FFVBBtr nachweisbar sind. Fur diese
Cotransfektionsuntersuchungen des Effektes zweier verschiedener feA3-Proteine auf den
FFVBBtr-Titer wurden 293T-Zellen in 15 Ansatzen (in 6 cm Zellkulturschalen) mit je 1 ug der
verschiedenen pfeA3-Expressionsplasmide entsprechend Tabelle 4.2 cotransfiziert. Die
Versuche in denen jeweils nur eine feA3-Form exprimiert ist (Kontrolle der verschiedenen feA3-
Isoformen), sind in der Tabelle schattiert unterlegt.

Tabelle 4.2 Transfektionsschema der verschiedenen feA3-Formen.

FFVBBtr fe3C-a fe3C-b fe3C-c fe3H fe3CH
fe3C-a + + + + +
fe3C-b + + + +
fe3C-c + + +
fe3H " +
feA3CH +

Zu diesen Ansatzen wurde 6 ug pCF7BBtr und 1 ug pGFP cotransfiziert. Zusatzlich wurde zu
einem weiteren 293T-Zellansatz 6 ug pCF7BBir und 1 ug pcDNA3.1 als Negativkontrolle
cotransfiziert.

2 Tage p.t. wurden die Zellen lysiert, gleiche Aliquots elektrophoretisch aufgetrennt und mittels

Immunoblot analysiert. Die HA-markierten feA3-Proteine wurden mithilfe eines monoklonalen
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HA-Antikorpers  detektiert.  Zusatzlich  wurde noch  cotransfizietes GFP  als

Transfektionskontrolle mit einem monoklonalen GFP-Antikdrper detektiert. Die Uberstéande
wurden abgenommen und die FFVBBtr Titer gemessen.
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Abb. 4.20 Kein trans-dominant-negativer Effekt auf die antivirale Aktivitit nach
Cotransfektion der einzelnen feA3-Proteine. Gezeigt sind die inhibitorischen Aktivitaten der
cotransfizierten feA3C-a-, -b-, -c-, -H- und -CH-Proteine gegen FFVBBtr. 293T-Zellen wurden
mit 6ug pCF7BBtr und jeweils 1 ug der beiden pfeA3-Expressionsplasmide cotransfiziert, die
entsprechend unter dem Diagramm angegeben sind. Die Titer wurden 2 Tage nach Infektion
ermittelt. 293T-Zellen wurden lysiert und die exprimierten feA3-Proteine mit einem
monoklonalen Antikérper gegen den HA-Epitop in einem Immunoblot nachgewiesen. In den mit
1 und 2 markierten Spuren sind die Proben bei der Auftragung vertauscht worden.

Abb. 4.20 zeigt die Titer von FFVBBI1r in Anwesenheit der verschiedenen cotransfizierten feA3-
Proteine. FeA3C-a zeigte in diesem Experiment eine maximale antivirale Aktivitat in
Anwesenheit samtlicher weiterer feA3-Proteine, so dass kein FFVBBtr-Titer mehr detektierbar
war. Bei den weiteren Cotransfektionen mit feA3C-c supprimierte dieser den Titer um drei
Zehnerpotenzen unabhangig von weiteren feA3-Proteinen ohne trans-dominant-negative

Effekte. Bei den restlichen feA3C-b-Cotransfektion war eine Suppression des FFVBBtr-Titers
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um mehr als eine Zehnerpotenz zu beobachten. FeA3H und -CH induzierten eine geringe

Suppression des Titers um den Faktor 10.

Die Daten belegen, dass die Coexpression der verschiedenen schwach antiviralen feA3-
Proteine keinen trans-dominant-negativen Effekt auf die starker inhibitorischen feA3C-Formen
bezlglich der antiviralen Aktivitdt gegen FFVBBitr aufweisen. Ebenso wenig wird die
intermediare Aktivitdt von feA3C-c durch Coexpression von weniger aktivem feA3H und -CH
inhibiert.

4.7 Klonierung und Charakterisierung katalytischer und
struktureller feA3C-a-Mutanten

Die Ergebnisse der vorangegangenen Experimente zeigten, dass feA3C-a die starkste
antivirale Aktivitat gegen Bet-trunkiertes FFV aufweist. In diesem Zusammenhang war es von
besonderem Interesse zu untersuchen, in welcher Weise die antivirale Aktivitat von feA3C-a mit
der Deaminase-Aktivitdt  korreliert. ~Aus diesem Grund wurden in feA3C-a
Aminosaureaustausche des katalytisch essentiellen Glutamat 70 (E) nach Glutamin (Q) oder
des strukturell wichtigen Cysteins 72 (C) nach Serin (S) oder ein Austausch beider
Aminosauren durchgefihrt.

4.7.1 Mutation der katalytischen und strukturellen Aminosauren E70Q, C72S und
E70Q/C72S in feA3C-a

Um die besprochenen Aminosauren (AS) E70 nach Q, C72 nach S oder beide im feA3C-a-Gen
auszutauschen und gleichzeitig einzig vorkommende Restriktionsseiten innerhalb des Gens
einzuflgen, wurde feA3C-a mittels einer PCR mit den in Abschnitt 2.14 aufgeflhrten Primern
amplifiziert. Diese binden innerhalb von feA3C-a an den Nukleotidpositionen 1120 und 1625
und enthalten randomisierte C- nach G-Austausche an Position 26 oder T- nach A-Austausche
an Position 32 oder Austausche an beiden Positionen. Abb. 4.21 zeigt die schematische
Darstellung des feA3C-a-Gens und die Lokalisation der Mutationen innerhalb des aktiven
Zentrums.
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Abb. 4.21: Schematische Darstellung der Mutationen im feA3C-a-Gen. Die Abb. stellt die
Aminosauresequenzen der verschiedenen mutierten feA3C-a Proteine im Vergleich zum wt dar.
Abgebildet sind jeweils die katalytischen Zentren und die darin vorgenommenen Mutationen der
katalytisch essentiellen Aminosauren. Des Weiteren sind die analytischen Restriktionsseiten
dargestellt, mit denen die jeweiligen Mutationen in den Sequenzen identifiziert werden kénnen.
Am rechten Ende ist des HA-Epitop abgebildet. Die gelben Balken markieren die Positionen der
am katalytischen Zentrum beteiligten Aminosauren. Wt = Wildtyp; mut = Mutant

Der C- nach G-Austausch an Position 26 erzeugt eine Fspl-Schnittstelle, wahrend ein T- nach
A-Austausch an Position 32 eine Hindlll-Schnittstelle erzeugt, so dass die erhaltenen Klone
mithilfe eines analytischen Verdaus voneinander unterschieden werden kénnen (Abb. 4.21).
Anschliefsend wurden die Klone mittels Sequenzierung auf die eingefiigten Mutationen und auf
ungewollt aufgetretene Mutationen hin tberpriift.

Diese als pfeA3C-a(E70Q), pfeA3C-a(C72S) und pfeA3C-a(E70Q/C72S) bezeichneten Klone
wiesen keine weiteren Veranderungen auf und wurden fiir weitere Analysen verwendet.

4.7.2 Vergleich der katalytischen feA3C-a Mutanten auf die antivirale Aktivitat gegen FFV
und FFVBBtr

Fir die Analyse der antiviralen Aktivitat der katalytischen und strukturellen feA3C-a-Mutanten
im Vergleich zu wt feA3C-a wurden 293T-Zellen in zehn Ansétzen (in 6 cm Zellkulturschalen)
nach folgendem Schema cotransfiziert: Je 5 Ansatze 293T-Zellen wurden mit 6 ug pCF7 bzw.
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pCF7BBtr transfiziert. Zudem wurden diese Zellen jeweils mit den Expressionsplasmiden der
feA3C-a Mutanten und wt feA3 sowie einem Kontrollvektor cotransfiziert. Die virushaltigen
Transfektionslberstande wurden 2 Tage nach Cotransfektion geerntet und die FFV Titer
ermittelt. Gleiche Aliquots der entsprechenden Zelllysate wurden elektrophoretisch aufgetrennt
und die transfizierten Proteine mittels Immunoblot analysiert.
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Abb. 4.22: Nicht-konservative Mutationen im kaltalytischen Zentrum von feA3C-a sind
inaktiv gegen FFV und dem Bet-defizientem FFV. Gezeigt sind die intrinsischen Aktivitaten
von cotransfiziertem wt feA3C-a, feA3C-a(E70Q), -(C72S) und -(E70Q/C72S) gegen FFVBBtr
im Vergleich zu wt FFV. 293T-Zellen wurden mit 6 ug pCF7BBtr bzw. pCF7 und je 2 ug pfeA3
Expressionsplasmid transfiziert. Die Vektortiter wurden 2 Tage nach Infektion ermittelt. 293T-
Zellen wurden lysiert und die exprimierten HA-markierten feA3-Proteine mit einem
monoklonalen HA-Antikérper in einem Immunoblot nachgewiesen. Virusspezifisches Antigen
wurde mit Katzenserum 8014 nachgewiesen und B-Aktin mit einem anti-B-Aktin-Antikdrper.

Wie in Abb. 4.22 zu sehen ist, zeigten weder wt feA3C-a, noch die feA3C-a-Mutanten eine
starke antivirale Aktivitat gegen wt FFV. Dagegen war wie erwartet eine Inhibition des FFVBBtr-
Titers nur in Anwesenheit von wt feA3C-a zu beobachten, welcher den Titer um mehr als zwei
Zehnerpotenzen supprimiert. Sowohl die katalytischen, als auch die strukturellen feA3C-a-

Mutanten zeigten keine signifikante Aktivitdt gegen wt oder Bet-defizientes FFV. Des Weiteren
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ist zu beobachten, dass die Expression der feA3C-a(E70Q) Stukturmutante und der feA3C-
a(E70Q/C72S) Doppelmutante sowohl in Anwesenheit von wt FFV als auch von FFVBBtr
signifikant geringer war als in deren Abwesenheit (vergleiche Spur 3, 5, 8, 10 mit Spur 13 und
15).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sowohl der Austausch des katalytisch wichtigen E,
als auch des strukturell wichtigen C einen Verlust der antiviralen Aktivitdt zur Folge hat.
Zusatzlich wird die Stabilitdt der E- nach Q-mutierten feA3C-a-Proteine durch die Anwesenheit

von FFV- bzw. FFVBBtr -codierten oder induzierten Proteinen deutlich verringert.

