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ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit konnte die in der Doktorarbeit von Marcus Graf aufgestellte
Theorie Uber die Regulation der spdten HIV-1 Expresson weiter belegt werden (Marcus
Graf, Doktorarbeit-RIMMH, 2000). Er vermutete, dass die Kontrolle der Rev-abhdngigen
HIV-Transkripte von der Anwesenheit des 5-SD (Spleif3donor) abhéngig und die zdlulare
Spleifmaschinerie an dem Kontrollproze3 betelligt is. Darlber hinaus konnte er zeigen,
dass dar 5-SD zur nukletren Stabiliserung der INS (,instability or inhibitory
sequences’)-hdtigen RNA notwendig id. Demzufolge ist die Kernretention der spéten
HIV-Transkripte sowohl auf ineffizientes Spleil¥en, ds auch auf die Présenz AU-reicher
(Repressor-) Sequenzen zuriickzufUhren.

Anhand chimé&rer gag-HIV-Kongrukte, in denen bestimmt Sequenzbereiche an die
Kodonwahl von hochexpremierenden Sdugetiergenen angepald wurden, konnte jetzt weiter
dargestellt werden, dass die 5-Hdfte des gag-Genes fir die niedrige Pr55%%-
Expressonsrate mit wtgag trandizierten Zdlen verantwortlich is. Es kamn hierbel davon
ausgegangen werden, dass die Gag-Represson auf enen additiven inhibitorischen Effekt
innerhab der wtgag-Sequenz zurtickzufiihren ist. Desweiteren hat die Stabilitét der gag-
RNA der chimaen Konstrukte einen Einflud auf die Pr55%%-Expresson. Diese liegt
dlerdings nicht an dem zugrundeliegenden A/U-Gehdlt der gag-Plasmide.

Desweiteren  wurde bewiesen, dass die Anwesenheit von 5-SD  inhibitorische
Sequenzmotive innerhdb von wtgag dabiliseren kann, diese Motive aber fir ihre Starke
destabiliserende Wirkung das RR-Element bendtigen.

Bel der Charakteriserung der kontrovers diskutierten INS Elemente von wtgag konnte
gezeigt werden, dass ihre Funktion nicht Uber die ARE- (A/U-rich elements 5-UAAAU-
3) bzw. hnRNP A1-(5-UAGGGA-3) Bindestdlen vermittet wird. Ebenso scheidet das
klasssche Moddl der ARE-vermittelte RNA-Degradierung aus. Demzufolge wirde die
diskutiete Kolokdidgerung ungesplei@er HIV-1 pr&mRNAs Uber die Bindung von
hnRNP Al an die ESS (,exonic splicing slencer”)-Elemente verlaufen. Zudem konnte
dargestellt werden, dass die mehrfach beobachtete Beteiligung von SC35 (5-UGCNGYY -
3" bzw. 5-AGCAG-3) und SF2Z/ASF (5 -RGAAGAAC-3 bzw. 5-SRSASGA-3) an der
Regulation der spdten HIV-Transkripte zumindest nicht Uber diese vier Mative innerhab
der wtgag-RNA vermittelt wird. Anhand weterer Computerandysen wurde hier zum
ersten Ma beschrieben, dass in der Studie von Schneider aus dem Jahr 1997 dle Sam68
(68-kDa Scr-associated substrate during mitosis) (5-UAAA-3)-Bindestdlen in der
wtgag-Sequenz zerstort wurden (Schneider et al., 1997). (Mit dieser Arbeit gelang es Schneider
damals, die Lokalisierung der INS Elemente in wtgag einzugrenzen.) Bemerkenswert ist hierbel, dass
man von Sam68 vidsatige Funktionen kennt: Es ig Bestandteil der SNBs (,Sam68
nuclear body*) und kann bem Spleif3en, Export und Trandation kontrollierend eingreifen.
Mittlerweile wurde ihm immer wieder ene Rolle bel der pod-transkriptionden Regulation
von HIV-1 zugesprochen. Eine Aussage darlber, inwieweit Sam68 hierba wirklich von
Bedeutung id, kann aber dlein auf Computeranalysen nicht gemacht werden. Demzufolge
werden in der Diskusson nur theoretische Moddle Uber die Wirkungsweise von Sam68
be der Rev-abhdngigen Expression aufgestdllt.

Desweiteren konnte gezeigt werden, dass die gestdrte Funktion von Rev in murinen Zdlen
auf den Zdltyp und auf Faktoren zurlickzufUhren snd, die am 5-Ende der gag-RNA
binden.
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Um zu bestétigen, dass sowohl der 5'-Hauptspleilidonor as auch der A/U-Reichtum der
HIV-Transkripte die minimaen Voraussetzungen fir ihre Kernretention und die Rev-
abhdngige Expresson dargdlen, wurden in der vorausgegangenen Diplomarbeit von
Sylvia Kehlenbeck en  GFP-Reporterkongrukt — entworfen, welches in  sgnem
Kodongebrauch an den des HIV-1 Genoms hivGFP) angepal® wurde (Sylvia Kehlenbeck,
Diplomarbeit-RIMMH, 2000). In Transfektionsstudien erwies sich die hivGFP-RNA in
Anwesenheit des 5-SD ds dabil im Zdlken und konnte nach Berdtgedlung des
Rev/RRE- Systems auch im Zytoplasma nachgewiesen werden.

Um zu Uberprifen, inwiewet ,kryptische® Spleil}donoren ds CRS (,cis-acting repressor
sequences’) die Rev-Abhdngigkeit virder RNAs besimmen und be der Regulation der
hivGFP-Expresson zum Tragen kommen, wurde in der vorliegenden Doktorarbelt en
Pasmid entworfen, indem - so wet wie mdglich - sowohl dle internen , konsensus® as
auch dle ,kryptischen” Spleiffdonoren innerhab von hivGFP mutiert wurden (DsdGFP).
Anhand diessr Studie konnte dargestdllt werden, dass |, kryptische® Spleif3donoren nicht fir
die HIV-typische Abhangigkeit der Genexpresson von hivGFP (Anwesenheit der cis- (UTR,
RRE) und trans-aktiven (Rev) Elemente) verantwortlich Snd.

Mit einer weiterfUhrenden Studie konnte hier nun gezeigt werden, dass auch nicht der reine
A/U-Gehdt der Transkripte fir die Regulation wédhrend der HI-virden Genexpresson
ursichlich id. Dies ig ein weterer Beleg dafir, dass die Replikation von HIV auch anhand
von definierbaren, bisher aber kaum charakteriserten, cis-aktiven Elementen reguliert
wird. Es kann nur vermutet werden, dass es dch hier um die RNA-Bindemative von
Sam68 (5"-UAAA-3) handelt.

In Andogie zu den chimé&en gag-Konstrukten, wurden desweiteren drel chimére HI-
Proviruskongtrukte erzeugt, in denen bestimmte Sequenzbereiche innerhdb des gag-Genes
an die Kodonwahl von hochexpremierenden Sdugetiergenen angepald wurden. Damit
konnte in der vorliegenden Arbet egmas im provirden Umfdd gezeigt werden, dass
Sequenzmodifikationen am 5-Ende des HI-virden Genoms enen Einflud auf die
Virusreplikation haben. Der gestérte Vermehrungszyklus der chiméren Proviren korrdiert
dabe mit ener zum Wildtyp andersatigen RNA-Synthese, as auch unterschiedlicher
RNA- und Protein-Prozesserung, obwohl nur die Nukleinsduresequenz variiert wurde und
nicht die daraus resultierende Aminosiuresequenz. Die niedrige Expressongrate der spéten
HIV-Gene der 5-kodonmodifizierten Proviren kann dabel auf RNA-Ebene zurlickgefuhrt
werden. Inwieweit Sam68, ESE (,,exonic splicing enhancer), ESS und Tat zur schwachen
Konzentration der RNA batragen wird in enem theoretischen Moddl in der Diskusson
erlautert. Desweiteren konnte gezeigt werden, dass HI-Provirusmutanten, die am 5-Ende
Sequenzmodifikationen beinhaten, nicht mehr nachweisbar replizieren konnen. Dies kam
() af ene fehlerhafte Prozesserung von Gag, die zu enem geddrten bzw. keinem Einbau
von Env in die korrespondierenden Viruspartikel fihrt, baseren, (ii) auf das Fehlen des
trans-aktiven virden p40-Proteins begrindet liegen und/oder (iii) auf ene gestorte
reversen  Transkription  zurlickgefuhrt  werden. Der  chimae Provirus mit  der
kodonoptimierten Sequenz am 3-Ende von gag zeigt gegenlber zum Wildtyp eine nur
leicht verzOgerte Replikation mit ener reduzieten p24-Produktion. Damit Steht dieser
Provirus unter keinem Sdektionsdruck, weshdb ba ihm auch keine manifedtierte
Rickmutation zur Wildtyp- Sequenz zu beobachten war.
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Insgesamt wird durch diese Studie die Hypothese gestiitzt, dass cis-aktive RNA Elemente
im Lesrahmen von gag und/oder gagpol von HIV enen Enflu?@ auf die RNA-
Prozesserung, - Stabilité und - Export ds auch Virusreifung haben.

Die Ergebnisse diesr Sudie konnen hilfrach san, d@nen in saner  Virdlenz

engechrankten HI-Provirus zu erzeugen, der die Grundlage fir die Produktion
atenuierter Lebendimpfgtoffe darsdlt.
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Abkurzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

H mikro (10°®)

A

A Ampere

aa. Aminosaure (aminoacid)

AG Arbeitsgruppe

AIDS erworbenes Immundefizienz Syndrom
(aquired immundefiency syndrome)

AK Antikorper

Amp Ampicillin

AP Alkalische Phosphatase

APC Antigen-prasentierende Zelle

APS Ammoniumpersulfat

ARE A/U-rich element

AS Aminoséaure

ASF/SF arginin/serin-rich non-snRNP splicing factors

B

bp Basenpaar

BSA Rinderserumal bumin (bovine serum albumine)

bzw. beziehungsweise

C

CA capsid protein

ca circa

CaHPO, Cal ciumphaosphat

CAT Chloramphenicol Acetyltransferase

CDR complementarity-deter mining regions

chgag chimares gag-Konstrukt

CIP Calf Intestine Phosphatase

Crml chromosome region maintenance 1

CRS cis-acting repressor sequences

CTL cytotoxische T-Lymphozyten (cytotoxic T-lymphocytes)

D

Da Dalton

DAB Diaminbenzoid

dam dam-Methylase (Methylierungsdefekt in E. coli)

dcm dcm-Methylase (Methylierungsdefekt in E. coli)

DMEM Dulbecco’s Mod Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure (DNS)

ds double stranded (doppel strangig)

DTT Dithiothretiol

E

E. coli Escherichia coli

ECL enzym chemol umineszenz

EDTA Ethylendiamintetraacetat (Titriplex I11)

elF-5A eukaryotic initiation factor 5A

ELISA enzymlinked immunosor bent assay

Env envelope (Hullprotein)

ESE exon splicing enhancer

ESS exon splicing silencer

etal. und andere

EtBr Ethidiumbromid

EtOH Ethanol

F

f forward (Kurzbezeichnung fir einen 5™-Primer)

F Fragment
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FKS fotales Kalberserum

G

Gag gruppenspezifischen Antigen

GFP green fluorescent protein

GmbH Gesdllschaft mit beschrankter Haftung

ap Glykoprotein

H

h Stunde

HoOpidest zweifach destilliertes Wasser aus einer Millipore Anlage
HAART highly active antiretroviral therapy
HeBs HEPES buffered saline

HIV-1/2 Humanes Immunschwéche-Virus Typ 1/2
HLA Humanes L eukozyten Antigen

hnRNP heterogenous nuclear ribonucleoprotein
HPV Human Papillomavirus

HRP hor se-radish peroxidase (M eerrettich-Peroxidase)
I

Ig Immunglobuline

IL Interleukin

INS inhibitory or instability sequences

IRES Internal Ribosome Entry Site

K

Kana Kanamycin

kbp Kilobasenpaar

kD Kilodalton

L

I Liter

lac Defekt im Lactose-Operon von E. coli
LB-Medium Luria Bertani-M edium

LI Linkerprotein

Lsg. Ldsung

LTR long terminal repeat

M

M main

M Molar (Mol pro Liter)