4.7.3 Analyse der FFV-Partikel-Inkorporation und der Gag-Interaktion feA3C-a-Mutanten

Die Untersuchung der strukturellen und katalytischen feA3C-a-Mutanten auf Inkorporation in
FFV-Partikel Bet-defizienter Genome war ein weiterer wichtiger Aspekt, der im Rahmen dieser
Arbeit untersucht wurde. Dazu wurden 293T-Zellen in finf Ansatzen (in 10 cm
Zellkulturschalen) mit 15 ug pCF7BetMCS transfiziert. Zudem wurden diese Zellen noch mit den
Expressionsplasmiden:

(1) 2 yg wt feA3C-a

(2) 2 ug pfeA3C-a(E70Q)

(3) 2 g pfeA3C-a(C72S)

(4) 2 pg pfeA3C-a(E70Q/C72S)
(5) 2 ug pcDNA3.1

cotransfiziert. Die transfizierten Zellen sowie die virushaltigen Uberstande wurden 2 Tage nach
Cotransfektion geerntet. Nach Isolierung der Viruspartikel entsprechend Abschnitt 3.5.6 wurden
diese wie auch die Zelllysate mittels SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und die FFV-
spezifischen Gag-Proteine in der Viruspartikelfraktion mit dem Katzenserun 8014 detektiert. Die
HA-markierten feA3-Proteine wurden mithilfe eines monoklonalen HA-Antikérpers in der
Zelllysat- und der Viruspartikelfraktion detektiert.
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Abb. 4.23: Die Mutation des katalytischen Zentrums E70Q verhindert die Inkorporation
von feA3 in Virionen Bet-defizienter FFV-Genome. 293T-Zellen wurden mit 5 ug wt pfA3C-a,
-(E70Q)-, -(C72S)- oder -(E70Q/S72S)-Expressionsplasmiden bzw. pcDNA3.1 Kontrollplasmid
und je 15 ug pCF7BetMCS cotransfiziert. 2 Tage nach Cotransfektion wurden die Zellen und
der virushaltige Uberstand geerntet und die Virionen entsprechend Abschnitt 3.5.6 aus dem
Uberstand isoliert. Gleiche Aliquots Virionen und Zelllysate wurden elektrophoretisch
aufgetrennt. Im Immunoblot wurden die viralen Proteine mit dem FFV-spezifischen
Katzenserum 8014 und die HA-markierten feA3-Proteine mit einem monoklonalen HA-
Antikorper detektiert. Unter dem Blot sind die jeweils exprimierten feA3-C-a-Formen
angegeben. Links neben dem Immunoblot sind die zur Detektion der entsprechenden Proteine
genutzten Antikérper angegeben.

Abb. 4.23 zeigt, dass sowohl wt feA3C-a, als auch die feA3C-a Mutanten nach Transfektion in
den Zelllysaten zu detektieren waren. Dabei bestatigte sich die Beobachtung, dass feA3C-a
(E70Q) und -(E70Q/C72S) (Spuren 3 und 5) schwacher vorhanden waren als wt feA3C-a und
feA3C-a(C72S) (Spuren 2 und 4). Gleichzeitig waren in den Proben der aufgereinigten Virionen
Bet-mutierter FFV-Genome nur wt feA3C-a und feA3(C72S) detektierbar.

Aufbauend auf diesem Ergebnis wurde im Folgenden untersucht, ob die katalytischen und
strukturellen feA3C-a Mutanten mit Gag interagieren, was als Vorraussetzung flr die
Virusinkorporation gelten kann. Dabei war es von Interesse zu analysieren, welchen Einfluss
die Mutationen im katalytischen und strukturellen Zentrum von feA3C-a auf die Interaktion mit
FFV-Gag und die daraus resultierende Inkorporation in Bet-defiziente FFV-Partikel hatten.

Zu diesem Zweck wurden 293T-Zellen in funf Ansatzen (in 10 cm Zellkulturschalen) mit 10 ug
der Expressionsplasmide wt pfeA3C-a, den drei pfeA3C-a-Mutanten oder dem pcDNAS3.1
Kontrollvektor transfiziert und 2 Tage nach Transfektion lysiert. Die Zelllysate wurden mit
aufgereinigten GST-Gag- oder mit GST-Proteinen als Negativkontrolle entsprechend Abschnitt
3.4.8 inkubiert. Nach dem Proteininteraktions-Assay wurden die Proben elektrophoretisch
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aufgetrennt und die HA-markierten feA3-Proteine im Immunoblot mittels eines monoklonalen
HA-Antikdrpers detektiert.

g 3
o o
g =
Immunoblot: a-HA T S
N o
1 2 3
pcDNA3.1
feA3C-a i .
feA3C-a
(E70Q) *
feA3C-a ! £
(C72S)
feA3C-a ‘
(E70Q/C72S) |48

GST Kontrolle
GST-Gag

Abb. 4.24: Die Mutation der katalytischen feA3C-a(E70Q) inhibiert die Gag-Interaktion.
293T-Zellen wurden in fiinf Ansatzen mit 10 ug wt pfeA3C-a, -(E70Q), -(C72S), -(E70Q/C72S)
Expressionsplasmiden oder dem pcDNA3.1 Kontrollvektor transfiziert. 2 Tage nach der
Transfektion wurden die Zellen geerntet und die Lysate entsprechend Abschnitt 3.4.8 einem
Proteininteraktions-Assay mit GST-Gag unterzogen. Als Negativkontrolle wurden die Zelllysate
mit GST inkubiert. Die Proben und Zelllysate wurden auf einem Proteingel aufgetrennt und
anschlielend im Immunoblot analysiert, wobei die HA-markierten feA3C-a-Proteine mit einem
monoklonalen HA-Antikérper nachgewiesen wurden. Neben den Blots sind die jeweils
exprimierten feA3-Proteine angegeben. Uber den Blots ist jeweils angegeben, ob es sich um
Zelllysate oder Proteininteraktions-Assays (,Pull-downs®) handelt. Unter den Blots sind die
GST-Negativkontrolle und die GST-Gag-Probe angezeigt.

Abb. 4.24 zeigt, dass wt feA3C-a und feA3C-a (C72S) nach dem Proteininteraktions-Assay im
klar prazipitiert wurden, wahrend dies im gleichen Fall nicht fir feA3C-a (E70Q) und -
(E70Q/C72S) zutraf. Dies zeigt, dass eine Mutation des katalytisch wichtigen E70, nicht aber
des strukturell wichtigen C72 die Interaktion mit Gag verhindert. Die hier erhaltenen Ergebnisse
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korrelieren mit den Ergebnissen der Inkorporationsstudien von feA3 in FFV-Partikel Bet-
defizienter Genome und bestatigen, dass eine einzelne Mutation des katalytisch wichtigen E70
in der Inhibition der Gag-Interaktion und dem damit verbundenen Ausschluss aus FFV-Partikeln

Bet-defizienter Genome resultiert.

4.8 Konstruktion eines FFV-Vif-Vektors

Die Ergebnisse der vorangegangenen Experimente von Abschnitt 4.3.1-4.3.3 zeigten, dass FIV-
Vif den protektiven Effekt von FFV-Bet in bet-defizienten FFV kompensiert. Aus diesem Grund
wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht, ob ein Austausch des bel 2-Gens durch das F/V-
Vif-Gen innerhalb des Virusgenoms den viralen Titer gleichermalRen vor endogenem feA3 in
CrFK-Zellen schitzt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde hierzu ein chimares pCF7-Vif-Konstrukt
entwickelt, das durch partielle Deletion der bel 2-Region und anschlieRende Insertion des FIV-
Vif-Gens hergestellt wurde. Abb. 4.25 zeigt die schematische Darstellung der Konstruktion des
pCF7-Vif-Konstrukts sowie dessen endgiiltigen Aufbau.
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Abb. 4.25: Schematische Darstellung des pCF7-Vif-Konstrukts. Dargestellt sind die beiden
PCR-Reaktionen zur Generierung der F/V-Vif-Sequenz mit N-terminaler Protease-Schnittstelle
und der partiellen FFV-LTR-Region. In der Fusions-PCR wurden beide Sequenzen miteinander
verknipft. Das Fusions-Konstrukt wurde zusammen mit pCF7BetMCS mit Nhel und Sphl
praparativ geschnitten und mit dem pCF7BetMCS-Vektor ligiert. Das chimare pCF7-Vif-
Konstrukt enthalt hinter der MCS-Seite von bel 2 eine Protease-Schnittstelle, und das F/V-Vif-
Gen. Die Agel-Schnittstelle wurde fiir Kontrollverdaue eingeftigt. Nt: Nukleotide

Vif wurde vor die 3"-LTR unter Erhalt des intakten LTR-Endes und des Polypurintrakts anstelle
des trunkierten C-Teils im bet-Gen des FFV-Genoms eingeflugt. Das FIV-Vif-Gen wurde hierbei
mit einer Erkennungssequenz fir die FFV-Protease N-terminal fusioniert. Gleichzeitig wurde in
der zweiten PCR die Amplifikation der partiellen U3-Region des pCF7-Vektors N-terminal eine
Agel Schnittstelle fur Kontrollverdaue und C-terminal eine Sphl-Schnittstelle angefugt. Das FIV-
Vif-PCR-Produkt wurde in einer Fusions-PCR N-terminal mit dem PCR-Produkt der U3-Region
fusioniert. Das Fusionsprodukt und der Vektor pCF7BetMCS (in Abschnitt 2.4.1 beschrieben)
wurden mit Nhel und Sphl praparativ geschnitten. Plasmid und Insert wurden gereinigt und
beide Komponenten miteinander ligiert. Das chimare pCF7-Vif-Konstrukt kodiert somit fir ein
Fusionsprotein, das auf der N-terminalen Sequenzen von Bet der PR-Schnittstelle und des
gesamten FIV-Vif-Proteins besteht und im Folgenden als Bet"™-Vif-Protein bezeichnet wird.
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4.8.1 Kinetik der Genexpression des FFV-Vif-Vektors in transfizierten 293T- und
infizierten CrFK-Zellen

Fir das chimare pCF7-Vif-Konstrukt wurden mehrere Klone isoliert und mittels analytischem
Restriktionsverdau (Daten nicht gezeigt) analysiert. Exemplarisch wurden je 10 ug der pCF7-
Vif-Klone Nr. 4 und Nr. 39 sowie das wt Genom pCF7 und der pcDNA3.1 Kontrollvektor in
293T-Zellen transfiziert. Dabei war eine einheitliche Syncycienbildung in allen drei Ansatzen
virustransfizierter 293T-Zellen zu beobachten (Daten nicht gezeigt).

Abb. 4.27 zeigt die Detektion der entsprechenden virusassoziierten Antigene FFV-Gag und FIV-
Vif im Immunoblot. Auch der virale Titer der pCF7-Vif-Klone Nr. 4 und Nr. 39 wurde auf CrFK-
Zellen untersucht und mit dem Titer von wt pCF7 verglichen, um die genetische Stabilitat und
den Titer der chimaren Viren in feA3-positiven CrFK-Zellen zu untersuchen. Daher wurden
jeweils 1 ml der ZKUs der transfizierten 293T-Zellen 2 Tage nach Transfektion auf CrFK-Zellen
Ubertragen. Der virushaltige Uberstand wurde nach 6 h gegen DMEM-Medium ausgetauscht
und die CrFK-Zellen 3 Tage inkubiert. AnschlieRend wurden die Uberstéande seriell auf CrFK-
Zellen titriert, die wiederum fiir 2 Tage inkubiert wurden. Die Virustiter der ZKUs der einzelnen
Passagen wurden mittels FeFab-basierten Titrationsassay ermittelt. Der Versuchsablauf zur
Analyse der viralen Proteinexpression und der Infektidsitat von pCF7-Vif-Konstrukten ist in Abb.
4.26 schematisch dargestellt.