MA Matrix-Protein

mA Milliampere

MCS multiple clonig site (Polylinker)

MeOH M ethanol

MHC Haupt-Histokompatibilitéts-Komplex (major-hi stocompatibility complex)
min Minute

ml Milliliter

MOPS 4-Morpholinopropansulfonsaure

MRC Medical Research Council, UK

MRNA Boten-RNA (messenger)

mMRNP messenger ribonucleoprotein

MW Molekulargewicht oder Mittelwert

N

n nano (10°9)

N new oder non-M, non-O

NaAc Natriumacetat

NBT 4-Nitro blue tetrazolium chloride

NC nucleocapsid

Nef negative regulator

NES nuclear export signal

NLS nuclear lokalization signal

NMD nonsense-mediated decay

NNRTI Nicht-Nukleosid Reverse Transkriptase | nhibitoren
NPC nuclear pore complex (Zellkernporenkomplex)

NRTI Nukleosid / Nukleotid Reverse Transkriptase Inhibitoren
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NTF-2
NTR
Nup

O.D.
OPD
ori

PABP1
PAGE
PB
PBS
PCR
Pen
Pfu

pH

PI

POD
Pol
poly(A)
PR

R

r
RanGAP1
Rev
RHA
RIMMH
Rip/Rab
RNA
rpom
RRE

RT

S

St.Abw.
Strep

Tab.
TAE
Taq
TAR
Tat
TBE
TBS
TCID

nuclear transport factor 2
non translated region (auch als UTR bezeichnet)
nuclear pore proteins(Zellkernporenproteine)

outlier

Optische Dichte
Orthophenylendiamin-HCL
origin of replication

Protein

poly(A)-binding protein 1

Polyacrylamid-Gel el ektrophorese

Primerbindestelle

Phosphat gepufferte Kochsalzl 6sung (phosphate buffered saline)
Polymerase-K ettenreaktin (polymer ase chain reaction)

Penicillin

DNA -abhangige DNA -Polymerase mit 3"-5"-Exonukleaseaktivitét aus
pH-Wert (Konzentration der H*-lonen in einer Lésung)

Protease Inhibitoren

Peroxidase

Polymerase

Kurzbezeichnung fuir polyadenyliertes 3"-Ende von RNA -Transkripten
Protease

Pyrococcus furiosus

reverse (Kurzbezeichnung fir einen 3"-Primer)

RanGTPase activating protein 1

regulator of expression of viral proteins

RNA helicase A

Regensburger Institut fir Medizinische Mikrobiologie & Hygiene
Rev-interacting protein/Rev-activation domain binding protein
Ribonukleinsiure

Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)

Rev responsive element

Raumtemperatur oder Reverse Transkriptase

SpleiRakzeptor

68-kDa Scr-associated substrate during mitosis
splicinig component 35

Spleif3donor

Natrium Dodecylsulfat (sodiumdodecy sulfate)
Sekunde

HIV-1/SIV-chiméres Virus
Affen-Immundefizienz Virus

Sam68 nuclear body

sogenannt

arginin/serin-rich non-snRNP splicing factors
single stranded (einzel stréngig)
Standardabweichung

Streptomycin

surface

Tabelle

Tris-Acetat-EDTA Puffer

DNA -abhéngige DNA -Polymerase aus Thermus aquaticus
tat activating region

transactivator of transcription

Tris-Borat-EDTA Puffer

Tris gepufferte Kochsal zl 6sung (Tris Buffered Saline)
tissue cultureinfectious dosis
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DNA-Basen

00>

Tris-EDTA
N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin
T-Helferzellen

Transmembranprotein
Tris(hydroxymethyl)-aminoethan

Tris gepufferte Kochsal zZI6sung mit Tween 20
(Tween-Tris Buffered Saline)

Units (Enzymeinheit)

unter anderem

unter Umstanden

Uber Nacht

uracil-rich small nuclear ribonucleoproteins
Ultraviolett

Valt

dritte variable Doméane des duleren Hiillproteins HIV-gp120°™
Vergleich

viraler |nfektiositétsfaktor

Virus-ghnlicher Partikd (viruslike particle)

viralesProtein R

virales Protein U

virales Protein X

Watt
Weltgesundheitsorangisation (world health oranisation)
Wildtyp

exportin 1 (= Crm-1)

Ein-Buchstaben-Code der Aminosiuren

O-TIomOzZzx>»

zum Beispie

Adenin Y Coder T W A oder T
Cytosin R A oder G S Goder C
Guanin K T oder G D A oder Goder T
Thymin M Coder A N unbekannt
Alanin L Leucin
Arginin K Lysin
Asparagin M Methionin
Cystein F Phenylalanin
Glutaminséure S Serin

Glycin T Threonin
Histidin w Tryptophan
Isoleucin Y Tyrosin
Asparaginsaure z vdin
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A. Einleitung
A.l. Epidemiologie, Ursprung, Genomaufbau und Ver-

mehrungszyklus von HIV-1
A.1.1. Epidemiologie

Die edgen Beichte Uber Fdlle des eworbenen Immunschwéachesyndroms (acquired
immune deficiency syndrome, AIDS) stammen aus dem Jahre 1981. 1983 wurde der AIDS-
Erreger von zwe Arbetsgruppen isoliet und identifiziert (erstmals von Luc Montagnier am
Institut Pasteur in Paris, dicht gefolgt von Robert Gallo am National Cancer Institut in Bethesda, USA): das
sogenannte . menschliche  Immunschwéchevirus  (human  immunodeficiency  virus, HIV),
welches der Familie der Retroviridee zugeordnet wurde. Mittlerwelle kennt man
mindestens zwel Typen des HI-Virus, deren Genome zu etwa 40% Ubereingtimmen: HIV-1
und HIV-2. HIV-1 wird in dre Gruppen engeelt: M (main) - wedtwet verbretet und
beinhatet derzeit die Subtypen A, B, C, D, E, F, G, H, Jund K, N (new oder non-M, non-
O) - aus zwa Mensthen in Kamerun identifiziert, und O (outlier) - bisher in Kamerun,
Gabon und Aquatoria-Guinea vorkommend (Moore et al., 2001; Weiss et al., 1999).

HIV-2 ig in Wedtafrika endemisch und inzwischen auch in Indien verbretet. Wetweit
werden jedoch die meisgen AIDS-Fdle von dem virulenteren HIV-1 verursacht. Das
Spektrum an Virusvarianten wird aber noch durch das Auftreten von sog. Mosakviren
eweitert. In Regionen, in denen mehrere Virwsvarianten Kkozirkulieren, kann es nach
gechzatiger Infektion ener Zele mit unterschiedlichen Subtypen zum Auftreten dieser
chiméren Viren kommen (Carr et al., 1996; Robertson et al., 1995).

N

Abbildung A.-1. Graphische Darstellung der Subtypenverbreitung von HIV-1 und den
Mosaikviren. Die Abbildung entstammt aus der Homepage des RKI-Institutes, Berlin
(http:www.rki.de - Projektgruppe Retroviren (P22)).

A.1.2. Ursprung

Die HIV-1 Epidemie |&% sch nach neuesten Erkenntnissen auf Viren zurtckfihren, die
von Affen auf Menschen Ubertragen wurden. Es wurden SIV (simian immunodeficiency
virus) - Stdmme vom gemeinen Schimpansen (Pan troglodytes) isoliet und identifiziert,
die genetisch mit HIV-1 eng verwandt sind (SIVcpzGabl (Huet et al., 1990), SIVcpzUS
(Gao et al., 1999) und SIVcpzCam3 (Corbet et al., 2000)). Das geographische Vorkommen
von Pan troglodytes entspricht den Gebieten in Zentraafrika, in denen seit 1997 auch
HIV-Varianten der Gruppen N und O nachgewiesen wurden. Ebenfdls aus diessm Gebiet
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gammt die ede bekannte HIV-Infektion aus dem Jahre 1959. Nach neueren
Berechnungen wird die erste Ubertragung vom Affen auf Menschen (sog. Zoonose) auf das
Jahr 1930 datiert. Der wahrscheinlichste Ubertragungsweg war damals - wie auch im Fdle
von HIV-2 angenommen werden muld - Jagd, Zuberetung und Verzehr von Affenfleisch.
Zunehmende Motorigerung und Mobilitdt Mitte der 70er Jahre flhrten vermutlich dann
zum Ausbruch von HIV-1 aus einem Endemiegebiet (Weiss et al., 1999; www.hiv-net.de).

A.1.3. Genomaufbau

HIV-1 W &
g - m nef
r* gag anv =
e ———
=
.- —
S‘-Eﬂiwsl‘m‘-i i i I 'HRE -
¥-splice sites R } =

Abbildung A.-2. Graphische Ubersicht tiber den Genomaufbau von HIV-1 und der Lokalisation
der 5°- und 3'-Spleifistellen. gag: gruppenspezifisches Antigen, pol: Polymerase, vif: viraler
Infektiositatsfaktor, vpr: virales Protein R, vpu: virales Protein U, tat: Transaktivator der
Transkription, rev: Regulator der Expression viraler Proteine, env: Envelope, nef: negativer
Faktor, RRE: Rev-responsive element (verandert nach: Pollard & Malim, 1998).

Wie dle Retroviren hat auch HIV-1 (Untefamilie Lentiviren) en enzedrangiges (+)-
RNA-Genom, das von langen Wiederholungssequenzen (long terminal repeats LTR)
flankiert i und mit der 5-Cap-Struktur und der 3'-Polyadenylierung dle Charakteridika
ene eukaryontischen mRNA aufwes. Die LTR-Sequenzen snd fur die Integration in das
Genom der Wirtszelle und die Regulation der virden Gene wichtig. An ene ds Primer-
Bindungsstelle (PB) bezeichnete Sequenzfolge von 18 Nukleotiden im 5'-Bereich des
Genoms kann @n Molekil zelluldrer tRNA-YS hybridiseren, welches ds Startnukleotid bei
der Reversen Transkription dient. Das Genom kann in drel unterschiedlichen Leserahmen
abgdesen werden, und enige der virden Gene Uberlappen in den verschiedenen Rastern.
S0 kodiet das Virus in enem rdativ klenen Genom (ca 9 kb) vide Proteine. Die dre
wichtigten Proteine Gag, Pol und Env werden in dlen infektidsen Retroviren gebildet.
Daneben bestzt HIV-1 weitere Gene, die fur regulatorische und akzessorische Proteine
kodieren. Sie bestehen haufig aus mehreren Exons und werden von mehrfach gespleifen
MRNA-Spezies trandatiert. Die Genprodukte von gag (gruppenspezifische Antigene), pol
(Polymerase) und env (Envelope) sowie zwe virde RNA-Genome snd in den refen
Viruspatike enthalten (Uberblick: Tang, Kuhen & Wong-Staal, 1999; Modrow & Falke,
1997).
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CA (N-twrm)

Abbildung A.-3. Aufbau des HIV-1 Viruspartikels. Die infektiésen Partikel haben einen
Durchmesser von etwa 100 nm. Im Inneren des Partikels findet man das konische Capsid. Es
besteht aus den Capsidproteinen (CA, p24) und enthalt zwei virale RNA-Genome, dieim Komplex
mit den Nukleocapsidproteinen (NC, p7) vorliegen und alle Charakteristika einer zelluléren mRNA
haben. Das Capsid ist von einer Hullmembran umgeben, welche die externen und die
transmembranen Glykoproteine U, gp120 und TM, gp4l) enthalt, welche nicht-kovalent
miteinander verbunden sind. Die Innenseite der Membran wird von einer Schicht von
Matrixproteinen (MA, p17) ausgekl eidet, die tiber aminoterminal angeflgte Myristinsdurereste mit
der Innenseite der Hullmembran verbunden sind. Das Link-Protein (p6) verbindet das Capsid mit
der Membran. Alsweitere virale Komponenten befinden sichimViruspartikel die Enzyme Reverse
Transkriptase (RT), Integrase (IN) und Protease (PR). Nef: negativer Faktor (ver&ndert nach:
Turner und Summers, 1999).