Transfektion

| Passage Il Passage
@
® e @
@ o°® o o®

@ @4 E : ® ®e
48 Stunden nach Transfektion: 72 Stunden nach Infektion: i E
Virusernte und Infektion Transfer der Virionen auf neue
von CrFK Zellen CrFK Zellen

293T Zellen CrFK Zellen CrFK Zellen

Abb. 4.26: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs zur Untersuchung der
Infektiositit der pCF7-Vif-Konstrukte. Detaillierte Erlauterungen sind im Text von Abschnitt
4.8 zu finden.
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Das zellassoziierte Antigen der 293T-Zellen und der Passagen in CrFK-Zellen wurde in 1 %
SDS-Puffer geerntet und nach Homogenisierung mit Proteinprobenpuffer versetzt. Nach
elektrophoretischer Auftrennung gleicher Aliquots der Proben erfolgte die Detektion der
Proteine mittels Immunoblot (Abb. 4.27).
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Abb. 4.27: pCF7-Vif-Klon Nr. 4 exprimiert Bet"-Vif und FIV-Vif und erlaubt die Replikation
Bet-defizienter FFV in CrFK-Zellen. a 293T-Zellen wurden mit 10 ug pCF7, pCF7-Vif Nr.4 und
Nr. 39- und pcDNA3.1 Kontrollvektor transfiziert sowie mit 1 ug des pGFP-Expressionsvektors
als Transfektionskontrolle. 2 Tage p.t. wurden die ZKUs geerntet, geklart und 1 ml ZKU zur
Infektion subkonfluenter CRFK-Zellen verwendet. Nach zwei Passagen wurden samtliche CrFK-
Zellen sowie 293T-Zellen lysiert und elektrophoretisch aufgetrennt. Die aufgetragenen Proteine
wurden im Coomassiegel Uberpruft. Die zellassoziierten Antigene wurden im Immunoblot
analysiert. FIV-Vif wurde mit einem monoklonalen Antikérper gegen FIV-Vif und FFV-Bet mit
einem polyklonalen Antiserum gegen Bet detektiert. FFV-spezifische Gag-Proteine wurden mit
dem FFV-Katzenserum 8014 detektiert. GFP wurde mit einem monoklonalen GFP-Antikdrper
detektiert. Uber den Immunoblots sind die jeweiligen Zellen angegeben. Unter dem Immunoblot
sind die jeweils exprimierten Proteine abgebildet. Die Pfeile auf der rechten Seite kennzeichnen
die detektierten Proteine. Auf der linken Seite sind jeweils die Banden des parallel
aufgetrennten Markers sowie die Antikérper zur Detektion der entsprechenden Proteine
angezeigt. b Graphische Darstellung der Virustiter der 293T-Zell-Transfektionen und zwei
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Passagen in CrFK-Zellen. Bei jeder Passage wurden die ZKUs geerntet und die Virustiter
mittels FeFab-basierten Titrationsassay ermittelt.

Wie Abb. 4.27 a zeigt, ist die Expression der FFV-Gag-Proteine von pCF7, wie auch von pCF7-
Vif Nr. 4 und Nr. 39 sowohl in 293T-Zellen als auch in der ersten Passage der CrFK-Zellen
gleich stark. Dagegen ist die Expression der FFV-Gag-Proteine von pCF7-Vif Nr. 39 in der
zweiten CrFK-Passage deutlich reduziert. Zusatzlich zeigt Gag in dieser Passage auch keine
Prozessierung. Die Ergebnisse des FeFAB-basierten Titrationsassays (Abb. 4.27 b) zeigen,
dass pCF7-Vif Nr. 4 Uber zwei Viruspassagen einen im Vergleich zu wt FFV niedrigen aber
stabilen Titer aufweist. Dieser liegt fiir die ZKUs der 293T-Zellen bei 102 FFU/ml (engl.: focus
forming units), fir die ZKUs der Passagen auf den CrFK-Zellen bei 10% bzw. 10* FFU/ml. Im
Vergleich hierzu zeigt der pCF7-Vif-Klon Nr. 39 nach Transfektion auf 293T-Zellen einen Titer
von 10° FFU/ml jedoch nach der ersten Passage auf CrFK-Zellen einen kompletten Verlust der
Infektidsitat.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass der Titer von FFV-Vif Nr. 4 niedriger als von wt
FFV, jedoch Uber zwei Passagen auf CrFK-Zellen stabil ist. Dagegen bricht der Titer von FFV-
Vif Nr. 39 nach der ersten Passage ein. Des Weiteren exprimiert FFV-Vif Nr. 4 das
unprozessierte Bet"-Vif-Protein sowie FFV-Gag stabil iiber alle drei Passagen, was fiir FFV-Vif
Nr. 39 nicht zu beobachten ist.

Nachfolgende Sequenzierungen beider Klone bestatigten die korrekte Sequenz des pCF7-Vif-
Konstrukts Nr. 4. Das pCF7-Vif-Konstrukt Nr. 39 hingegen wies eine Rasterpunktmutation in der
zwischen dem Bet-Anteil und der Vif-Sequenz gelegenen Proteaseschnittstelle auf. Deshalb
wurde kein Vif exprimiert und dieser Klon wurde somit nicht gegen feA3C geschutzt.

Das pCF7-Vif-Konstrukt Nr. 4 wurde im Anschluss auf seine Resistenz gegen die antivirale
Aktivitat der feA3C-a-, -H-, und -CH-Proteine getestet. Dazu wurden jeweils fiinf Ansatze von
293T-Zellen mit 15 ug pCF7-Vif bzw. 15 ug pCF7BetMCS transfiziert (in 10 cm

Zellkulturschalen). Zudem wurden diese Zellen jeweils mit:

(1) 5 ug pcDNAS3.1 Kontrollvektor
(2) 5 pg pfeA3C-a

(3) 5 ug pfeA3H

(4) 5 ug pfeA3CH

(5) 5 ug pcaA3H

cotransfiziert. 2 Tage nach Cotransfektion wurden die Zellen lysiert, gleiche Aliquots
elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Immunoblot analysiert. Die transfizierten Proteine
wurden mit den entsprechenden Antikérpern detektiert. Die Uberstande wurden abgenommen
und die Titer von FFVBetMCS und FFV-Vif mit einem FeFAB-basierten Titrationsassay

gemessen.
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Vergleich der viralen Titer von pCF7-Vif und pCF7BetMCS
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Abb. 4.28: FFV-Vif wird nur partiell von feA3C-a supprimiert, nicht aber von feA3H, -CH
oder caA3H. 293T-Zellen wurden in jeweils finf groRen Ansatzen mit 15 ug pCF7FIV-Vif- bzw.
pCF7BetMCS-Vektoren transfiziert. Zusatzlich wurden zu diesen Ansatzen 5 ug der jeweiligen
pfeA3- oder pcaA3-Expressionsplasmide bzw. der Kontrollvektor pcDNA3.1 cotransfiziert. a 2
Tage nach der Cotransfektion wurden die ZKUs geerntet, geklart und fiir die Titration auf
FeFAB-Zellen eingesetzt. Der chimdre Klon pCF7-Vif ist partiell durch das Bet"-Vif-
Fusionsprotein vor feA3C-a geschitzt. b Transfizierte 293T-Zellen wurden lysiert und die fe-
und caA3-Proteine mit einem monoklonalen Antikérper gegen den HA-Epitop in einem
Immunoblot nachgewiesen. Die FFV-assoziierten Gag-Proteine wurden mit dem Katzenserum
8014 und FIV-Vif mit einem monoklonalen anti-FIV-Vif Antikorper nachgewiesen. Unterhalb der
Immunoblots sind die jeweils exprimierten Proteine angegeben. Die Pfeile auf der rechten Seite
kennzeichnen die detektierten Proteine. Auf der linken Seite sind jeweils die Banden des
parallel aufgetrennten Markers sowie die Antikérper zur Detektion der entsprechenden Proteine
angezeigt.

Abb. 4.28 zeigt die viralen Titer von FFV-Vif bzw. FFVBetMCS sowie die Detektion der
transfizierten Proteine im Immunoblot. Der Titer von FFV-Vif wurde in Anwesenheit von feA3C-a
lediglich um das 15-fache supprimiert und nur geringfligig durch die Anwesenheit der weiteren
feA3H- und -CH-Proteine. CaA3H zeigte keine antivirale Aktivitat gegen FFV-Vif. Im Vergleich
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dazu supprimierte feA3C-a den Titer von FFVBetMCS um 3 Zehnerpotenzen, wahrend feA3H, -
CH und caA3H den Titer leicht supprimieren. CaA3H zeigt eine nur schwache antivirale
Aktivitat. In den dazugehorigen Immunoblots (Abb. 4.28 b) ist das unvollstandig geschnittene
Bet"-Vif deutlich mit dem anti FIV-Vif-Antikdrper detektierbar (Spuren 1-5). Dagegen ist nur eine
geringe Expression der vollstandig geschnittenen FIV-Vif-Proteine nachweisbar. Die fe- und
caA3-Proteine sind sowohl in Anwesenheit des FFV-Vif (Spuren 1-5), als auch in Anwesenheit
des FFVBetMCS (Spuren 6-10) detektierbar, jedoch schwacher in Anwesenheit von FFV-Vif im
Vergleich zu FFVBetMCS. Die geringe Expression korrekt geschnittener FIV-Vif-Proteine fuhrt
zu einem niedrigeren fe- und caA3-Proteinlevel innerhalb der Zelle, der offenbar durch eine
Initiation der proteasomalen Degradation durch FIV-Vif induziert wird.

Zusammenfassend zeigt dieses Ergebnis, dass der Titer von FFV-Vif wie auch von
FFVBetMCS von feA3C-a supprimiert wird, jedoch ist die antivirale Aktivitat von feA3C-a gegen
FFV-Vif sehr viel schwacher als gegen FFVBetMCS. Mdoglicherweise supprimieren die nur
unvollstandig geschnittenen Bet"-Vif-Fusionsproteine die antivirale Aktivitat der feA3C-Proteine

schwacher als das authentische Vif-Protein.

Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurde FFV-Vif in Langzeitpassagen auf CrFK-Zellen
hinsichtlich seiner Replikationskompetenz im Vergleich zu wt FFV untersucht. Zudem sollten
auf diese Weise in vitro optimierte Mutanten des pCF7-Vif-Konstrukts selektiert werden, die
eine optimierte Aktivitdt gegen endogene feA3-Formen in den CrFK-Zellen aufwiesen.

4.8.2 Vergleich der Titer von FFV-Vif und wt FFV in Langzeitpassagen

Aufbauend auf den Ergebnissen des Abschnitts 4.8.1 wurde der Vektor pCF7-Vif Nr. 4 auf seine
genetische Stabilitat und Infektiositat im Vergleich zu wt pCF7 nach serieller Passagierung auf
CrFK-Zellen untersucht. Durch die Expression endogener feA3-Proteine stellen CrFK-Zellen ein
geeignetes Anzeige- und Selektionssystem auf die Replikationskompetenzen unter APOBECS3-
vermittelter Restriktion dar. Hierzu wurde die bereits unter 4.8.1 beschriebene
Versuchsdurchfiihrung angewandt. 293T-Zellen wurden in zwei Ansatzen (in 10 cm
Zellkulturschalen) mit 10 yg pCF7- bzw. pCF7-Vif-Vektoren transfiziert und die virushaltigen
ZKUs zwei Tage nach Transfektion auf CrFK-Zellen (in 10 cm Zellkulturschalen) tiberfiihrt. Uber
20 Passagen wurde der Titer von pCF7-Vif relativ zu wt pCF7 analysiert. Exemplarisch sind die
ersten 14 Passagen der Langzeitpassage in Abb. 4.29 dargestellt.
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Abb. 4.29: Die pCF7-Vif Nr. 4-abgeleitete Chimare zeigt nach 10 Passagen einen stark
erhdhten Virustiter. Je 10 yg pCF7-Vif- und wt pCF7-Expressionsplasmide wurden in 2
grolRen Ansatzen (10 cm Zellkulturschalen) von 293T-Zellen cotransfiziert. 2 Tage nach
Transfektion wurden die ZKUs geerntet und zur Infektion von CrFK-Zellen verwendet. Diese
wurden zweimal pro Woche, wie in Abschnitt 4.8.1 beschrieben, passagiert. Der Titer wurde,
wie in Abschnitt 3.5.5 beschrieben, ermittelt und graphisch aufgetragen. Der virale Titer von
FFV-Vif wurde iber 14 Passagen hinweg relativ zu wt FFV analysiert.

Der Titer von FFV-Vif lag in den ersten sechs Passagen mit 10% FFU/ml etwa zehnmal niedriger
als der von wt FFV (10® FFU/ml). In der siebten und achten Passage sank der Titer auf 103
FFU/ml ab, nahm jedoch ab der achten Passage auf 10° FFU/ml zu und blieb auf diesem
Niveau bis zur vierzehnten Passage. Unter diesen Bedingungen lag der Titer von FFV-Vif ab
der zehnten Passage sogar héher als wt FFV (ca. 105 FFU/ml). Der Titer von wt FFV stieg bis
zur fiinften Passage auf 107 FFU/ml an, sank dann aber auf 10° FFU/m.

Zusammenfassend beschreiben die Ergebnisse von Abb. 3.1 eine Zunahme des Titers von
FFV-Vif nach neun Passagen innerhalb der gezeigten 14 Passagen. Diese Zunahme des Titers
kénnte durch adaptierte Mutationen in der Bet"-Vif-Region begriindet sein, welche die Vif-
Expression oder Funktion positiv beeinflussen. Um mdégliche Veranderungen der Vif-Expression
zu bestimmen, wurden die infizierten CrFK-Zellen einzelner Passagen im Immunoblot auf
zellassoziiertes Antigen, insbesondere auf FIV-Vif analysiert. Hierfir wurden sowohl einzelne
Passagen (2, 5, 10, 15) der infizierten CrFK-Zellen, als auch das gesamte Passagenspektrum
(1-20) analysiert. Die Ergebnisse sind in Abb. 4.30 dargestellt.
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Abb. 4.30: Die FIV-Vif-Expression der infizierten CrFK-Zellen verdndert sich liber die
Passagen. Zellassoziiertes Antigen verschiedener Passagen der in Abschnitt 4.8.2
beschriebenen seriellen Passagen von pCF7-Vif Nr.4 abgeleiteten Virus in CrFK-Zellen (die
Zellpassage ist Uber den Blots angegeben) wurde geerntet und die FIV-Vif-spezifischen
Proteine im Immunoblot mit dem monoklonalen Vif-Antikdrper detektiert. a Immunoblots der
infizierten CrFK-Zellpassagen 2, 5, 10, 15 und 20. FFV-Gag wurde mit dem FFV-positiven
Katzenserum 8014 und B-Aktin mit einem monoklonalen B-Aktin Antikérper nachgewiesen. b
Zeigt den Immunoblot des breiten Passagenspekirums. Auf der linken Seite des Blots sind
jeweils die Banden des parallel aufgetrennten Markers angezeigt sowie der Antikorper zur
Detektion von FIV-Vif. Die Pfeile auf der gegeniiberliegenden Seite deuten auf die detektierten
virusspezifischen Proteine.

Abb. 4.30 a zeigt, dass Bet"-Vif primar zwischen der zweiten und fiinften Passage exprimiert
wurde. Die molekulare GroRe von Bet"™-Vif betragt 39.9 kDa, was der GroRe der detektierten
Bet"-Vif-Bande im Immunoblot entspricht. Dagegen werden nur geringe Mengen geschnittenes
FIV-Vif-Protein detektiert (Spur 1 und 2). In Passage 10, 15 und 20 sind zwei Vif-reaktive
Proteine von ca 30 und 32 kDa nachweisbar, die hier als Vif und v-Vif bezeichnet werden (Spur
3 bis 5). Die Analyse aller Proben des pCF7-Vif abgeleiteten Virus in Abb. 4.30 b zeigt, dass
Bet"-Vif bis zur siebten Passage vorliegt. Ab der zehnten Passage sind lediglich die beiden
Banden der v-Vif- und Vif-Proteine vorhanden.
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Lasst man die Daten der Titrationen und Vif Immunoblots zusammen, so deuten diese
Resultate an, dass mit dem Titer bei Passage acht bis zwanzig ein neues Vif-
Expressionsmuster einhergeht. Es werden statt dem Bet"-Vif-Fusionsprotein zwei geschnittene
Vif-Proteine exprimiert.

4.8.3 Genotypische Untersuchung der Genome isolierter FFV-Vif-Virionen auf
akkumulierte Mutationen

Um die Ursachen der phanotypischen Veranderungen der pCF7-Vif-Klone auf genoypischer
Basis erklaren zu kénnen, wurden die Genome der Virionen aus spaten Infektionspassagen
isoliert und genomische Sequenzen dieser Genome von Beginn der bel 7-Region (Position
9359) bis einschlieRBlich des gesamten Vif-Gens (Position 10288) auf Sequenzen mit
akkumulierten Mutationen hin untersucht. Dazu wurden Virionen der 18. Passage entsprechend
Abschnitt 3.5.6 aus den ZKUs isoliert, die virale DNA entsprechend 3.5.6 und 3 prapariert und
diese DNA direkt fir eine PCR eingesetzt. Dabei wurden die Sequenzen des pCF7-Vif-
Genomsbereichs 9359 bis 10288 amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden entsprechend
Abschnitt 3.2.15 in Topo-Vektoren kloniert und positive Kolonien in LB-Amp-Medium
angezlchtet. Die Topo-Plasmide wurden entsprechend Abschnitt 3.2.1 aus E.coli-Klonen
isoliert und die amplifizieten pCF7-Vif-Inserts sequenziert. Insgesamt wurden so neun
Sequenzen analysiert. Dabei wurde eine gehdufte Mutation an den FFV-Positionen 9359 bis
9361 festgestellt, die fur das bel2-Gen codieren. Diese Mutation fuhrt innerhalb der
entsprechenden Aminosauresequenz zu einer Stop-Sequenz. Die Auswertung der
Sequenzveranderungen ist in Abb. 4.31 dargestellt.
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Abb. 4.31: Sequenzierungen der FFV-Vif-Mutanten der Langzeitpassagen zeigten eine
Stop-Mutationen innerhalb der Bet-Sequenz, die aber aus zwei unabhédngige Mutationen
erfolgen. Dargestellt ist der pCF7-Vif-Sequenzabschnitt von den Bp 9350 bis 9400 (oberste
Nukleotidsequenz) im Vergleich zu sieben analysierten Sequenzen der 18. Passage
(Sequenzen 1-7), die die markierte Hotspotmutationen tragen. In der unteren Reihe sind die
Nukleotidsequenzen der beiden Mutationstypen (Mutation 1 und Mutation 2) dargestellt sowie
die daraus resultierenden Stop-Codon-Mutationen in der entsprechenden Bet-
Aminosauresequenz.

In zwei unabhangige Mutationen wird ein Tryptophan zu einem Stop-Codon im Bet-Anteil des
Bet™-Vif Fusionsproteins verandert. Diese Mutationshaufung wird im Folgenden als
Hotspotmutation bezeichnet. In Abb. 4.31 sind die sieben der neun analysierten pCF7-Vif-
Sequenzen, welche die Hotspotmutation aufweisen, im Vergleich zu der original pCF7-Vif-
Sequenz dargestellt. Gleichzeitig konnte diese Stop-Mutation fiir eine verstarkte Transkription
der Vif-Proteine beginnend von der Protease Schnittstelle verantwortlich sein. Dies erklart die
im Immunoblot auftretende zusatzliche Bande nach Detektion des Vif-Proteins (Abb. 4.30), das
durch die Abtrennung an der Protease-Schnittstelle entsteht. Diese Bande stimmt auch in der
Grofle mit dem Molekulargewicht eines protease-schnittstellenhaltigen-Vif-Proteins (32 kDa)
Uberein. Abb. 4.32 stellt den Einfluss der Hotspotmutation auf die Translation des Vif-Proteins
graphisch dar.



4 ERGEBNISSE 114

Ausschnitt aus dem pCF7-FIV-Vif- Konstrukt:
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(Protease - 750 nt .
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AAVH TVKA Bettr-Vif
10125
erneuter Translationsstart
a FEV-FIV-VIF Translatonsstop-l
mit Hotspotmutation LPILSPYVMA WDNPQNVV....MLTR ASAAVHTVKA MSEED
exprimiert Vif durch N STOP.

alternative Translation N D STOP. V-Vif

und Proteaseschnitt

b Urspriingliches FFV-FIV-VIF:
Vif entsteht durch Translation .
des bel 2-Durchlaufleserasters Vif

Proteaseschnitt

Abb. 4.32: Die Hotspotmutation in der bel 2-Region der pCF7-Vif-Mutanten resultieren in
der Expression von v-Vif durch alternative Translation. Gezeigt ist der schematische
Ausschnitt der bel 1-, bel 2- und vif- Sequenz des pCF7-Vif-Konstruks. a Die Hotspotmutation in
der bel 2-Sequenz fiuhrt zu einem Translationsabbruch und einer daraus resultierenden
alternativen Translation beginnend mit der Protease Schnittstelle. Dies flhrt zu einem um die
Protease Schnittstelle verlangertem v-Vif-Protein. b Gezeigt ist die urspringliche Entstehung
des FIV-Vif durch Translation des bel 2- Durchlaufleserasters und anschlieRendem
Proteaseschnitt.