A.1.4. Vermehrungszyklus
Frihe Phase der Replikation

Die Bindung der HI-Viren an ihre Zidzdlen efolgt durch ene spezifische Interaktion
2wischen dem ds Trimer vorliegenden virden Oberflachenprotein gpl20 (SU) (Uber die
C3-Region) mit den amino-terminden Doménen (CDR2 und CDR3, complementarity-
determining regions) von insggesamt dre zdlul&ren CD4-Molekllen. Dadurch wird ene
konformationdle Umlagerung im gpl20 ausgddd, die jewels zur Expostion der
Chemokin-Korezeptor-Bindungsstelle (V3-Region) fihrt. In Abhéngigkeit des Virugstpys
und des Infektionsstadiums dienen die Chemokinrezeptoren CCR5 (,M-tropic strains wahrend
der Primérinfektion und der asymptomatischen Phase von AIDS; befallen v.a. Makrophagen) und CXCR4
(,T-tropic straing' im spéteren Krankheitsverlauf von AIDS; befalen v.a. T-Lymphocyten) as
Korezeptoren. Durch die Bindung an jewells dre CD4- und Korezeptor-Molekile kommt
es zu enea Konformaionsdnderung im virden Transmembranprotein gp4l, welches nicht-
kovdent mit dem gpl20 verbunden ig, das nun die Fudon der Virushille mit der
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Wirtszdlmembran enletet. Dabal wird das Virus-Capsid in das Zytoplasma der Zele
freigesetzt. Nachdem das Capsid aufgddst (,uncoating”) wurde, efolgt die reverse
Transkription des virden enzddrangigen RNA Genoms durch die virde Reverse
Transkriptase (RT) in ene doppesréngige DNA. Nachdem diese vollsdndig in einem
aufwendigen Vorgang mit mehrfacher Matrizenwechsd  synthetisert wurde, formiert sich
der Préintegrationskomplex (PIC), der neben der virden DNA aus den virden Proteinen
MA (Matrixprotein) und Vpr (virdes Protein R), den virden Enzymen IN (Integrase) und
RT sowie enigen zdlulaen Proteinen, wie z.B. HMG | (Y) besteht. Hierba haben MA
und IN sogenannte NLS (uclear localization sequences) - Sequenzmotive, die den Import
des PIC in den Kern vermitteln. Dabel mul3 der PI-Komplex eine Distanz von etwa 20 pm
von de Pasnamembran zur Kernhille, wahrschanlich energiesbhédngig entlang an
Mikrotubulis bewdtigen. Vpr greft direkt an der Kernpore bel der Trandokation ein,
indem es mit den dort ansdssgen Nukleoporinen interagiert. Diese Interaktion von Vpr it
aber ebenso wie das Vorhandenssin von MA nicht essantidl. PIC befdhigt somit HIV im
Gegensatiz zu anderen  Retroviren unabhéngig von der Zdltelung und der damit
enhergehenden  Kernmembranauflosung auch ruhende, in der Interphase  befindliche
Zdlen zu infizieren. Im Kern angekommen wird die virde DNA durch die virde Integrase
(IN) an ener willkirlichen Sidle im Wirtsgenom integriert. Dadurch kommt es zu ener
Verdoppdung der Zidsequenz, welche somit die integrierte, provirde DNA flankiert. Die
Integration der virden Erbinformation verandert somit das Zdlgenom. Abhdngig von der
Lage des Ereignisses konnen zdluldre Gene zerstdrt werden, oder Se gdangen unter die
Kontrolle des 3'-LTR-Promoters und werden durch ihn aktiviert (Uberblick: Turner &
Summers, 1999; Sherman & Greene, 2002; Tang, Kuhen & Wong-Staal, 1999).

Spate Phase der Replikation

Die gspde Phase des Replikationszykluses ig durch ene zunédchst sehr ineffiziente
Expresson der virden Gene gekennzeichnet. An die U3-Region des LTR binden
verschiedene zdluldre Faktoren (z.B. NF-kB und Spl), welche die Transkription durch die
zdluldre RNA-Polymerase Il ermdglichen; - dlerdings bricht diese meist nach dem TAR-
Element {rans-activating response element oder tat recognition site), einer 59 Nukleotide
(nt) umfassende Sequenzfolge direkt am Transkriptionsstart im LTR, wieder ab. Zu einem
geringen Prozentsatz kommt es aber doch zu einer Produktion einer mehrfach gespleif¥en
MRNA, von der im Zytoplasma unter anderem das Tat (transcriptional activator of
transcription) Protein trandatiert wird. Nachdem Tat aufgrund seiner NLS-Sequenz in den
Kern transportiert wurde, bindet es an die ausgebildete Stammstruktur des TAR-Elementes
und rekrutiert das zdlulde Protein Cyciin T und die Cydin-abhéngige Proteinkinase 9
(Cdk9) heran. Dadurch bildet sch ein heterotrimerer Komplex aus Tat, Cyclin T und Cdk9
aus. Als Bedandtell dieses Komplexes hyperphosphoryliet Cdk9 die carboxyl-terminde
Doméne (CTD) der grolen Untereinheit der RNA-Polymerase 1l. Dadurch kann sich die
Polymerae effizient vom Promoter freisstizen, und es kommt zu ener probaen
Elongation.

Wie berets erwdhnt, werden in der ersen Phase der Transkription mehrfach gespleii¥e
RNAs generiet. Ungespleiflte pr&mRNAs  werden  aufgrund  ineffizienter  bzw.
~Kryptischer®  SpleiZdonor (SD)- und SpleiRakzeptor (SA)-Sdlen im  Zdlken
zuriickgehdten, wo sSe weiter prozessiert oder degradiert werden (O'Rellly et al., 1995)
(sehe Kapitd A.2). Die nukledre Degradierung ungespleif¥er, virder RNA-Transkripte
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wird auf bidang noch unbekannte Weise durch - zum Tel kontrovers diskutierte - cis-
aktive A/U-reiche Sequenzmotive vermittelt (Cochrane et al., 1991, Maddareli et al.,
1991; Schwartz et al., 1992 a, 1992 b; Schneider et al., 1997) (dehe Kapitel A.2.). Durch
dieen Regulationsmechanismus  werden zunéchs  ausschlielich  mehrfach  gespleil¥e
virde RNA-Transkripte aus dem Zdlkern in das Zytoplasma trangportiert. Diese kodieren
neben Tat auch fir das Regulatorprotein Rev. Rev besitzt ebenfadls eine NLS-Sequenz, die
seinen Kerntrangport vermittelt. Um ds Regulatorprotein agieren zu konnen, bendtigt Rev
en 351 nt langes RNA Element (RRE; Rev responsive element), welches im virden env
Gen lokaiset und somit in den mRNAs vorhanden ig, welche fur die virden Struktur
(Gag, Pol, Erv)- und Hilfs (Vif, Vpr, Vpu)-Proteine kodieren. Nachdem mehrere Rev
Proteine an das RR-Element unter Ausbildung eines Ribonukleoprotein(RNP)-Komplexes
gebunden haben, bewirken se aufgrund ihrer ebenfdls vorhandenen NES (nuclear export
signal)-Sequenz den Export diessr mRNASs durch die Kernporen (im Detall Sehe Kapitd
A.2). Im Zytoplasma efolgt dann die Dissoziation des Komplexes unter Freisstzung der
virden mRNA, wobe Rev aufgrund saner NLS-Sequenz wiederum in den Zdlkern
trangportiert wird. Auf diese Weise wirkt Rev ds Schdter zwischen der frihen Erzeugung
mehrfach gespleifter mMRNAs (ca 2 kb: Ta, Rev, Nef) und der spaen Synthese von
enfach gespleil¥en (ca 4 kb: Env, Vif, Vpr, Vpu) bzw. ungespleifen mRNAs (ca. 9 kb:
Gag, Gag/Pol, RNA-Genom).
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& el Eareing Permizd ko
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Abbildung A.-4. HIV-1 Replikationszyklus. Die ,, friihe Phase der Replikation” beginnt mit der
CD4-Erkennung und beinhaltet alle Ereignisse bis zur Integration der proviralen DNA in das
Wirtsgenom. Von der ,, spaten Phase der Replikation* spricht man ab der Transkription der
integrierten DNA biszur VirusFreisetzung (,, budding” ) und Reifung (, maturation*) (verandert
nach: Turner und Summers, 1999).



EINLEITUNG

Early Phase (noflow Rev)
nuElpus eplopiasa
- -
Ak l z
b ——
: = | splicingidegradation I
2| = e e
i I T B, Tat, et
T
Late Phase (high Rev)
oS cptopiasm
- -
b l * tog. :

[ —. — T e
LT ﬂl’“'*'"? I oo Erw, I, Vpe, Vpu
b | - . e e e

i R, Tak, Mef
T 2
T

Abbildung A.-5. Rev-abhangige Expressionskinetik der Hl-viralen Transkripte. Schematische
Darstellung der subzelluldren Verteilung der HIV-1 Transkripte in der frihen Phase der
Transkription (wenig, kein Rev vorhanden - obenin der Abbildung), sowiein der spaten Phaseder
Transkription (viel Rev vorhanden - unten in der Abbildung). ~9 kb: ungespleif3te RNA, ~4 kb:
einfach gespleif3te RNA, ~2 kb: mehrfach gespleif3te RNA (verandert nach: Cullen, 1998).

Die Synthese der Env-Proteine (gpl60) verlauft an der Membran des endoplasmatischen
Reticulums (ER), infolge dessen Se glykosyliet werden. Die Aktivitée der mit der ER-
Membran assoziieten virden Vpu-Proteine verhindert dabel, dass die Env-Proteine
vorzeitig mit den CD4-Rezeptoren wechsdwirken, die ebenfadls im ER produziert werden.
Im Velauf des Transports Uber den Golgi-Apparat zur Zeloberflache kommt es zur
Spdtung des gpl60-Vorlaufermolekils in gpl20 (SU, surface) und gpdl (TM,
transmembran) und zur Ausbildung des trimeren (TM-SU)s-Komplexes. Die Trandation
dler anderen Virusproteine efolgt an freien Ribosomen im Zytoplasma Die Gag- und
Gag/Pol-Vorlauferproteine - letztere entstehen aufgrund eines seltenen (ca. 5%) Leseraster-
sorunges wahrend der Transkription - werden wahrend ihrer Synthese myristyliert und mit
Hilfe zdluldrer Faktoren zur Zdlmembran transportiert, an die Se sch anlagern. Nachdem
sch etwa 2000 Gag Kopien und bis zu 100 Kopien des Gag/Pol-Vorléuferproteins an die
Pasmamembran zu den dort mittleewelle ebenfdls vorhandenen Env-Proteinen angeordnet
und mit diesen interagiert haben, kommt es - dlerdings erst nach Bindung zweier virder
RNA-Genome an den Nukleocgpsdantel (NC) im Gag - zur Ausknospung unrefer
Virugpartike. Unklar ist hierbel immer noch, wie schergestdlt wird, dass immer nur zwel
RNA-Genome an die NC-Berache angdagert und in die entstehenden Partikel verpackt
werden. In dem entdandenen unreifen Viruspartike liegt aufgrund der Aminosiure-
zusammensetzung der Virusproteine en leicht saurer pH-Wert von 6,0 bis 6,2 vor, der
dlerdings fir die autokatalytische Spatung der Protesse aus ihrem Vorlauferprotein
(Gag/Pal) optimd ist. Die so freigesatzte Protease kann nun aus den Gag- und Gag/Pol-
Vorlauferproteinen die Matrix-, Capsd-, Nucleocgpsd- und Link-Proteine herausspaten
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sowie die Reverse Transkriptase und die Integrase. Dieser as Maturation (Refung)
bezeichnete Prozess benhdtet gleichzaitig drukiurdle Umlagerungen unter  Aushbildung
des konischen Capsids. Die Morphogenese zu infektidsen Virionen ist nun abgeschlossen.
Durch die Virusvermehrung deben die infizieten Zdlen &, da dadurch der
programmierte Zdltod induziert wird (Uberblick: Turner & Summers, 1999; Tang, Kuhen
& Wong-Staal, 1999; Modrow & Falke, 1997).

A.2. Posttranskriptionelle Regulation bei HIV-1 durch Rev

Ein wichtiges Merkmd von Eukaryonten ist, dass ihr Genom im Kern lokdiset is und
aus Exons und Introns besteht. Die Transkription der DNA in RNA findet im Kern datt,
die Trandation der mRNA in Protein im Zytoplasma Deshdb ig en Transport der mRNA
durch die Kernporen notwendig. Dieser Prozess wird bei Sdugetieren so streng kontrolliert,
dass nur vollstandig gespleifde und damit prozesserte MRNAS exportiert  werden.
Nachfolgende Abbildung gibt enen schematischen Uberblick Uber diese Regulation.
Damit Viren, die zB. en RNA-Genom haben oder intronlose Gene besitzen, auch in
eukaryontischen  Zdlen replizieren konnen, mulen se Wege finden, diee zdlulére
Kontrollmaschinerie zu unterlaufen. Im nachfolgenden Abschnitt wird erlautert, welchen
virden Mechanismus HIV-1 daflr benutzt.

POETULTDLIN DNA |_—|C"'T°"'L 2SW

NUCLEUS 3] /h_“‘.ﬂ.ﬂ.ﬂ

Abbildung A.-6. Postulierter Mechanismus des mMRNA-Exportes bel Sdugetieren. Pra-mRNAs
werden durch die RNA Polymerase I erzeugt (1) und sehr schnell in sog. Ribonukleoprotein(RNP)-
Komplexe assenbliert, die verschiedene hnRNPs (heterogeneous nuclear ribonucleoprotein
particle) (A, C) und Spleifzhilfsfaktoren (S) beinhalten. Dieser Komplex ist RNA Exportfaktoren
unzuganglich, so dass er im Kern zur tickgehalten wird. Nach vollendetem Spleif3en werden die
Hilfsfaktoren freigesetzt und die mRNA Exportfaktoren inklusive Tap und seinem Kofaktor p15
durch einen unbekannten Mechanismusrekrutiert (2). Danach dockt der RNP-Komplex, der jetzt
die reife mRNA beinhaltet, an den Nukleoporinkomplex (NPC, nuclear pore complex) an (3) und
verlant den Kern. Bei diesem Schritt werden nicht zum— zwischen Kern und Zytoplasma- Penden
fahige hnRNPs (z.B. hnRNP C) durch die Aktivitat der NPC-assoziierten RNA Helikase Dbp5
freigelassen. Im Zytoplasma binden RNA-bindende Proteinefur die Translation an die mRNA (4),
wahrend die zum Pendeln fahigen hnRNPs (z.B. hnRNP Al), sowie die nukledren mRNA
Exportfaktoreninklusiv Tap und p15 in den Kern zurtickkehren (5) (verandet nach Cullen, 2000).
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(Anmerkung: Im Folgenden stammen nicht extra ztiete Nennungen zum Uberblick aus
einem der folgenden Rev-Reviews: Kjems & Askjaer, 2000; Pollard & Maim, 1998)

Charakteristika von Rev, sein Kernimport ...

Wie schon ewdhnt, vermittdt Rev durch Bindung an RRE den Sequenz-spezifischen
Kernexport der ungespleifder und einffach gespleifder Hi-virder mRNA. Das etwa 18 kDa
grol}e und 116 Aminosauren umfassende Phosphoprotein Rev (die Phosphorylierungsstellen sind
die Serine 54 und 56) bedtzt zwe funktiondle Doménen. Der N-Terminus benhdtet
Sequenzmotive, die wichtig fir die nukleare Lokdisation, Multimeriserung und RNA-
Bindung sind. Hierbei Uberlgppt die ungewdhnlich Argininreiche NLS Sequenz (auch
arginine-rich domain, ARD genannt) (normalerweise sind zellul&re NLS-Sequenzen Lysin-reich)
mit der Bindestelle fir das Rev Responsive Element. Es konnte auch gezeigt werden, dass
dieses NLS Sequenz fir den nuklearen Import von Rev direkt Importin-b binden kann.
Klassscherweise wirde Importin-a durch zdluldre NLS gebunden werden, welches die
Interaktion mit Importin-b dann vermitteln wirde (Importin-b ist der zellulére Faktor, der direkt
mit dem Kernporenkomplex (nuclear pore complex, NPC) interagiert). Desweteren snd fUr den
nukledren Import von Rev noch NTF-2 (nuclear transport factor 2) und Ran GTPase
notwendig. NTF-2 kann an Nucleoporine, Importin-b und RanGDP binden. Man nimmt
an, dass es fur die Trandokation von Rev durch die Kernpore notwendig ist. Die genaue
Funktion der Ran GTPase ig bisher unklar. Wahrschenlich gelt se zum enen die
Enegie via GIP Hydrolyse zur Vefigung, zum anderen bestimmt ge die
Trangportrichtung, indem de die asymmetrische Vertelung von RanGTP/RanGDP an der
Kenmembran aufrecht erhdit. An der nuklearen Seite der Kernpore wird der Rev-
Importkomplex aufgddst, nachdem GTP, welches durch RCCI (Ran guanine nucleotide
exchange factor) aus GDP gebildet wird, an Importin-b gebunden hat. Desweiteren konnte
B23 (Frankhauser et al., 1991, Szebeni et al., 1995) as NLS-bindendes Protein
identifiziert werden. Man vermutet, dass B23 en Kofaktor von Importin-b i, ads auch,
dass es as Chaperon die Aggregation der Rev Proteine solange verhindert, bis se an ihre
Zid-RNA gdangt snd (sehe Abbildungen A.-7. und A.-8).

... und Rev-vermittelter Kernexport

Im C-Terminus von Rev ig das Leucin-reiche nukleare Export Signd (NES, nuclear
export signal) lokdisert (sehe Abbildung A.-7.). Das Vorhandensein von NLS und NES
befahigt Rev zwischen Zytoplasma und Ken hin und her transportiert (,shuttle®) zu
werden. Um seine Funktion ausfihren zu konnen, benttigt Rev RRE, welches im env-
Intron zwischen der 5°-SD-Stelle 4 und der 3'-SA-Stele 6 lokdidert is. RRE weist eine
extensve Sekundargtruktur mit mehreren Schlefen auf (Sehe Abbildung A.-7.). Die vom
5-Ende her zweite Schleife von RRE (sog. SLII) igt die Hauptbindestelle, dso mit hoher
Affinitdt, fir Rev. Nach Bindung eines Rev-Proteins kommt es durch Protein-Protein- und
Protan-RNA-Interaktionen zur Assemblierung weiterer (3 9) Rev-Proteine an die RRE
Sequenz (Ngera, Krieg und Karn, 1999). Aufgrund der Tatsache, dass mehrere Rev
Proteine notwendig dnd, um RRE-hdtige RNA zu exportieren, wird die zaitliche
Regulation durch Rev erzeugt. Erst wenn genligend Rev Proteine trandatiert worden sind,
de an RRE oligomeriseren, kann en Umschdten auf die ,gédte® GenExpresson
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efolgen. De entstandene Ribonukleoprotein(RNP)-Komplex wird nach Assoziation mit
Proteinen des Kernporenkomplexes (z.B. Nup214 und Nupl53, , Nucleoporing®) (Fritz et
al., 1996; Stutz et al., 1996) anhand enes fur HIV spezifischen Exportweges mit Hilfe des
zdluléren Exportfaktors Crm1 (chromosome region maintenance gene 1, auch - nach
Aufkl&rung sainer Funktion - exportin 1, XPO genannt) aktiv durch die Kernporen
(Durchmesser ca. 125 MDa) transportiert. Hierbel stellt Crm1 den Export-Rezeptor fir
Rev (Bindung an NES) dar, Uber den sowohl RanGTP gebunden, ds auch die Interaktion
zu CAN/Nup214 (Fornerod et al., 1997) vermittelt wird. (Crm-1 vermittelt normalerweise den
zelluldren Export der 5S rRNAs und U1l snRNAs (Fischer et al., 1995).) An der zytoplasmatischen
Sate der Kernpore vermitteln RanGAPL (RanGTPase activating Protein 1) und RanBPL/2
(Ran binding protein 1 and/or 2) dann die Hydrolyse des Rantgebundenen GTPs in
RanGDP, unter Auflésung des Komplexes.
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Abbildung A.-7. Domanenstrukturen von RRE (A) und Rev (B). (A) Das RR-Element in seiner
Sekundar struktur dargestellt, - vergrofRert die Bindestelle von Rev. (B) Schematische Dar stellung
funktioneller Doménen des 116 Aminosauren grof3en Hl-viralen Proteins Rev. NLS = nuclear
localization signal, NES= nuclear export signal, M10 = funktionsgestorte Rev-Mutante (aufgrund
Mutation von LPPLERLTL zu LPPDLRLTL in NES) (verandert nach Pollard und Malim, 1998).



EINLEITUNG

Abbildung A.-8. Mechanismus des Rev-vermittelten Exports Hl-viraler, spater RNAs: Nach
Bindung und Oligomerisierung von Rev an RRE bindet der zellul&re Exportfaktor Crm-1 (XPO)
zusammen mit RanGTP an das Kernexportsignal (NES) von Rev. Dieser Komplex wird
anschlief3end aktiv unter Hydrolyse von GTP zu GDP durch die Kernporen in das Zytoplasma
transportiert. Nach Aufl6sung des Export-Komplexesunter Freisetzung der viralen RNAwird Rev,
aufgrund seiner Arginin-reichen Kernimportsequenz (NLS oder ARD), direkt von Importin-3
gebunden und in den Zellkern importiert (im Detail siehe obige Ausfihrung; verandert nach
Pollard und Malim, 1998).

Einflu3 zellularer Faktoren beim Rev-ver mittelten Kernexport ...

Desweteren konnte gezeigt werden, dass fUr enen efolgrechen Rev-vermittdten mRNA-
Kernexport noch der zelluldre Faktor elF-5A (eukaryotic initiation factor 5A) sowie die
Nukleoporin-dhnlichen Proteine Rip/Rab (Rev interacting protein/Rev activation domain-
binding protein) notwendig snd;, - ihre genaue Funktion dabel konnte bisher nicht
aufgeklart werden. Studien von Bogerd und Bevec weisen darauf hin, dass sowohl elF-5A,
ds auch Rip/Rab Uber NES agieren (Bogerd et al., 1995; Bevec et al., 1996). Kontrovers
dazu i dledings die Studie von Henderson, der keine NES-abhdngige Interaktion
zwischen Rev und den Kofaktoren aufzeigen konnte (Henderson et al., 1997). Die 2002
vertffertlichte Arbeit von Yi dokumentiert ebenfdls, dass Crmr1l der enzige zdluldre
Exportfektor ist, der fir den Rev-abhangigen Transport RRE-hdtiger RNAS bendtigt wird
(Yi et al., 2002). Allerdings scheint Sam68 (68-kDA Src-associated protein in mitosis) fur
die Trandokation des RNP-Komplexes an die Kernpore wichtig zu sein (Li et al., 2002 a).
Die Interaktion efolgt hierbel vermutlich Uber Bindung von Sam68 an das NES-Moativ von
Rev.
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... und bei der Prozessierung viraler, ungespleif3ter und einfach gespleifter RNA

Eine wetere wichtige Eigenschaft von Rev id, dass es nur ,im Entsehen begriffene
RNA-Transkripte as Substrate fur den Export benutzt (lacampo und Cochrane, 1996). Ein
goler Vortel dieser Besonderheit i, dass diese RNA kaum mit dem
Spleiffosomenkomplex assoziiert ist. Die Funktion von Rev dleine reicht aber nicht aus,
das Prozesseren der pr&mRNAs durch das Spleiffosom zu unterbinden bzw. bereits mit
dem Spleif}osomenkomplex asoziierte pr&mRNA freizusetzen. Insofern benttigt HIV-1
auch be diesem Schritt weitere Hilfsfaktoren. Die bisher Identifizierten snd dle zdlulden
Ursprungs. Eine wichtige Rolle nimmt hierbel die RNA-Hdikase A (RHA) en, welche in
der Zdle die Funktion besdtzt, bereits gespleilte mRNA vom Spleilfosom freizusetzen. Es
konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpresson an RHA die Konzentration RRE-haltiger
MRNA im Ken erhoht. Deshdb vermutet man, dass RHA be der virden Regulaion
frihzeitig heranrekruiert wird, um ungespleife bzw. es enfach gesdlefde virde mRNA
von der Splefmaschinerie frezusstzen (Li et al., 1999). Durch diesen Regulationsweg
wird die Erzeugung ungesplelfder bzw. einfach gegpleier RNA dSchergestdlt, welche
wiederum den fir HIV typischen Genomaufbau (Kodierung von Genen in ungespleilter bzw.
einfach gespleiter RNA) erst ermoglicht. Desweiteren it schon lange bekannt, dass Rev im
Ken v.a in Nukleoli akkumuliet und zum Tel mit dem Splef¥aktor SC35 (splicing
component 35, auch non-small nuclear ribonucleoprotein splicing factor oder non-small
nuclear ribonucleoprotein RNA processing factor genannt) (ein Mitglied der SR-Proteine) in
den Spleifizentren (,nuclear speckles*) kolokaisert wird (Kdland et al., 1994 a, 1994 b).
1996 konnten Berthold und Maddardli zeigen, dass nur ein geringer Antell der Rev-
Proteine in den SC35-hdtigen Granula - vor dlem an deren Peripherie - lokdisert i, der
grolte Antell jedoch im oder am Nukleolus zu detektieren war (Berthold & Madardli,
1996). Diese Befunde konnten bisher fir eine mdgliche Erklarung, wie Rev das Spleif3en
inhibiert, nicht gedeutet werden.