Diese Hypothese wurde in weiterfiihrenden Studien untersucht, wobei diese Hotspotmutation in
das originale pCF7-Vif-Konstrukt kloniert wurde. Zusatzlich wurden weitere Punktmutationen in
der Methioninstartsequenz der Proteaseschnittstelle eingeflgt. Ziel war es dabei, einen
replikationskompetenten, chimaren FFV-Vektor zu etablieren, der durch starke Inhibition der
endogenen feA3-Proteine einen hohen viralen Titer erzeugt. Des Weiteren dient Vektor als
Grundlage fur die Entwicklung eines vaxinen Virus gegen FIV. Diese Klone wurden hinsichtlich
ihres Titers sowie der Expression des Vif-Proteins untersucht. Die Ergebnisse dieser Klonierung
sollen jedoch im Rahmen in dieser Arbeit nicht weiter besprochen werden.
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5 DISKUSSION

Die Familie der A3-Proteine stellt eine wichtige Gruppe von Cytidindeaminasen dar, die als
antivirale Faktoren die entstehenden Reversen Transkripte retroider Elemente deaminieren und
so z.B. die Replikation suszeptibler Retroviren inhibieren. Wahrend Primaten fiir sieben A3-
Gene codieren, wurden in dem Genom der Hauskatze vier A3-Gene identifiziert, die sich im
Laufe der Evolution durch Genduplikation, Expansion und Divergenz entwickelt haben. Auf
diese Weise wurden retrovirusspezifische A3-Proteine gebildet, die durch die Anwesenheit
retroviraler Abwehrmechanismen komplexer Retroviren, z.B. Vif- und Bet-Proteine, unter
standigem evolutionarem Druck zur Coadaptation (positive Selektion) stehen.

Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit stand der Nachweis der drei Hauptformen der
endogenen feA3-Proteine (feA3C-a, -H und -CH) in felinen Zellen sowie die Untersuchung der
antiviralen Aktivitat der feA3 Haupt- und Isoformen (feA3C-a, -b, -c) beziglich FFV. Des
Weiteren wurden die protektiven Mechanismen von FFV-Bet mit denen von FIV-Vif beziiglich
der feA3-Hauptformen verglichen. Die Interaktionsuntersuchungen der feA3-Haupt- und
Isoformen und viralen Proteine fihrten zu neuen Erkenntnissen bezlglich des
Suppressionsmechanismus von FFV. Bet supprimiert die antivirale Aktivitat der finf feA3-
Haupt- und Isoformen nicht wie Vif durch proteasomale Degradation, sondern wahrscheinlich
durch Inhibition der Gag-feA3-Interaktion. Dies flhrt zu einer Inhibition der Inkorporation von
feA3-Hauptformen in foamyvirale Viruspartikel. Dimerisierungsstudien der unterschiedlichen
feA3-Hauptformen sowie die Deletion des katalytischen Zentrums im feA3C-a zeigten die
Bedeutung der Dimerisierung der feA3-Hauptformen und die enzymatische Aktivitat von feA3C-
a fur den retroviralen Abwehrmechanismus. Diese neuen Erkenntnisse ermoglichten die
Konstruktion und anschlieBende Charakterisierung eines chimaren pCF7-Vif-Vektors. Dieser
virale Vektor kann durch seine effiziente Inhibition der antiviralen Aktivitdt der feA3-Proteine
durch das Lentivirus-Vif als Grundlage fur die Entwicklung prophylaktischer und therapeutischer
Vektoren dienen. Des Weiteren bildet dieser Vektor den Ausgangspunkt fur die Entwicklung
eines Impfvektors gegen FIV.

5.1 Phanotypen der feA3-Formen

Am Anfang der Arbeit wurden polyklonale Antiseren zum Nachweis der finf endogenen feA3-
Haupt- und Isoformen feA3C-a-c, -H und -CH hergestellt. Molekularbiologische Analysen,
durchgefuhrt von Munk et. al., wiesen bislang lediglich genomische Katzensequenzen und
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cDNAs der feA3-Loci nach (Munk et al., 2008). Dabei unterscheiden sich die feA3-Gene in
folgenden Schlisseleigenschaften von Primaten-A3-System: Wahrend bei Primaten sieben
hA3-Gene (A-H) als einzelne Kopien auf dem Chromosom 22 lokalisiert sind, sind bei der
Hauskatze drei ein-Domanen feA3C-Gene (A3C-a, -b, -¢) und ein feA3H-Gen colinear auf dem
Chromosom B4 vorhanden. Innerhalb des feA3-Lokus durchlief das feA3C-Gen eine einmalige
Triplikation. Das feA3H-Gen ist dagegen nur einfach auf dem Chromosom lokalisiert (MUnk et
al.,, 2008). Das zwei-Domanen feA3CH-Gen entsteht durch durchlaufende Transkription und
alternatives SpleiRen aus den feA3C-a-, -b- und feA3H-Genen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mithilfe der erhaltenen polyklonalen Antiseren FFV-infizierte
und nicht-infizierte CrFK- und Mya-Zellen auf die Expression der drei feA3-Hauptformen feA3C,
-H, und -CH untersucht. Dabei wurde die Expression der von Mink et al. detektierten feA3C-, -
H- und -CH-Gene in CrFK-Zellen bestatigt. Auffallig war, dass sich nach Infektion der CrFK-
Zellen mit FFV das zellulare Expressionslevel der feA3C-Isoformen verzehnfachte. Diese
Beobachtung wurde auch in weiteren Studien endogener feA3C-Proteine in CrFK-Zellen
bestatigt (Daten nicht gezeigt). Dagegen reduzierte eine Infektion der CrFK-Zellen mit FFV die
Expression der feA3H- und -CH-Hauptformen um die Halfte. Aus diesem Ergebnis lasst sich
ableiten, dass die feA3C-a-c-Isoformen als Haupteffektoren gegen FFV-Infektionen zur
antiviralen Abwehr verstarkt exprimiert werden.

Wahrend Munk et al. die cDNA-Klone aller feA3-Gene in PBMCs, MYA-1- CrFK- und KE-R-
Zellen nachgewiesen haben, waren feA3C- und -H-Proteine in Mya-Zellen nicht detektierbar.
Humane A3-Gene sind in verschieden menschlichen Geweben exprimiert, die entweder mit der
Replikation endogener oder exogener Retroviren verbunden sind, z.B. Hoden, Eierstocke sowie
unstimulierte periphere Blutlymphozyten. Die Analyse von cDNA-Klonen in PBMCs-, Mya-,
CrFK- und KE-R-Zellen von Hauskatzen zeigte, dass auch feA3-Gene differentiell exprimiert
werden. Eine Erklarung fur die ubiquitare Expression des feA3CH-Proteins kdnnten das
Fusionstranskript feA3CH sein, das durch Trans-SpleiRen zwischen den separaten pre-mRNAs
von feA3C-a-, -b- und feA3H-Genen entsteht. Die Genexpression durch Trans-Spleien ist in
Saugern bislang selten beschrieben worden und wird als Ausnahme angesehen (Caudevilla et
al., 1998; Takahara et al., 2005).

5.1.1 Charakterisierung der feA3-Haupt- und Isoformen

Primaten A3-Gene stehen bei der Bekdmpfung von Lentiviren hinsichtlich ihrer Effektivitat unter
starker adaptiver Selektion (OhAinle et al., 2006; Sawyer, Emerman, and Malik, 2004; Zhang
and Webb, 2004). Bislang war nicht klar, ob diese rasante A3-Selektion einzigartig in Primaten
vorkommt oder ob dies eine allgemeine Eigenschaft von Placentaliern darstellt. Im Rahmen
dieser Arbeit wurden daher die antiviralen Aktivitdten der feA3-Haupt- und Isoformen im
Vergleich mit caninem A3A- und -A3H-Proteinen gegen wt- oder Bet-defizientes FFV analysiert.
In Katzen sind drei Arten endogener Retroviren bekannt: Die Orthoretroviridae FIV, das mit dem
HIV-1 verwandt ist, und das Gammaretrovirus FelLV (Felines Leukdmievirus) mit einer
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einfachen Genomorganisation ohne akzessorische Gene sind als Katzenpathogene bekannt.
Die Analyse der antiviralen Aktivitat der feA3-Haupt- und Isoformen gegen wt FIV bzw. AvifFIV
und gegen FelLV wurde in Rahmen einer gemeinsamen Studie im Labor von Dr. C. Mlnk
durchgefiihrt (Mlnk, 2008). Von den Spumavirinae ist das FFV als Katzenvirus bekannt. Die
Coexpression der feA3- und caA3-Formen zusammen mit wt und Bet-defizientem FFV
(Abschnitt 4.2) zeigte folgendes Ergebnis: Der virale Titer von wt FFV wird nur unwesentlich von
der Anwesenheit aller fe- und caA3-Formen beeinflusst. Dagegen wird der virale Titer von
FFVBBtr in Anwesenheit der feA3C-a-c-Isoformen signifikant supprimiert. FeA3H und -CH,
sowie caA3A und -H wiesen keine weiteren suppressiven Effekte bezlglich des viralen Titers
auf. Mink et al. zeigten dagegen, dass nur feA3H und -CH die Infektidsitat von AvifFIV um das
5- bis 10-fache reduzierten, analog zu humanen A3H (Mink et al., 2008). Auch hier
supprimierte keine feA3-Haupt- oder Isoform den wt FIV-Titer. CaA3H supprimiert den viralen
Titer sowohl von wtFIV, als auch von AvifFIV. Die Suppression von AvifFIV durch feA3H und -
CH korrelierte hierbei mit einer signifikant angestiegenen G—A Mutationsrate im AvifFIV-
Genom. Die Anwesenheit von FIV-Vif inhibierte die Genomeditierungsrate nahezu komplett.
Des Weiteren zeigten Mlnk et al., dass nach Co-Expression der feA3- und caA3-Formen mit
FeLV nur feA3CH einen moderaten antiviralen Effekt auf den viralen Titer hatte und diesen um
den Faktor reduzierte. FeA3H und caA3A zeigten einen marginalen antiviralen Effekt.

Zusammenfassend zeigen die feA3C-a- und -c-Isoformen eine sehr starke bis starke antivirale
Aktivitdt gegen bet-defizientes FFV, wahrend feA3H und -CH den viralen Titer unwesentlich
reduzieren. Im Gegensatz dazu haben nur feA3H und -CH einen moderaten antiviralen Effekt
auf AvifFIV und feA3CH inhibierte FeLV schwach aber signifikant. Das Vif-Protein inaktiviert
folglich das feline A3H und -CH-Protein, nicht aber humanes und canines A3H. Das FFV-Bet-
Protein inaktiviert hauptsachlich feA3C-a, was auch in vorausgegangenen Studien gezeigt
wurde (Lochelt et al., 2005). Zusatzlich werden auch feA3C-a-c-Isoformen von FFV-Bet
angegriffen. Daraus kann geschlossen werden, dass die unterschiedlichen feA3-Hauptformen
die verschiedenen felinen Retroviren angreifen und dabei ein auffalliges virusspezifisches Profil
zeigen.

Zum Beginn dieser Studien war der Einfluss der FIV-Vif-Proteine auf die Stabilitédt der feA3-
Hauptformen noch nicht bekannt. Das FIV-vif-Gen ist ein wichtiger Modulator der
Virusausbreitung. Eine Deletion des vif-Gens im F/V-Genom fuhrt zu einem Replikationsblock in
feA3-exprimierenden felinen CrFK-Zellen (Derse D, 2007; Lockridge et al., 1999; Shacklett and
Luciw, 1994; Tomonaga et al., 1992). Die Tatsache, dass feline A3-Proteine die FIV-Infektion
nicht verhindern kdnnen zeigt, dass FIV im Laufe der Evolution eine Moglichkeit entwickelt hat,
sich der feA3-vermittelten Restriktion zu entziehen. Einzig feA3H und -CH supprimieren AvifFIV,
was eine positive Selektion der feA3H- und -CH-Gene bedingt (Mink et al., 2008). Munk et al.
zeigten, dass feA3H und -CH auch inhibitorisch gegen FelLV wirken. Im Gegensatz zu AvifFIV
haben feA3H und -CH nur minimale antivirale Aktivitdten gegen Bet-defizientes FFV.
Andererseits sind feA3C-a und zum geringeren Anteil -b und -c antiviral aktiv gegen bet-
defizientes FFV, nicht aber gegen AvifFIV. Aufgrund dieser Daten kann ein Modell entwickelt
werden, bei dem spezifische feA3-Proteine selektiv bestimmte Subtypen feliner Retroviren
erkennen und inaktivieren kénnen, wahrend die feA3-Formen in der Regel nicht coadaptierte,
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heterologe Retroviren (beispielsweise Avif SIVagm) inhibieren kénnen. Dies zeigt auch die
Tatsache, dass Retroviren sich sogar unabhangig der Vif- oder Bet-Expression in ihrer
Sensibilitit unterscheiden, von feA3-Proteinen supprimiert zu werden. Ahnlich der Entwicklung
von sieben A3-Proteinen in Primaten (OhAinle et al., 2006; Sawyer, Emerman, and Malik, 2004;
Zhang and Webb, 2004), waren Katzen offensichtlich unter einem starken evolutionaren Druck,
die Diversitat coexprimierter A3-Proteine und damit die antivirale Leistung zu erhéhen. Andere
Saugetiere wie Nagetiere oder Hunde waren entweder diesen infektiésen Viren nicht in dieser
Form ausgesetzt, oder konnten diese mit analogen Abwehrmechanismen bekdmpfen, die A3
Proteine nicht mit einschlieRen, z.B TRIMS5-Proteine.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass APOBECS3-Proteine weitgehend ineffektiv
gegeniber Viren wirken, welche die eigene Spezies infizieren. Andererseits erweisen sie sich
jedoch als effektiv gegenlber den meisten heterologen Retroviren und kdénnen so die
Interspezies-Ubertragung verhindern. Des Weiteren nehmen APOBEC3-Proteine auch eine
wichtige Funktion bei der Inhibition von Retrotransposons ein und verhindern so die graduelle
Akkumulation von Mutationen im Wirtszellgenom (Sawyer, Emerman, and Malik, 2004).

Zur Untersuchung des Inhibitionsmechanismus von FFV-Bet im Vergleich zu FIV-Vif wurden in
der vorliegenden Arbeit beide viralen Proteine in Anwesenheit der feA3-Formen in
Coexpressionsstudien untersucht (Abschnitt 4.3). Es wurde vermutet, dass FIV-Vif, analog zu
HIV-Vif, feA3-Proteine angreift, indem es ihre proteasomale Degradation auslést (Mehle et al.,
2004; Sheehy, Gaddis, and Malim, 2003; Stopak et al., 2003; Yu X, 2003). Dagegen war bereits
bekannt, dass FFV-Bet die zelluldre Konzentration von feA3C-a nicht beeinflusst (Lochelt et al.,
2005). Nach Cotransfektion von FFV-Bet und FIV-Vif mit feA3C-a und anschlielender Detektion
der transfizierten Proteine im Immunoblot, konnte auch fir FIV-Vif bestatigt werden, dass
dieses Protein den Abbau aller bekannten feA3-Proteine induziert. Um nachzuweisen, dass
FIV-Vif die feA3-Proteine nicht wahrend ihres Translationsprozesses inhibiert, sondern diese
primar proteasomal degradiert werden, wurde das soeben beschriebene experimentelle System
mit allen drei feA3-Hauptformen in An- und Abwesenheit des Proteasominhibitors MG132
wiederholt (Abschnitt 4.3.1). Die Ansatze FIV-Vif und feA3-cotransfizierter Zellen in
Anwesenheit von MG132 verhinderten den proteasomalen Abbau der feA3-Proteine partiell, wie
im Immunoblot nachgewiesen wurde. Gleichzeitig wurde keine Veradnderung des
Expressionslevels der feA3-Formen in Anwesenheit von FFV-Bet im Immunoblot
nachgewiesen. Das vif-Gen des FIV entspricht in GréRe und Genomlokalisation dem vif-Gen
der Primaten-Lentiviren. Auch der C-Terminus des FIV-Vif-Proteins hat, analog des HIV-Vif, ein
(SLQY(L/R)A BC)-Box-Motiv (Paul et al., 2007; Sheehy, Gaddis, and Malim, 2003; Yu et al.,
2003). Dieses Motiv interagiert bei HIV-Vif zusammen mit einem oberhalb lokalisierten Zink-
Finger-Motiv (HCCH) und bildet mit diesem einen Komplex, welcher mit Cullin5, Elongin B,
Elongin C und Rbx 1 die hA3G und -F-Proteine zum Ubiquitin-Ligase-Komplex (E3) rekrutiert
(Luo et al., 2005; Russell and Pathak, 2007; Xiao et al., 2007). E3 ubiquitiniert hA3G und hA3F
und leitet so die proteasomale Degradation dieser Proteine ein (Mehle et al., 2006; Shirakawa
et al., 2006; Yu et al., 2004; Yu et al., 2003). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen
somit, dass FIV-Vif die proteasomale Degradation der feA3C-a, -H und -CH-Proteine initiiert
und somit die A3-induzierten Mutationen in der viralen DNA verhindert.
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Die Kenntnis der Interaktionsmotive in HIV-1- und FIV-Vif mit den entsprechenden A3-Proteinen
ermdglicht die Entwicklung therapeutischer Inhibitoren, welche die Interaktionsstelle blockieren
und einen neuen Ansatz zur Bekdmpfung von HIV-Infektionen darstellen (Stopak, 2005). Die
intrazellulare Expression der A3-Proteine kdnnte auch durch die Interaktion eines Inhibitors mit
Vif allein oder der Ubiquitinierungsstelle der A3-Proteine erhalten werden. Dabei kénnte die
Hauskatze (felis catus) als Tiermodell fir die Evaluierung eines molekularen Inhibitors des
lentiviralen Vif (FIV und HIV) dienen.

Im Gegensatz zum Lentivirus FIV leitet FFV-Bet keine proteasomale Degradation der feA3C-a, -
H und -CH-Haupt- und Isoformen ein. Die Bet-Bindung reicht aus, um die antivirale Aktivitat der
feA3-Formen zu unterbinden.

Mit diesen Ergebnissen ging auch die Fragestellung einher, ob FIV-Vif den Titer eines Bet
trunkierten FFV-Virus in Anwesenheit von feA3C-a wiederherstellen kann. In der vorliegenden
Arbeit wurde durch Komplementierung eines Bet trunkierten pCF7-Vektors (Abschnitt 4.3.3)
sowohl mit FFV-Bet, als auch mit FIV-Vif gezeigt, dass beide Proteine den viralen Titer in
Anwesenheit von feA3C-a zumindest teilweise stabilisieren kénnen. Dabei leitet die Bindung
von Bet an feA3C-a jedoch nicht dessen Sequestrierung ein. Jedoch kdnnten limitierende
feA3C-a-Megen auch ein Grund fir die Stabilisierung des viralen Titers sein. In weiterfihrenden
Untersuchungen, bei denen pfeA3C-a-Expressionsplasmide in ansteigenden Mengen zu Bet-
komplementierten pCF7-BBtr-Vektoren transfiziert werden, muss der Einfluss der molaren feA3-
Konzentration auf den viralen Titer eingehender untersucht werden.

In vorangegangenen Studien wurde bereits gezeigt, dass PFV-Bet die Infektidsitat von PFV und
HIV-1 in Anwesenheit von hA3G bzw. agmA3G signifikant erhdht (Russell et al., 2005). Dieser
Anstieg in der Infektiositat korreliert mit einer beobachteten Reduktion der Inkorporation von
hA3G bzw. agmA3G in entstehende Virionen. Auch im felinen FV-System wurde eine Inhibition
der Inkorporation der feA3-Formen in wt FFV beobachtet, worauf in Abschnitt 5.2 eingegangen
wird.

5.2 Interaktion der feA3-Formen mit foamyviralen Proteinen

In der vorliegenden Arbeit wurde bereits dargestellt, dass die Titer Bet-defizienter oder mutierter
FFV-Partikel durch die drei feA3C-Isoformen mit unterschiedlicher Intensitdt supprimiert
werden. In Co-Immunoprazipitationsstudien mit den cotransfizierten feA3-Hauptformen und wt-
bzw. Bet-mutierten FFV-Genomen wurde einerseits gezeigt, dass Bet mit allen drei feA3-
Hauptformen interagiert und so allen zelluldren feA3-Aktivitdten entgegenwirkt (Abschnitt 4.4).
Dabei reicht die Bindung von Bet an die feA3C-Isoformen aus, um ihren antiviralen Effekt zu
unterbinden. Andererseits fihrt schon eine geringfligige Mutation im putativen Leuzin-Zipper-
Motiv von Bet zu einer Unterbrechung der feA3-Bet-Interaktion und damit auch zu einer viralen
Titerreduktion in Anwesenheit der feA3Cs. Die Tatsache, dass eine geringfiigige Mutation
innerhalb des Bet-Proteins (BetMCS) eine Titerreduktion im gleichen Ausmal® wie die
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Trunkation von Bet auslést und gleichzeitig nicht mit den funf feA3-Haupt- und Isoformen
interagiert, weist auf die zentrale Funktion dieser Sequenz in FFV-Bet hin. Ob diese Sequenz
direkt die Funktion der feA3-Proteine beeinflusst, z.B. wahrend deren Bindung oder ob diese
Sequenz fir die korrekte Faltung von Bet essentiell ist, ist bislang nicht geklart.

Bet interagiert mit allen feA3-Haupt- und Isoformen, obwohl nur die feA3C-Isoformen antiviral
gegen FFV aktiv sind. Dies weist darauf hin, dass sich Bet im Laufe der Evolution hinsichtlich
einer Interaktion mit allen Mitgliedern der feA3-Familie co-entwickelt hat. So hat sich im FFV-
Genom ein breit angelegter protektiver Mechanismus entwickelt, der auch auf feA3-Mitglieder
abzielt, die entweder bislang noch keine oder nicht mehr eine antivirale Aktivitdt gegen Bet-
defizientes FFV zeigen. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit haben gezeigt, dass fir die
Interaktion von FFV-Bet mit den drei feA3-Hauptformen feA3C-a, -H und -CH kein weiteres
zelluldres Protein oder virale RNA bendtigt wird. Dies weist auf die hohe Effizienz des
protektiven Mechanismus von FFV-Bet hin. Die Bindung von Bet an die feA3-Hauptformen
reicht aus, um den antiviralen Effekt zu verhindern. Die feA3-inaktivierende Funktion von Bet ist
fur die FFV-Replikation essentiell, da kein Bet-defizientes Foamyvirus bekannt ist.