Ferner konnten mittlerwelle auch RRE-bindende zdlulére Proteine nachgewiesen werden.
So zB. en neuer nukledrer Faktor (mit Homologie zu hnRNP F, feterogeneous nuclear
ribonucleoprotein F)), der in vitro mit RRE-hdtiger RNA interagiet und wahrscheinlich
einen negaiven Einfluld auf deren Expresson hat (Xu et al., 1996).

Die Familie der hnRNP-Proteine assoziiert mit pr&-mRNAs wahrend ihrer Transkription und verbleibt auch
nach vollendetem Spleif3en an ihnen (Nakielny et al., 1997). Es werden zwel Klassen unterschieden: Die eine
besitzen ein , nuclear export signal“ und werden deshalb mit der mRNA in das Zytoplasma transportiert
(z.B. hnRNP A1), die anderen haben ein , nuclear retention signal“ und verbleiben deshalb im Kern (z.B.
hnRNP C1/C2) (Pinol-Roma, 1997).

Ebenso bindet der Spleifaktor SF2/ASF Ein Mitglied der SR-Proteine) in vitro Rev-abhdngig
an das RR-Element; saine Uberexpression fihrt in vivo zur Inhibition der Rev-Funktion
und der virden Replikation (Powel et al., 1997). Man vermutet, dass die Interaktion von
Rev mit verschiedenen Splel¥proteinen - in der ,natlrlichen” Umgebung - die notwendige
Entfernung der Spleif¥aktoren von Intronhatiger RNA vermittelt.
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Cis-aktive Sequenzmotive innerhalbviraler, RRE-haltiger RNA

All die mittlerwele genanten Mechanismen rechen nicht aus um die Vetelung
zwischen vollsdndig gesplelfder, einfach gesplef¥er und ungespleiflder RNA zu erechen.
Deshdb benutzt HIV wetere Mdoglichkeiten die Rev-Regulation scherzugtdlen. Eine
davon ig die Vewendung ,suboptimaer” Splef3akzeptoren(SA)-Sidlen. Dazu  kommen
noch mindestens zwel Arten cis-aktiver RNA Signde Ergere sind cis-aktive inhibitorische
Sequenzen, die neben den SA-Stdlen des ersten und zweliten Exons von tat und rev
lokalisert snd und deren Splei¥rate reduzieren (sog. ESS, exon splicing silencer).
Zweitere snd bisher kaum charakteriserte A/U-reiche Sequenzmotive, die INS (instability
or inhibitory sequences) oder CRS (is-acting repressor sequences) genannt werden, in
den Genen von gag (p17M* (Schwartz et al., 1992 a, 1992 b), p24“* (Schneider et al.,
1997)), pol (Cochrane et al., 1991), env (Nasioulas et al., 1994) und RRE (Nasioulas et al.,
1994; Brighty et al., 1994) vorkommen und unabhdngig voneinander agieren. Es konnte
gezeigt werden, dass die Inaktivierung der INS-Elemente durch Punktmutationen innerhab
von gag zu einem hohen Angieg der Pr55%%-Expresson und zur Bildung reifer Patikd in
Abwesenheit von Rev fihrte, Fir das INS innerhelb von p24“* konnten zusitzlich neben
dem hohen A/J-Gehdt auch zwe AUUUA Pentanukleotide identifiziert werden
(Schneider et al., 1997).

Es gilt als gesichert, dass der ungewdhnlich hohe A/U-Gehalt bestimmter zellularer mRNAS (z.B. cmyc, ¢
fos, emyb, IFN-a, -b, -g TNF-a, IL-1, IL-3) fir ihre Instabilitédt und schnelle Degradierung verantwortlich
ist (Hentze, 1991). AUUUA-Mative sind fur die schnelle Degradation zelluldrer GM -CSF mRNAs urséchlich
(Shaw et al., 1986). Chen und Shyu nehmen an, dass kurzlebige RNA (ber eine einleitende Deadenylierung -
unter dem Einflu® sowohl ARE (@denylate/uridylate-rich element)-bindender Proteine, als auch dem mRNP
(messenger ribonucleoprotein)-Komplex - Exo- oder Endonukleasen zuganglich gemacht wird (Chen et al .,
1995).

Insgesamt  sind aber bisher keine Sequenzhomologien zwischen den INS-Elementen
bekannt. Es gibt Hypothesen, dass die INS-Elemente Bindestdlen fir zdlulére Faktoren
dargdlen, die zur mRNA-Ingabilitdt beisteuern. Afonina et al. konnten zeigen, dass das
PABP1 (oly(A)-binding protein 1) an das INS-Element in p17"* bindet. Die Bindung von
PABPL konnte dazu fuhren, dass die Ribonukleoproteine nicht mehr richtig an die mRNA
assoziieren konnen, oder dass der RNP-Komplex in en fasches zeluldres Kompartiment
transportiert wird (Afonina et al., 1997). Diee Annahme ig im Einklang mit dteren
Podtulaten, welche vermuten, dass ungesplefde pr&mRNAs aufgrund ihrer  sog.
inhibitorischen Sequenzen in nukledre Sub-Kompartimente zurlickgezogen werden, wo se
fir die Splelmaschinerie unzuganglich snd. Durch in situ-Hybridiserung und konfokae
Mikroskopie zeigten 1996 Berthold und Madardli, dass man HIV-RNA in zwe digtinkten
intranukle&ren Bereichen detektieren kann. Mehrfach gegpleffe RNA wa in  den
Spleizentren mit Kolokdiserung von SC35 nachzuweisen; dagegen war die ungesplefide
RNA in kleinen Granula ohne SC35 zu finden (Berthold & Maddardli, 1996; Chang &
Sharp, 1989; Mikaflian et al., 1996). Kontrovers dazu ist dlerdings die Studie von Favaro,
der eine Kolokdiserung ungespleifder HI-virder RNA und SC35-hdtiger Granula
beobachten konnte, alerdings nur bel Anwesenhet von Rev (Favaro et al., 1998).
Unterschiede in den Ergebnissen konnen eventudl dadurch erkléat werden, dass sowohl
verschiedene Zeltypen as auch Fixierprotokolle verwendet wurden. 1999 konnten Ngera
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et al. wiederum im INS-Element von p17M* dne Bindestelle fir hnRNP A1 identifizieren,
welches mit einem 50 kDA grofien, zweiten RNA-Bindeprotein einen Komplex bildet.

Es ist bekannt, dass der Spleifaktor hnRNP A1l die Auswahl der 5 Spleif3stellen reguliert und zwischen
Kern und Zytoplasma pendeln kann.

Wurde die hnRNP Al-Bindegdle in enem b-Globin RRE-hdtigen Reporterkonstrukt
eingebaut, so konnte nach Kotransfektion mit Rev, die zytoplasmatische Konzentration
dieser ungespleiten mMRNA um 14% erhoht werden. Diese Studie 18 deshab vermuten,
dass die Assoziierung von hnRNP Al ungesplelfte pra&mRNAS in enen nukledren Bereich
fihrt, wo se dann von Rev erkannt und in das Zytoplasma transportiert werden. (Ngjera et
al., 1999). Allerdings kénnen die INS-Elemente nicht aleine den Kernexport ungespleif3er
MRNA fordern (Mikadlin et al., 1996). Dies spricht dafir, dass die RR- und INS-Elemente
der ungesplef¥en bzw. einfach gespleifen RNA (sowohl die INS- as auch die RRE-Sequenzen
sind bei HIV innerhalb von Introns lokalisiert, die durch SpleiRen entfernt werden) Synergistisch auf
ihren Rev-abhangigen Export wirken.

Wirkung von Rev/RRE im Zytoplasma

Aulerdem makiert die Interaktion von Rev/RRE im Zytoplasma die trangportierten
Transkripte auch fir die Polysome und aktiviet somit die Trandationseffizienz. Dies
konnte kirzlich dadurch gezeigt werden, dass die Anwesenheit von Rev mit ener
subzdlulden Lokdisaion virder Intronthdtiger RNA bel den Polyribosomen korrdierte
(Kimuraet al., 2000; Boris-Lawrieet al., 2001).

Insgesamt konnte damit gezeigt werden, dass Rev in vitro Spleif3en inhibieren kann {ndem
es den Zusammenbau des SpleiRosoms verhindert) (Kjems et al., 1991, 1993), in vivo mit den
Spleifdkomponenten agiert (Luo et al., 1994), den Transport RRE-hdtiger RNA vermittelt
(Fischer et al., 1994, 1995; Meyer et al., 1994), diese RNA sahilisert (Felber et al., 1989;
Mdim et al., 1993) und den Zusammenbau der Polysomen unterstiitzt (Arrigo et al., 1991).
Damit bilden RNA-Synthese, -Prozesserung, -Kernexport und -Trandation ene
inenander geschachtelte Kaskade, die fir ene geordnete HI-virde Genexpresson
unabdingbar i<

A.3. Therapieansatze gegen HIV-1 und Anwendungs-
maoglichkeiten des Rev/RRE-Systems

Pharmazeutische Therapieansatze

Die sogenannte hochaktive antiretrovirde Thergpie - kurz HAART (highly active
antiretroviral therapy) - ist gegenwartig die beste Strategie, die Vermehrung des Erregers
maxima zu unterdriicken. Alle Medikamente, die derzeit eingesetzt werden, konnen dabel
pharmakologisch in drel unterschiedliche Gruppen eingetellt werden:
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» Nukleosd/ Nukleotid Reverse Transkriptase Inhibitoren (NRTIS)

(z.B. Zidovudine, Didanosine, Zalcitabine, Lamivudine, Savudine, Abacavir)
> Nicht-Nukleosd Reverse Transkriptase Inhibitoren (NNRTIS)

(z.B. Nevirapine, Efavirenz, Delavirdine)
» Protease Inhibitoren (Pls)

(z.B. Saquinavir, Indinavir, Ritonavir, Nelfinavir, Amprenavir)

NRTIs fihren, nachdem ge zdlul& phosphoryliert wurden, zum Kettenabbruch der
entsehenden DNA, wenn de ds Subdrat der virden Reversen Transkriptase dienen.
NNRTIs hemmen die Reverse Transkriptase dlosterisch und die dritte Gruppe inhibiert
spezifisch die virae Protease, die essentidl fir de Reifung des Virus i (De Clercg, 2001,
Darbyshire, 2000).

Dezet Ublich i¢ ene Drefach-Kombination aus zwe Nukleosd-Andoga und enem
Protease-Inhibitor. Allen die Medikamentenkosten hierflr betragen mind. 15.000€ pro
Jahr und Petient. Ein weiteres Problem i, dass HIV unausweichlich resstent gegen Mittdl
wird, die seine Replikation nicht wirklich vollstandig unterbinden.