In der vorliegenden Arbeit wurden neue experimentelle Systeme etabliert, um zu bestimmen, ob
die Sequestrierung der feA3-Proteine von dem Ort der Morphogenese der FV-Partikel weg der
inhibitorische Mechanismus von Bet ist. In Proteininteraktionsstudien wurde gezeigt, dass die
Interaktion des ein-Domanen feA3C-a- und des zwei-Domanen feA3CH-Proteins mit FFV-Gag
unabhangig von der RNA-Anwesenheit ist (Abschnitt 4.5, 4.5.2). Dies steht in Gegensatz zu
den Ergebnissen von hA3G-Inkorporationsstudien in HIV-1-Virionen, welche eine virale RNA-
Abhangigkeit der Inkorporation von hA3G zeigen (Khan et al., 2005; Sawyer, Emerman, and
Malik, 2004; Svarovskaia, 2004; Zennou et al., 2004).

In Virusisolationsstudien wurde die Inkorporation von feA3C-a und -CH, nicht aber von feA3H in
Bet-trunkierte und -mutierte FFV-Virionen bestatigt (Abschnitt 4.5.3). Einer Inkorporation in Bet-
trunkierte oder mutierte FFV-Viruspartikel geht somit wahrscheinlich die Interaktion mit FFV-
Gag voraus. Diese Experimente zeigten, dass sowohl die Gag-Interaktionsstelle als auch die
katalytisch aktive Stelle zur antiviralen Aktivitdt gegen Bet-defizientes FFV in der feA3C-
Domane lokalisiert sind. Eventuell wird diese Domane durch die Zusammenlagerung der beiden
feA3C- und -H-Domanen im feA3CH-Protein sterisch blockiert, so dass dieses Protein keine
antivirale Aktivitdt gegen Bet-defizientes FFV aufweist. Eine Aufteilung der katalytischen
Funktions- und der Bindungsstelle an FFV-Gag auf die C- und H-Doméane, wie sie analog fir
das hA3G und -F gezeigt wurde, kann fir das zwei-Domanen feA3CH-Protein nicht bestatigt
werden (Hache, Liddament, and Harris, 2005).

Die Resultate zeigen, dass FFV-Bet alle drei feA3-Hauptformen bindet, die in der Zielzelle
exprimiert werden und so die Gag-Interaktionsseite blockiert. So wird wahrscheinlich die
Inkorporation der feA3C-a- und -CH-Proteine in neu entstehende virale Partikel blockiert. Dies
verhindert Hypermutationen im FFV-Provirus wahrend der Reversen Transkription und erhdht
die Infektidsitat des Virus (Cullen, 2006). Der alternative Mechanismus, bei dem FFV-Bet die
feA3-Hauptformen zur proteasomalen Degradation leitet, kann dagegen durch den Nachweis
eines stabilen intrazellularen feA3-Leves in An- und Abwesenheit von MG132 ausgeschlossen
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werden. Frihere Studien haben gezeigt, dass FFV-Bet in CrFK-Zellen ein hohes
Expressionsniveau hat (Alke et al., 2001). Das PFV- bzw. FFV-Bet-Protein muss zur
Inaktivierung der feA3C-Proteine im Gegensatz zu HIV- bzw. FIV-Vif, in stéchiometrischen
Mengen vorliegen. Daher wird Bet in sehr groRen Mengen in FV-infizierten Zellen exprimiert
(Linial, 1999). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass das Bet-Protein ein primitives Ortholog
zum HIV-Vif darstellt (Cullen, 2006).

Des Weiteren zeigen die Ergebnisse, dass die Gag-Interaktionsstelle in der feA3C-Doméane
lokalisiert ist. Die im Vergleich zu feA3C-a und -c¢ nur schwache Interaktion von feA3C-b mit
FFV-Gag ist vermutlich auf Mutationen einzelner AS in der feA3C-b-Sequenz zurlckzuflhren.
Allerdings ist bislang noch unklar, welche der finf von feA3C-a- und -c-Consensussequenzen
abweichenden AS flr die geringe Interaktion mit FFV-Gag verantwortlich sind.

Vorangegangene Studien ergaben kontroverse Ergebnisse bezilglich einer mdglichen
Inaktivierung von hA3G durch eine Delokalisation in cytoplasmatische Mikrodoméanen, den sog.
P-bodies (Gallois-Montbrun et al.,, 2007; Niewiadomska et al, 2007). In
Immunofluoreszenzstudien, die mit FFV-infizierten CrFK-Zellen durchgefihrt wurden, wurde
nach Immunfluoreszenzfarbung der P-bodies und von feA3C- bzw. -CH keine Co-Lokalisation
dieser feA3-Formen mit P-bodies beobachtet (Daten nicht gezeigt). Dieses Ergebnis zeigt, dass
FFV-Bet-Proteine die feA3-Haupt- und Isoformen binden, diese jedoch nicht in
cytoplasmatische Mikrodoméanen delokalisieren, sondern mit ihnen im Cytoplasma verbleiben.

5.3 Einfluss der feA3-Dimerisierung auf die antivirale Aktivitat

Aus friheren Studien ist bekannt, dass hA3G in dimerisierter Form vorliegen muss (Cho et al.,
2003; Prochnow et al., 2007; Shindo et al., 2003), um enzymatisch aktiv zu sein. Die Homo-
und Heterodimerisierung wurde auch fir die felinen A3-Hauptformen in der vorliegenden Arbeit
untersucht (Abschnitt 4.6). Zusatzlich wurde dem Hinweis nachgegangen, ob FFV-Bet im
viralen Kontext die Dimerisierung von feA3-Proteinen inhibiert. Mithilfe von Proteininteraktions-
Studien wurde gezeigt, dass die ein-Domanen feA3-Formen homo- und heterodimerisieren,
wahrend keine Dimerisierung der zwei-Domanen feA3CH-Form mit den ein-Doménen feA3-
Formen zu beobachten ist. Die feA3CH-Form besteht aus den feA3-C- und -H-Domanen, daher
ist die Dimerisierungsstelle beider feA3-Unterdomanen innerhalb des intramolekularen feA3CH-
Proteindimers bereits besetzt. Die Ergebnisse der Arbeit zeigen, dass FFV-Bet im foamyviralen
Kontext die Dimerisierung der feA3-Hauptformen nicht inhibiert. Somit ist ein weiterer méglicher
Inhibitionsmechanismus von FFV-Bet ausgeschlossen. Dies unterstiitzt die Vermutung, dass
FFV-Bet lediglich die Verpackung der feA3-Haupt- und Isoformen inhibiert, indem es z.B. an die
feA3-Gag-Interaktionsstelle bindet und diese so blockiert. Auch eine direkte Blockade des
aktiven Zentrums von feA3 durch Bet ist nicht wahrscheinlich, wie in vorangegangenen Studien
besprochen wurde (Léchelt et al., 2005).
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In vorangegangenen Studien war noch nicht untersucht worden, ob die Anwesenheit der
inaktiven oder weniger aktiven feA3-Haupt- und Isoformen einen trans-dominant-negativen
Effekt auf die antivirale Aktivitat der feA3C-a-c-Isoformen hat. In der vorliegenden Arbeit wurde
unter den angewandten Bedingungen gezeigt, dass feA3-Proteine sich nicht gegenseitig in ihrer
antiviralen Aktivitat inhibieren und somit ein trans-dominant-negativer Effekt schwach aktiver
feA3-Proteine gegeniber inhibitorisch sehr aktiven Proteinen ausgeschlossen werden kann
(Abschnitt 4.6.1).

5.4 Bedeutung des katalytischen Zentrums von feA3C-a flir
dessen Phanotyp

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit fihrten zu der Fragestellung, ob eine Zerstérung des
aktiven Zentrums in feA3C-a eine Suppression der antiviralen Aktivitat zur Folge hat, oder ob
feA3 auch durch einen deaminierungs-unabhangigen Mechanismus den foamyviralen Titer
supprimiert (Bishop, Holmes, and Malim, 2006; Holmes, Malim, and Bishop, 2007; Newman et
al., 2005; Opi S, 2006; Shindo et al., 2003). Um den aus vorangegangenen Studien fur hA3 und
HIV-Vif beschriebenen Hinweis nachzugehen, wurden in der vorliegenden Arbeit katalytische
und strukturelle Mutanten des feA3C-a-Proteins hergestellt und auf ihre antivirale Aktivitat,
sowie auf ihre funktionelle Interaktion mit foamyviralen Proteinen hin untersucht (Abschnitt
4.7.2). Hierbei wurde klar ersichtlich, dass die Zerstérung des katalytischen Zentrums durch die
Mutation des katalytisch oder strukturell wichtigen E bzw. C in den beschriebenen feA3C-a-
Mutanten mit einem kompletten Funktionsverlust der antiviralen Aktivitat gegen Bet-trunkiertes
FFV einhergeht, was mit den Ergebnissen von Miyagani et al. in Bezug auf hA3G und HIV
Ubereinstimmt (Miyagi et al., 2007). Neben dem Verlust der enzymatischen Aktivitat werden die

katalytischen E70-Mutanten auch nicht mehr in Virionen Bet-defizienter Genome verpackt.

Die Ergebnisse der semiquantitativen Immunoblot-Analyse zeigte Uberraschenderweise eine
starke Abnahme der E70-mutierten feA3C-a-Proteinexpressionen in Anwesenheit von wt FFV,
bzw. von FFVBBtr, nicht aber in deren Abwesenheit. Nachdem der Immunoblot mit
monoklonalen Antikérpern gegen Ubiquitin wiederholt wurde, zeigte sich, dass nur die E70-
mutierten feA3C-a-Formen spezifische hochmolekulare Ubiquitinierungsbanden aufwiesen
(Daten nicht gezeigt). Weitere Untersuchungen sind nétig um die Rolle von FFV-kodierten oder
induzierten Faktoren fir die Instabilitat dieser feA3-Mutanten aufzuklaren. Beispielsweise
konnte dieser Versuch in Anwesenheit des Proteasominhibitors MG132 wiederholt werden, um
die Instabilitat der feA3C-a Mutanten auf ihren proteasomalen Abbau zurtckfihren zu kénnen.
Die bereits vorliegenden Ergebnisse deuten auch auf eine verminderte Verpackung der feA3-
Mutanten in Bet-defiziente FFV-Partikel hin, mit der dann entsprechend eine weitere
Suppression der antiviralen Aktivitat einhergeht.
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Um diesen Hinweis nachzugehen, wurden Proteininteraktionsstudien mit FFV-Gag und den
feA3C-a-Mutanten sowie wt feA3C-a durchgefiihrt (Abschnitt 4.7.3). Dabei wurde gezeigt, dass
die E70-Mutante sowie die Doppelmutante nicht mit FFV-Gag interagiert, wahrend Interaktionen
mit wt feA3C-a sowie mit der C72S-Mutante klar detektierbar waren. Aus diesen Daten kann
geschlossen werden, dass die katalytisch wichtige AS E70 fiir die Interaktion mit FFV-Gag eine
essentielle Rolle spielt. In Analogie dazu steht auch das Ergebnis der Verpackungsstudien der
feA3C-Formen in Bet defiziente FFV-Partikel: feA3C-a E70Q sowie die Doppelmutante werden
nicht in Bet-defiziente Viruspartikel verpackt. Andererseits zeigt dieses Experiment eine
Verpackung von wt feA3C-a und der C72-Mutante. Diese Ergebnisse bestatigen die Ergebnisse
der FFV-Gag-Interaktion mit wt feA3C-a und den Mutanten. Unklar ist bislang, weshalb die C72-
Mutante ebenfalls keine antivirale Aktivitat gegen Bet-defizientes FFV zeigt, obwohl es mit FFV-
Gag interagiert und in die entsprechenden Virionen inkorporiert wird. Weitere Studien der
feA3C-a-Mutanten mit felinen Retroviren sind notwendig, um Aufschluss Uber ihre Stabilitat und
die Notwendigkeit des katalytischen Zentrums fiir die antivirale Aktivitat zu gewinnen.