Die Resistenz gegen antiretrovirale Medikamente ist bedingt durch Mutationen in den Genen, die die Reverse
Transkriptase und die Protease kodieren. Dabei entstehen etwa téglich 3000 Viren mit einer spezifischen
Punktmutation. Die Gesamtheit der auf diese Weise in einem Individuum entstehenden Virusstdmme wird
auch als,,Quasispezies’ bezeichnet

Da kein bisher zugelassenes Medikament jedoch eine solch 100%-ige Suppression erreicht,
verliet es - dlen engenommen - nach eniger Zet saine Wirkung. Mehr noch: dagegen
unempfindlich gewordene HIV-Stdmme sind oft auch ressent gegen andere Substanzen
der gleichen Klasse, die dann ds Alternativen ausfdlen. Dieses problematische Ph&nomen
bezeichnet men ds , Kreuzresistenz'. Deshdb versucht man neue Subdanzen zu
entwicken, die auf andere Schritte im Replikationszyklus von HIV zden. Die idede
Vorbeugung gegen AIDS wae aber en Impfdoff, der den Erreger est gar nicht im
Organismus Ful3 fassen liel¥e. (Fur einen detaillierten Uberblick sei auf die Reviews von Condra et al.,
2002 und DeClercqg, 2001 verwiesen.)

Die HAART-Thergpie verlangt Uberdies von den Petienten sehr vid Entschlossenheit und
Digiplin. Ein grol3es Problem snd die komplexen Einnehmeschemata mit mindestens
acht, haufig 16 oder mehr Anti-HIV-Tabletten t&glich. Daneben muld mit Nebenwirkungen
gerechnet werden, wie Hautausschldgen, Erbrechen, Durchfdl, Kopfschmerzen, Andmien,
Neuropathien, Leberentziindung oder Diabetes. Statistische Berechnungen der letzten Jahre
haben aullerdem ergeben, dal3 man mit HAART bis zu 60 Jahre lang thergpieren mul3, um
HIV vollstandig aus dem Korper zu diminieren (Saag M. S. & Kilby J. M., 1999).
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Receptor/co-receptor

Usage - Env
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Abbildung A.-9. Replikationszyklus von HIV-1 mit den Schritten, die mdgliche Angriffspunkte
gegen den viralen Vermehrungszyklus darstellen (verandert nach Tang, Kuhen und Wong-Saal,
1999).

Pharmazeutische Ansdtze gegen das Rev/RRE-System

Es gibt verschiedene Eigenschaften von Rev, die es zum ideden Zid fir thergpeutische
Ansiize macht. Zum enen i es rdativ klein, und die Aminosiuressquenz seiner
funktiondlen Doménen ig zwischen den enzdnen HIV-Isolaten hochkonserviert.
Desweiteren mul3 die Thergpie nicht gegen dle Rev-Molekile agieren, da die Funktion
von Rev ene Kingik unteliegt: Die Rev-Konzentration mufd3 enen kritischen Leve
Uberschreiten, um zu enem Effekt zu fihren. Zum anderen wirde ene thergpeutische
Intervention sehr frih in die Genexpresson engreifen und so auch die Expresson des
cytotoxischen Env-Proteins unterbinden. Nachteile von Rev snd dlerdings, dass es den
sdben Trangportweg benutzt wie zdluld&e Proteine, und dass die Rev Funktion im
Zdlkern lokdisert ig, weshdb anspruchsvolle pharmazeutische Trégersysteme entwickelt
werden miden. Mittlerweile wurden schon verschiedene anti-Rev Strategien  entwickelt
und getestet. Aufgrund der Natur der Effektor-Molekile kann man se in drei Gruppen
entelen:

» auf Proteinen basierende Effektormolekile

(zB. RevM10, RevaL.T26, RevSLT40, Rev38, anti-Rev sFv)
» auf Nukleinsduren bas erende Effektormolekile

(z.B. Antisense- / Sense-RNA)

» auf Nicht-Protein/Nukleinssuren basierende kleine Molekile
(z.B. Leptomycin B, a-Hydroxypyridones, Aminoglycoside Antibiotics)
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Erdere beinhdten verschiedene trans-dominante Rev-Mutanten, intrazdluld exprimierte
Antikorper und kurze Peptide, die mit der Bindung von Rev an verschiedene Liganden
interferieren. Zu der zweiten Gruppe gehdren die , Antisense*-RNA und Ribozyme, die
gegen das Rev-Gen (mMRNA) oder gegen RRE geichtet snd und ,Sense’-RNA, die
sozusagen ds Koder fungieren. Die dritte Gruppe besteht schliefdich aus kleinen
Molekilen, die einen inhibitorischen Effekt auf die Rev-Funktion ausfilhren (Uberblick:
Kjems & Askjaer, 2000).

I mpfstoffentwicklung durch Entkopplung des Rev/IRRE-Systems

Die direkte Immuniserung mit DNA bedtzt aufgrund der effizienten Stimulation des
Immunsystems vide Vortele gegenlber konventiondlen - auf Proteinen baserenden -
Impfgoff-Ansdtzen. DNA-Impfdoffe werden zusammen mit  Promotordementen  zur
Kontrolle ihrer Expresson in ein Vektorsysem integriert und as gereinigte DNA infiziert.
Da die DNA Uber enen langeren Zeitraum in naiver Form im Impfling transkribiert und
trandatiert wird, konnen die daraus resultierenden Proteine ene effiziente humorale und
zdlvermittdte Immunantwort auddsen. Die Entwicklung von Expressionsvektoren, die auf
HIV-1 Strukturgenen basieren (Die gag/pol-Regionen sind stérker konserviert as die env-Bereiche von
HIV. Deshab strebt man die Entwicklung einer HIV-Vakzine basierend auf Strukturgenen an, um damit
einen Schutz gegen eine HIV-Infektion zu erzielen) und as DNA-Veakzine genutzt werden
konnten, wurde bidang aber durch die komplexe virde Regulation eingeschrankt. Zum
enen limitieren sowohl cis-aktive Sequenzen (LTR, TAR, INS, RRE) ds auch die
Abhédngigkeit der Expression von trans-ektiven Protenen (Tat und Rev) die Effizienz der
Vektoren, zum anderen ddlen se en ehebliches Sicherhatsproblem  aufgrund  des
pathogenen Potentials von HIV dar. Frihere Arbeiten unserer und anderer Arbeitsgruppen
konnten zeigen, dass durch die Ubertragung des Kodongebrauchs von Saugetieren auf das
Hl-virde gag-Gen, die virde Regulaion - anhand cis-aktiver Elemente und Rev -
entkoppelt werden kann. Damit war es mdglich, eine DNA-Ve&kzine zu entwickeln, die
ene Rev-unabhdngige Expresson der HIV-Strukturproteine erlaubte (Graf et al., 2000).
Dieser auf synthetisch hergestdlten HIV-Genen baserende DNA-Impfgoff hat sch in
Nagern as hochimmunogen erwiesen (Deml et al., 2001).

Etablierung von Gentherapievektoren durch Entkopplung des Rev/RRE-Systems

Das Zid ener Gentherapie id es das gendische Materid ene lebenden Zdle zu
verdndern, dass en thergpeutischer Nutzen ereicht wird. Deshadb benhdtet se
bespidsveise die Insertion eines funktiondlen Gens in das Chromosom ener Zele, um
dort en fehlendes oder defektes Gen zu ersetzen, oder um en infektioses Agens oder einen
Tumor zu bekampfen. Fir eine erfolgreiche Genthergpie mul3 das therapeutische Gen ohne
Nebenwirkungen fir den Petienten exprimiert werden. Auf3erdem muld der Genvektor in
hohen Titern zu produzieren sein, damit schergestdllt ist, dass genligend Ausgangsmaterid
vorhanden is. Im enfachsen Fal werden Gentrandfer-Vektoren durch die gleichzetige
Trandfektion enes Verpackungskonstruktes (Strukturproteine und Polymerasen; gag/pol), €nes
Gentransferkonstruktes (Fremdgen) sowie enes Expressongplasmids fur ein Hull(rezeptor)-
protein (env) hergestdlt. Eine sdektive Verpackung der Fremd-RNA wird durch die
Deetion der Verpackungssequenz (y) im Verpackungskonstrukt und das Einbringen
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diesss Elements in den Gentrandervektor dchergestelt (sehe  Abbildung  A.-10).
Lentiviren haben sch ds idede Kandidaten fir die Genthergpie e'wiesen, da Se zum einen
die Fahigkeit haben, sowohl ruhende, post-mitotische und enddifferenzierte ds auch dch
telende Zdlen zu infizieren, zum anderen aber kene Immunantwort auddsen, wenn se
enmd integriet Snd (Pandya et al., 2001). So konnte zB. mittlerwelle en dabiler
Gentransfer in  Dendritischen  Zellen (Chinnasamy, N. et al., 2000), in T-Zdlen
(Chinnasamy, D. et al., 2000), in Makrophagen (Zufferey et al., 1997) as auch in CD34"
hématopoetischen Zdlen (Akkina et al., 1996) durch lentivirdle Vektoren erreicht werden.
Anhand der Studien, die zur Entwicklung ener , Rev/RRE-entkoppeten® DNA Vakzine
fUhrten (Sehe obiger Abschnitt |, Impfgtoffentwicklung®) wurde gleichzeitig aber auch das
Scherhatsprofil  zur Entwicklung neuer Vektoren fir die Genthergpie entscheidend
verbessart:  Die Wahrschenlichkeit von  Rekombinationsereignissen mit  virden  Wildtyp-
Sequenzen oder der Selbstverpackung von Vektor-RNA ig aufgrund ener vollig anderen
Nukleinsduresequenz minimiert und somit auch das Risko ener Rekonditution neuer
replikationsfahiger Viren. Zudem wird auch eine Reektivierung endogener Retroviren oder
persdierender Lentiviren durch die nun nicht mehr Rev-abhdngige Genexpresson
vermieden. Frihere Strategien versuchten das  Sicherhdtsprofil  lentivirder  Vektoren
dadurch zu verbessern, dass Regulationsdemente und -Proteine deetiet und durch
funktionsgleiche, aber HIV-fremde Sequenzen ersetzt wurden. Das env-Gen, welches ja
das RR-Element beinhdtet, kann z.B. durch das VSV (Vesicular Somatitis Virus) G-
Protein ersetzt werden. Es zechnet sch durch sene hohe Stabilitdée und breten
Wirtdropismus aus. Die Abhéngigkeit einer dtarken Transkription von der Anwesenheit
von Tat (LTR-Regulaion) kann durch das Einbringen enes sarken Promoters (z.B. von
CMV (Cytomegalovirus)) entkoppet werden (Kim et al., 1998). Zuletzt kahn man den
Rev-abhangigen Export durch en anderes Trangportsystem, zB. CTE (constitutive
transport element (Mason-Pfizer Monkey Virus)) ersetzen (Pasquindli et al., 1997).
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Abbildung A.-10. Retrovirale Verpackungszellinie und Vektor produktion. Die viralen Gene der
Struktur proteine und Enzyme wer den von einem nicht-retroviralen Promoter aus exprimiert und
sind stabil in der sog. Verpackungszelle integriert. Nach Transfektion mit einem retroviralen
Vektor, der fur ein bestimmtes , Fremdgen" kodiert, wird die Vektor-RNA mit Hilfe der
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Struktur proteine ver packt und als Bestandteil des Viruspartikelsausder Zellefreigesetzt werden.
Diese Viruspartikel werden aus dem Uberstand geerntet und fur Infektion / Transduktion von
Zellen verwendet. Dort wird die Fremd-DNA aufgrund der retroviralen enzymatischen Aktivitaten
schliefdlich in das Zellchromosom eingebaut und exprimiert das,, fremde* Gen (verandert nach:
Schweizer et al., 2001).

Rev-abhangige Reporter und Screening-Systeme

Das Rev/RRE-Sysem kann aber auch as Screening-System eingesetzt werden. So hat
unsere Arbeitsgruppe in den vergangenen Jahren auf der Bass eines GFP-Konstruktes ein
Reportersystem evauiert.

Der im GFP enthaltene Chromophor wird durch Licht der Wellenlange 395 nm und 475 nm angeregt und
emittiert grines Licht bei 395 nm (Kain et al., 1995). Seit nach der Klonierung des Gens nachgewiesen
werden konnte, dass die Biolumineszens speziesunabhangig erhalten bleibt (Prasher et al., 1992), und das
Protein in vivo eine hohe Stabilitét aufweist, ist es haufig als Reporter in der Molekularbiologie eingesetzt
worden.

Dazu wurde der Kodongebrauch von HIV auf ein GFP(green fluorescent protein)-
Konstrukt Ubertragen, der HIV 5-HauptspleiZdonor dem Leserahmen vorangestdlt, sowie
das virde RR-Element an 3-Ende angeflugt. Damit waren dle Bedingungen ener Rev-
abhangigen Expresson angepald (Sylvia Kehlenbeck, Diplomarbeit-RIMMH, 2000). In
Trandektionsstudien mit  anschliefender  FACS  Augtestung  konnte  hierbel  bestétigt
werden, dass der Einsaiz von Rev-Inhibitoren (Leptomycin B und RevM10) zu ener
dosssbhdngigen Hemmung der Rev-vermittelten Expresson von hivGFP fuhrt. Daraufhin
ollen jetzt Indikatorzellinien etabliert werden, die durch sabile Integration von hivGFP
und rev die Wirksamkeit eines Hemmgoffes des Rev/RRE-Systems durch eine Reduktion
der konditutiven Huoreszenz anzeigen wirden. Da durch den retrovirden Gentransfer
gewdhrleiget id, dass das Zidgen mittds Integrase in das Zidgenom integriert wird, und
gch mit diesr Methode auf lange Sicht auch Suspensonszdlen mit hivGFP transduzieren
lasen, solite es moglich sain, konditutiv fluoreszierende Zdllinien herzugdlen, die sch
zur Identifizieeung von neuen ati-Rev wirksamen Subdanzen und damit HIV-
Thergpeutika einsetzen lassen wirden (Kergtin Jungert, Diplomarbeit-RIMMH, 2001). Die
Arbeiten an diesem System dauern noch an.
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A.4. Zielsetzung der Arbeit

In den letzten Jahren belegten initide Untersuchungen, dass die nukledre Akkumulation
spdter HIV-1 Transkripte die notwendige Voraussetzung fir ene zeatlich regulierte
Rev/RRE-abhangige Expresson der spden HIV-1 Gene id. Diese wird durch das
kombiniete  Zusammenspid  unteschiedlicher  cisaktiver  Elemente  (ineffiziente
Soleifgellen und inhibitorische Sequenzmotive) begrindet. Fehlt nur  ener  dieser
Aktionspartner, kommt es entweder zur nuklegren Degradierung oder zum konditutiven
Kernexport der spaten Transkripte.

In dieser Arbeit wurde die Bedeutung der HI-virden Kodonwahl - auch unter dem Einflul3
ebenfdls HIV-baserender ciss und trans-aktiver Elemente (UTR, RRE, Rev) - auf die
Expresson verschiedener Reporterplasmide (gag, gfp, Provirus) betrachtet. Im ergen Tell
dieser Arbeit wurden dafir chimére gag-Kongtrukte hergestelt, deren Kodongebrauch auf
den von hochexpremierenden Sdugetier- glechwie HIi-virder Gene baderten. Der zweite
Abschnitt zidte zum enem auf die Fragestdlung, wechen Einflu® interne ,kryptische’
Spleilidonorgelen auf die Expresson von GFP-Plasmiden haben, deren Sequenz auf die
HIV-typische Kodonauswahl zurlickging. Zum anderen sollte hinterfragt werden, welche
Bedeutung der Kodonwahl hierba  zukommt. Dafir wurden GFP-Modellkonstrukte
entwickdt, die - im Gegenstz zum HlI-virden GFP-Kongtrukt - keine funktiondlen oder
»Kryptischen® Spleilfdonorselen mehr beinhdteten, oder sch im A/U-Gehdt voneinander
unterschieden. Zuletzt sollte dann - egmdig im provirden Umfdd - die Bedeutung der
Hl-virden Kodonwahl fir die zdtlich reguliete Genexpresson im Rahmen der HIV-1
Replikation betrachtet werden. Daflr wurden Proviren konzeptiert, die innerhdb des gag-
Lesrahmens in andoger Welse zu den zuvor hergestellten chiméen gag-Konstrukten
Sequenzverdnderungen aufzeigten.
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B. Material
B.1. Reagenzien

Alle Chemikaien wurden - wenn nicht anders angegeben - von SIGMA (Deisehofen), FLUKA
CHEMIE (Buchs, Schweiz) oder MERCK (Darmstadt) bezogen. Die Bezugsquelle der Medien,
Marker (DNA, RNA, Protein), Enzyme, Antikorper und verwendeten Kits werden hier eigens
aufgefihrt. Ansonsten sind die Herstellerfirmen der Reagenzien an entsprechender Stelle im
Methodenteil genannt.

B.2. Bakterienstamme und Ndhrmedien

B.2.1. Bakterienstamme

DH5a: F- (f80dlacZDM 15) recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 (1, m¢)supl D{lacZY A -argF) U169
(Deutsche Sammlung fir Mikroorganismen, Gottingen)

GM 169: mut453 dam-3 thr-1 ara-14 leuB6 del(gpt-proA) 62 lacY 1 tsx-33 supEd4 gaK2 hisG4 metB1
rfbD1 mgl-51 rpsL 260 kdgk 51 mtl-1 thi-1 deoB16
(Deutsche Sammlung fur Mikroorganismen, Géttingen)

GM2163: F- dam-13:Tn9 dcm6 hsdR2 leuB6 his-4 thi-1 ara-14 lacYl gadK2 gdT22 xyl-5 mitl-1
rpsL 136 tonA 31 tsc-78 supE44 McrA - McrB-
(Deutsche Sammlung fir Mikroorganismen, Goéttingen)

B.2.2. Nahrmedien fir Bakterien
B.2.2.1. Flussigmedien

LB-Medium 5gNaCl, 10 g Bacto-Tryptan, 5 g Hefeextrakt ad 1 | H,0, pH 7,3

TB-Medium 12 g Bacto-Tryptan, 24 g Hefeextrakt, 4 ml Glyzerol ad 900 ml HO, nach
Autoklavieren Zugabe von 100 ml steriler Lésung A (2,31 g KH,PO4, 1254 g
K,HPO,4 ad 100 ml H,0)

50 x SOC-Medium 19,8 g Glucose, 26,6 g MgSO,, 20,4 g MgCl, ad 100 ml H,O; sterilfiltriert

SOB-Medium 20 g Bacto-Trypton, 5 g Hefeextrakt, 0,5 g NaCl, 2,5ml 1 M KCI
ad 11 H,0, pH 7,0; autoklaviert

B.2.2.2. Nahrboden

LBg-Agar LB-Medium mit 1,5% Agar
LBamp-Agar LB-Medium mit 1,5% Agar und 50 - 200 pg/ml Ampicillin

B.3. Eukaryontische Zelllinien und Nahrmedien

B.3.1. Adharent wachsende Saugerzelllinien:

H1299 p53-negative, humane Lungenkarzinomzellen (Mitsudomi et al ., 1992)
(Dulbecco’s Mod Eagle Medium, 10% FKS, 1% Pen/Strep)
(aus den Zellbestanden der Arbeitsgruppe Dobner, RIMMH)
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CoC12 murine Muskelmyoblasten (Trask et al., 1988)
(Dulbecco’s Mod Eagle Medium, 10% FK'S, 2 mM Glutamin, 1% Pen/Strep)
(Lochmiiller, Genzentrum Miinchen)
COs-7 mit SV40-TAg (Simian virus 40 large T-antigen) immortalisierte
Affennierenepithelzellen (ATCC: CRL-1651)
(Dulbecco’s Mod Eagle Medium, 10% FK'S, 2 mM Glutamin, 1% Pen/Strep)
293 T humane Ad5/SV 40 transformierte Nierenepithelzellen
(aus den Zellbesténden der Arbeitsgruppe Dobner, RIMMH)
(Dulbecco’s Mod Eagle Medium, 10% FKS, 2 mM Glutamin, 1% Pen/Strep)

NIH-3T3 murine embryonal e Fibroblastenzellen
(Dulbecco’s Mod Eagle Medium, 10% FKS, 2 mM Glutamin, 1% Pen/Strep)
»MAGIS' humane CD4+/LTR-R-Gal Hela, HPV-18 transformierte Cervixkarzinonzellen

(Kimpton und Emermann, 1992)
(Dulbecco’s Mod Eagle Medium, 10% FK 'S, 1% Pen/Strep;
zur Selektion: 0,2 mg/ml G418, 0,1 mg/ml Hygromycin B)

Die Zellen stammen, falls nicht anders angegeben, aus den Bestanden der Arbeitsgruppe Wagner, RIMMH.

B.3.2. In Suspension wachsende Saugerzelllinien:

MT4 humane T-Z€ell Lymphoblasten (mit integriertem HTLV-1)
(RPMI 1640, 10% FKS, 2 mM Glutamin, 1% Pen/Strep)
CEM humane Lymphoblasten

(RPMI 1640, 20% FKS, 2 mM Glutamin, 1% Pen/Strep)

Die Zellen stammen aus den Bestanden der Arbeitsgruppe Wagner, RIMMH.

B.3.3. Basalmedien und Zusatzkomponenten fur Saugerzelllinien:
GIBCO/BRL GmbH, Eggenstein-L eopoldshafen: Dulbecco’s Mod Eagle Medium, FKS

PAN-SYSTEM, Aidenbach: RPMI 1640 Medium, Pen/Strep (100 pg/ml Penicillin, 50 pg/ml
Streptomycin), Glutamin, Geneticin (G 418), Hygromycin B

B.4. Nukleinsauren

B.4.1. Plasmidvektoren

pcDNA3.1(+)-Expressonsplasmid INVITROGEN, Leek NV (NL)
PCR-Script™ SK (+)-Plasmid (Amp) STRATAGENE, Heideberg
plin8p55D4 (pUC8-Ursprungsvektor) Ralf Wagner, RIMMH

pcDNA3.1(+)-Expressionsplasmid: Der Polylinker des vom pUC19-Vektor abgeleiteten eukaryontischen
Expressionsvektors pcDNA3.1(+) (5.446 bp) wird von den T7- und Sp6-Promotoren flankiert. Die
Transkription integrierter Gensequenzen erfolgt unter Kontrolle des human Cytomegalovirus (hCMV)-
immediate-early Promotors. Die Transkripte werden mit Hilfe des Vektor-eigenen Polyadenylierungssignals
BGHpolyA (bovine growth hormone polyA) polyadenyliert. Innerhalb des Polylinkers befindet sich zudem
das ATG-Codon a's Translationsstartpunkt, so dafl3 Genseguenzen exprimiert werden kénnen, die selbst kein
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Startcodon besitzen. Der Vektor enthalt zusétzlich Resistenzgene: amp fur die Selektion in transfizierten,
prokayontischen, sowie neo fir die Selektion in transfizierten, eukaryontischen Zellen.

pCR-Script™ SK (+)-Plasmid (Amp'): Dieser Klonierungsvektor (2.961 Basenpaare (bp)) wurde aus dem
pBIuescript® SK(+)-Phagemid durch die Einfihrung einer Srfl-Schnittstelle in den Polylinker (MCS: multiple
cloning site) generiert (GenBank‘:’l database: Accession # U46017).

Der Polylinker befindet sich innerhalb des lacZ -Gens (a-Peptid) und wird von den T3- und T7-Promotoren
flankiert. Das partielle lacZ’-Gen unter Kontrolle des induzierbaren lac-Promotors erlaubte eine Blau-Weil3-
Selektion rekombinanter Plasmide mittels a-Komplementation. Das Ampicillin-Resistenz-Gen erméglicht
die Selektion positiver Transformanten.

plin8p55D4 (pUC8-Ursprungsvektor): Ausgangspunkt fir die Herstellung des plin8p55D4-Vektors war
eine speziell zusammengestellte synthetische Polylinkersequenz (Restriktionsenzymschnittstellen, um die
direkte Expression in E. coli, die Insertion zusétzlicher DNA Sequenzen sowie nachfolgende Subklonierung
in eukaryontische Transfervektoren zu ermdglichen) gegen die der originale Polylinker von puUCS8
ausgetauscht wurde. Der gesamte p55-kodierende Bereich von HIV-1 (BH10, siehe B.4.2. Plasmide) wurde
schliedlich Gber BamHI / Sal | reinkloniert (Doktorarbeit, Ralf Wagner, 1992).