Zusammenfassend wurde im Rahmen dieser Arbeit gezeigt, dass das katalytische E sowohl fur
die antivirale Aktivitat des feA3C-a ist, als auch fiir die Interaktion mit Gag und die Verpackung
in Virionen essentiell ist.

5.5 Charakterisierung eines chimaren pCF7-Vif-Vektors

Die Ergebnisse der vorangegangenen in vitro-Experimente zeigten, dass FIV-Vif nach
Transkomplementierung den protektiven Effekt von FFV-Bet in Bet-defizientem FFV ersetzen
kann (Abschnitt 4.3.1-4.3.3). In diesem Zusammenhang war es von besonderem Interesse zu
untersuchen, ob ein genomischer Austausch von FFV-bet durch FIV-vif innerhalb des
Virusgenoms den viralen Titer gleichermallen vor endogenem feA3 in CrFK-Zellen schutzt
(Abschnitt 4.8). Im Rahmen dieser Arbeit wurde hierzu ein chimares pCF7-Vif-Konstrukt
entwickelt, das durch partielle Deletion der bel 2-Region und anschlieRender Fusion des FIV-vif-
Gens an dem C-Terminus des bet-Gens hergestellt wurde. Zwischen dem C-Terminus von bet
und dem N-Terminus von FIV-vif wurde eine Protease-Schnittstelle eingefiigt, die zu einer
Abtrennung des FIV-vif-Proteins vom C-Terminus des Bet-Proteins nach Translation fiihren soll.

Die Analyse der Expression des Vif-Proteins im pCF7-Vif-Genom zeigte, dass Vif nach
Transfektion in 293T-Zellen hauptsachlich in ungeschnittener Form vorlag, demnach als
chimares Bet"-Vif exprimiert wurde. Nur ein geringer Anteil der exprimierten Vif-Proteine wurde
geschnitten und lag daher in nativer Form vor (Abschnitt 4.8.1). Die von uns eingefigte
Protease-Schnittstelle zwischen dem N-Terminus von bet und dem C-Terminus von F/V-vif
erwies sich demnach als nicht ausreichend fir eine effiziente Freisetzung von authentischen
FIV-Vif-Proteinen. Dies kann auch den im Vergleich zu wt FFV geringeren viralen Titer erklaren,
der in der ersten Passage der CrFK-Zellen um 1,5- bzw. nach zwei Passagen um 2-
Zehnerpotenzen niedriger liegt. Der Abfall des Titers des FFV-Vif in der ersten Passage im
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Vergleich zur zweiten Passage ist mit der Expression der endogenen feA3-Proteine in den
CrFK-Zellen zu erklaren. Diese sind antiviral aktiv gegen das FFV-Vif, das durch den
ineffizienten Schnitt an der Protease-Schnittstelle nur schwach funktionelles FIV-Vif exprimiert.
In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Insertion eines FIV-Vif-Gens mit
vorgeschalteter Protease-Schnittstelle in einen pCF7BetMCS-Vektor und die daraus
resultierende Inhibition der Bel 2/Bet-Expression einen stabilen Titer gewahrleistet, der jedoch
im Vergleich zu wt FFV um bis zu 3 Zehnerpotenzen niedriger ist.

Untersuchungen der antiviralen Aktivitdten der drei feA3-Hauptformen gegen FFV-Vif zeigten,
dass nur feA3C-a den viralen Titer um mehr als eine Zehnerpotenz supprimiert (Abschnitt
4.8.1). Der virale Titer des chimaren FFV-Vif wird von feA3C-a schwacher supprimiert im
Vergleich zur antiviralen Aktivitdt von feA3C-a gegen FFVBetMCS, dessen Titer um 3
Zehnerpotenzen supprimiert wurde. Das wt Bet ist in der Inhibition von feA3C-a effizienter als
das chimare Bet"-Vif. Das von FFV-Vif exprimierte Bet"-Vif-Protein wirkt suppressiv gegen
feA3C-a, wird aber, wie bereits besprochen, nur im geringen Umfang geschnitten. Daher ist nur
ein geringer Anteil der exprimierten Vif-Proteine korrekt gefaltet und katalytisch aktiv.

Da es fur weiterfihrende Anwendungen des pCF7-Vif-Vektors hinsichtlich einer mdglichen
Anwendung als therapeutischen Vektor von Interesse war, dessen langfristige Stabilitat in
CrFK-Zellen zu untersuchen und gegebenenfalls zu erhéhen, wurde in der vorliegenden Arbeit
eine Langzeitpassagierung des pCF7-Vif-Vektors im Vergleich zu wt FFV durchgefihrt
(Abschnitt 4.8.2). Das Verschwinden der ungeschnittenen Vif-Bande von 39,9 kDa nach sieben
Passagen und die daflr auftretende Doppelbande von 32 bzw.30 kDa korreliert mit dem
Titeranstieg von FFV-Vif relativ zu wt FFV. Untersuchungen der viralen DNA aufgereinigter
FFV-FIV-Partikel aus den spaten Passagen zeigten, dass diese im Vergleich zu den friihen
Passagen eine signifikante Haufung von wahrscheinlich feA3C-induzierten Mutanten (G—A-
Austausche) aufwiesen. Bei den spater auftretenden Mutationen waren préaferentiell die Codons
von Tryptophan-X-Asparagin innerhalb des Bet betroffen, das durch zwei unabhangige
Mutationen von TGG zu den Stopp TAG und TGA verandert wurde (Abschnitt 4.8.3). Die
Tatsache, dass sich dieser Hotspot kurz vor dem Vif-Start-Methionin befindet, ist eine mogliche
Erklarung fur die erhdhte Expression des Vif-Proteins und wurde auch in weiterfihrenden
Mutationsstudien bestatigt (Daten nicht gezeigt).

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass durch einen konstanten natirlichen
Selektionsdruck, hervorgerufen durch die Expression der endogenen feA3C-Proteine in CrFK-
Zellen der virale Abwehrmechanismus von des Bet-Vif-Fusionsproteins zunachst schwach war.
Durch akkumulierte Mutationen im pCF7-Vif-Vektor, wurde die Expression des katalytisch
aktiven, authentischen FIV-Vif-Proteins beglnstigt und somit die virale Abwehr gestarkt. Mit
diesen Erkenntnissen kann so ein therapeutischer Vektor entwickelt werden. Dieser basiert auf
einem chimaren pCF7-Vif-Vektor mit optimierter Protease-Schnittstelle und verfugt somit Uber
einen effizienten protektiven Mechanismus gegen Proteine der angeborenen Immunabwehr.
Des Weiteren kann dieser chimare pCF7-Vif-Vektor als Grundlage fir eine
Vakzinierungsstrategie gegen FIV dienen. Dieser verbindet die Apatogenitat des FFV und den
effizienten Abwehrmechanismus des FIV-Vif-Proteins.
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Die Analyse der genomischen APOBEC3-Region der Hauskatze (F. catus) ergab, dass sich die
chromosomale APOBEC3-Loci von Primaten, Nagetieren und Hunden wesentlich
unterscheiden (Munk et al., 2008). Drei Kopien des feA3C-Genes wurden auf dem Chromosom
B4 lokalisiert. Sie codieren fir drei feA3C-Isoformen, die sich in 6 bzw. 7 Aminosauren
voneinander unterscheiden. Neben dem Nachweis von drei sehr ahnlichen feA3C-Genen und
einem feA3H-Gen wird post-transkriptionell durch alternatives SpleiRen ein zwei-Domanen
feA3CH-Protein als Fusionsgen gebildet. Diese feA3-Proteinfamilie bildet als Teil der
angeborenen Immunantwort einen entscheidenden antiviralen Abwehrmechanismus und
inhibiert die Replikation Bet-defizienten felinen Foamyvirus sowie Vif-defizienten
Katzenimmundefizienzvirus.

Ein elementarer Bestandteil der Arbeit war die Untersuchung der Expression endogener feA3-
Proteine in Katzenzellen sowie die Analyse ihrer antiviralen Aktivitdt und der Interaktion mit
foamyviralen Bet- und Gag-Proteinen. Die Expression des zwei-Domanen feA3CH-Proteins
wurde in CrFK- und Mya-Zellen nachgewiesen, wahrend feA3C- und -H-Proteine nur in CrFK-
Zellen nachweisbar waren. Die spezifische antivirale Aktivitat der einzelnen feA3-Hauptformen
gegen Bet-deletiertes FFV sowie ihre Interaktionen mit FFV-Bet und FIV-Vif zeigen, dass Vif die
proteasomale Degradation aller feA3s induziert wahrend Bet lediglich an alle feA3-Proteine
bindet. Die Bet-feA3-Komplexbildung inhibiert die Inkorporation der feA3C und -CH-Proteine in
FFV-Partikel. Dabei korreliert die Interaktion der C-Doméne der feA3-Formen mit FFV-Gag mit
der Inkorporation in Virionen Bet-defizienter FFV-Genome. Offen ist ob Bet die Komplexbildung
mit feA3 sequestriert, die Gag-feA3-Bindungsstelle maskiert oder der Nicht-
Inkorporationsphanotyp von Bet auf das gebundene feA3 Ubertragen wird. Ein intaktes
strukturelles Zentrum von feA3C-a ist essentiell fur den antiviralen Effekt wahrend die
Veranderung des katalytischen Zentrums die Inkorporation verhindert. Sowohl die Mutation des
katalytischen Zentrums als auch einer strukturell wichtigen Aminosaure im feA3C-a haben
einen Verlust der antiviralen Aktivitdt gegen Bet-defizientes FFV zur Folge. Die Aminoséauren
des katalytischen Zentrums von feA3C-a sind fir die Interaktion mit FFV-Gag essentiell.

Die funktionelle Komplementaritat der viralen Abwehrfaktoren Bet und Vif zur Wiederherstellung
des foamyviralen Titers fuhrten zur Konstruktion eines chiméaren pCF7-Vif-Vektors, der durch in
vitro-Selektion optimiert wurde. Durch seinen stabilen Titer in seriellen Langzeitpassagen bildet
dieser Vektor eine geeignete Grundlage flur die Entwicklung eines Vakzinevirus gegen FIV.

In dieser Arbeit wurde der foamyvirale Abwehrmechanismus gegen ein Protein der
angeborenen Immunantwort auf molekularer Ebene aufgeklart. Aufbauend auf diesen
funktionellen Grundlagenstudien wurde ein chimares Vakzinevirus entwickelt, das das FIV-Vif-
Immunogen und (weitere Antigene) im Kontext des apathogenen FFV Vektorgenoms
exprimieren kann.
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