B.4.2. Plasmide

pcDNA3.1(+)-syngag hier: syngag Arbeitsgruppe Wagner, RIMMH
pcDNA3.1(+)-wtgag hier: wtgag Arbeitsgruppe Wagner, RIMMH
pcDNA3.1(+)-UTR-syngag-RRE hier: UTR-syngag-RRE  Arbeitsgruppe Wagner, RIMMH
pcDNA3.1(+)-UTR-wtgag-RRE hier: UTR-wtgag-RRE  Arbeitsgruppe Wagner, RIMMH

pCsRevsg25-GFP hier: pcRev Joachim Hauber, Erlangen
pCsRevsg25M 10BLGFP hier: pcRevM10 Roland Stauber, Erlangen
pcRev hier: pcwtRev N. Neumann, GSF, Minchen
huGFP, hivGFP Arbeitsgruppe Wagner, RIMMH
pHX10 hier: HX10 Arbeitsgruppe Wagner, RIMMH

Alle in dieser Arbeit verwendeten HIV-spezifischen Gen- und Aminosauresequenzen entstammen dem Klon
BH10 des franzosischen HIV-1 Subtyp B Isolates IAI/IIB (accession number: M15654). Als Matrize der
Klonierungen diente hierbel das Provirusplasmid pHX10, welches die provirale Sequenz von BH10 mit den
flankierenden L TR-Regionen des | solates HXB2 enthélt (Ratner et al., 1987).

B.4.3. Oligonukleotide

Die genaue Sequenz (5-3-Orientierung) und Bezeichnung der benétigten Oligonukleotide (100 uM,
entsalzt, lyophilisiert, DMT Monitoring) METABION, Martinsried) ist in den nachstehenden Tabellen
aufgefiihrt. Dabel wurden folgende Abkirzungen verwendet: A oder for bezeichnet den forward-Primer; B
oder rev denrevers-Primer.

B.4.3.1. PCR-Primer

Primer fur die Herstellung der chiméren gag-Expressionskonstrukte

Sense-Primer fir diewtgag Amplifikation ab Eco RI (unterstrichen)

chlA 5-GTACCGAATTCATGGGTGCGAGAGCGTCAGTA-3
Antisense-Primer fir diewtgag Amplifikation ab Sty | (unterstrichen)
chls 5-GGCCTCCTTGGTGTCTTTTATCTCTATCCTTTGS
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Sense-Primer fir diewtgag Amplifikation ab Sty | (unterstrichen)

ch2A 5-GGACACCAAGGAAGCTTTAGACAAGATAGAGGAA-3
Antisense-Primer fir diewtgag Amplifikation ab Stu | (unterstrichen)
ch2B 5-GCTGAAGGCCTTCTCTTCTACTACTTTTACCCATGC-3
Sense-Primer fir diewtgag Amplifikation ab Stu | (unterstrichen)
ch3A 5 -GGAGAAGGCCTTCAGCCCAGAAGTAATACCCATGTTTTGS
Antisense-Primer fur diewtgag Amplifikation ab Eco RV (unterstrichen)
ch3B 5-TGCCTGATATCCAGAATGCTGGTAGSGCTATACATT-3
Sense-Primer fir diewtgag Amplifikation ab Eco RV (unterstrichen)
ch4A 5-GCATCCTGGATATCAGACAAGGACCAAAAGAACC-3
Antisense-Primer fur diewtgag Amplifikation ab Bst Ell (unterstrichen)
ch4B 5-GTGTTGGTTACCTGGCTCATTGCTTCAGCCAAA-3
Sense-Primer fir diewtgag Amplifikation ab Bst Ell (unterstrichen)
chSA 5 -AGCCAGTAACCAATACAGCTACCATAATGATGS
Antisense-Primer fur diewtgag Amplifikation ab Bgl Il (unterstrichen)
chSB 5-GGGCCAGATCTTCCCTAAAAAATTAGCCTGTCT-3
Sense-Primer fir diewtgag Anplifikation ab Bgl |1 (unterstrichen)
ch6A 5-GGGCAAGATCT GGCCTTCCTACAAGGGAAGG-3
Antisense-Primer fur diewtgag Amplifikation ab BamHI (unterstrichen)
ch6B 5-GCCGAGCTCCTCGAGGCTCCCGGATCCTTATTGTGACGAGGGGTCG3
Antisense-Primer fir diewtgag Amplifikation ab Sac |1 (unterstrichen)
ch3aB 5 -CGCTGCCGOGGTTCTCTCATCTGGCCTGGT -3
Sense-Primer fir diewtgag Amplifikation ab Sac 11 (unterstrichen)
ch3bA 5 -GAGCCCCGOGGAAGTGACATAGCAGGAACTACT-3
Primer fir dieHerstellung der chiméren Provirus-Konstrukte
Sense-Primer fir die syngag Amplifikation ab Cla | (unterstrichen)
Clafor 5 -GATCGATGGGAGAAGATCAGGCTGAGGCC-3
Sense-Primer fiir die Erzeugung der Nsp V Schnittstelle (M utationen unterstrichen)
Nsp-foward | 5-GGATCAGAAGAACTTCGAAGCTTATATAATACAGTAGC-3
Anti-Sense Primer fir die Erzeugung der Nsp V Schnittstelle (M utationen unterstrichen)
Nsp-revers 5-GCTACTGTATTATATAAGCTTCGAAGTTCTTCTGATCC-3
Sense-Primer fir die syngag Amplifikation ab Nsp V (unterstrichen)
Nsp-for 5-CTTCGAAGCCTGTACAACACCGTGGCCACCC-3
Sense-Primer flr die syngag Amplifikation ab Spe | (unterstrichen)
Spe-for 5-ACTAGTACCCTGCAGGAGCAGATCGGCTGG-3
Anti-Sense Primer fir die syngag Amplifikation ab Spe | (unterstrichen)
Spe-rev 5-GGGTACTAGT GGTGCCGGCGATGTCGCTGCC-3
Anti-Sense Primer flr die syngag Amplifikation ab Apa | (unterstrichen)
Apa-rev 5 -GGGGOCOGGCAGT TCCTGGCGGTGTGGCC-3
Primer fur die Subklonierung von proviralem gag aus genomischer DNA
bzw. fur die RT-PCR aus UTR-chgag-RRE
Sense-Primer fir die gag Amplifikation ab dem UTR-Bereich (9 bp BH10/ 1 bp UTR)
UTRAfor 5-CGACGCAGGACTCGGCTTGC-3
Anti-Sense Primer flr die gag Amplifikation ab dem Bereich um Bcl | (1876 bp BH10)
BH10-Bcl-rev | 5.GCAACCAATCTGAGTCAACAGS
RRE Anti-Sense Primer flr die gag Amplifikation aus dem RRE Bereich heraus (82 bp RRE)
-rev

5 -GGGTGCTACTCCTAATGG-3
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B.4.3.2. Sequenzierprimer

Die 5-Primer (f = forward) und 3"-Primer (r = revers) T7 bzw. Sp6 und M13 wurden durch das instituts-
eigene Synthesegerét hergestel|t.

T7-f 5-GAATTGTAATACGACTCACTATAGYS
Sp6-r 5-GATTTAGGTGACACTATAGAATAC-3
M13-r 5-TTCACACAGGAAACAGCTATGACC-3
Sense-Primer zur Kontrolle von ch-/syngag ab Position 372 bp
S1 5-GCAGCCAGGTGAGCCAGAACT
Sense-Primer zur Kontrolle von ch-/syngag ab Position 786 bp
2 5-CAAGAGGTGGATCATCCTGGGC-3
Sense-Primer zur Kontrolle von ch-/syngag ab Position 1174 bp
S3 5-GCTTCAACTGCGGCAAGGAGT
Sense-Primer zur Kontrolle des (chiméren) Provirus ab Position 2 bp (BH10)
BH10-30 5 -GCTCTCTCGACGCAGGACTCGGC-3
Sense-Primer zur Kontrolle des (chiméren) Provirus ab Position 781 bp (BH10)
BH10-S1 5-GCACCAGGCCAGATGAGAGAACC-3
Sense-Primer zur Kontrolle des (chiméren) Provirus ab Position 1118 bp (BH10)
BH10-32 5 -GCATTGGGACCAGCGGCTACA-3
Sense-Primer zur Kontrolle des (chiméren) Provirus ab Position 1432 bp (BH10)
BH10-3 5 -CTACAAGGGAAGGCCAGGG-3

Anti-Sense Primer zur Kontrolle des (chiméren) Provirus ab Position 1432 bp (BH10)
BH10-S31ev | 5-CCCTGGCCTTCCCTTGTAGG-3

Anti-Sense Primer zur Kontrolle des (chiméren) Provirus ab Position 1575 bp (BH10)
BH10-SA-rev 5 -GGATACAGTTCCTTGTCTATCGGCTCC-3

Antisense-Primer zur Kontrolle des (chiméren) Provirus ab Position 2476 bp (BH10)
BH10-2476rev | 5.CCTACATACAAATCATCC-3

Antisense-Primer zur Kontrolle des (chiméren) Provirus ab Position 3810 bp (BH10)
BH10-38107ev | 5.CCAGGATAACTTTTCC-3

Antisense-Primer zur Kontrolle des (chiméren) Provirus ab Position 4794 bp (BH10)
BH10-4/94rev | 5.CCTAGGGCTAACTATGTGTCC-3

Anti-Sense Primer zur Kontrolle des (chiméren) Provirus ab Position 6014 bp (BH10)
BH10-6014-rev | 5.CCCGCTACTACTATTGG-3

Anti-Sense Primer zur Kontrolle des (chiméren) Provirus ab Position 7884 bp (BH10)
BH10-7884rev | 5 GGTAGCTGAAGAGGCACAGG-3

Desweiteren wurden fir die Sequenzierung der (chiméren) Proviren institutseigene Primer verwendet, von
denen nur noch die Position, nicht aber die genaue Sequenz bekannt ist, weswegen sie hier nicht aufgefuhrt
sind.

B.5. DNA-/ RNA-Molekulargewichtsstandards

MGS-VII, MGS-VIII BOEHRINGER, Mannhem
0,2 - 10 kb RNA-Marker SIGMA, Deisenhofen

B.6. Protein-Molekulargewichtsstandards

SDS7, SDS6H SIGMA, Deisenhofen
Precision Plus Protein™ BIO-RAD, Miinchen
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B.7. Enzyme

BOEHRINGER, Mannheim:
Apa |, Bam HI, Bcl I, Bgl I, Bst Ell, Cla |, Eco RI, Eco RV, Hind IIl, Kpn I, Nsp V, Pvu I,
Sacl, Spel, Stu I, Sy I, Xho | mit den bendtigten Puffern
T4-Polynucleotid-Kinase mit entsprechenden 10 x Puffer

NEW ENGLAND BIOLABS GmbH, Schwalbach/Taunus:
Sac Il mit den benétigten Puffer
T4-DNA-Ligase mit entsprechenden 10 x Puffer

B.8. Antikorper

primare Antikorper:
Anti-p24 monoklonaer Antikorper (16/4/2),

von der Maus (aa. 307 - 336) (Wolf et al. 1990)
Anti-p24 monoklonaler Antikorper (13/5),

von der Maus (aa. 147 - 154) (Wolf et al. 1990)
Anti-RT monoklonaer Antikorper,

vom Schaf
Anti-Env monoklonder Antikdrper (gpl20),

von der Maus (aa. 308 — 322) (NEA-9305)
Anti-GFP polyklonaler Antikorper,

vom Kaninchen

sekundare Antikorper:

Anti-Maus mmunoglobulin (ges. 1g),
HRP-konjugiert, vom Kaninchen

Anti-Mausmmunoglobulin,
AP-konjugiert, vom Kaninchen

Anti-Kaninchenimmunoglobulin,
HRP-konjugiert, von der Maus

Anti-K aninchenimmunoglobulin,
AP-konjugiert, von der Maus

Anti-Schafimmunoglobulin,
HRP-konjugiert, vom Kaninchen

far p24 Capture Assay-ELISA benétigte Antikorper:

MAK 11-G-7 (aa. 113 - 128),

mMAK 10-E-7 (aa. 193 - 223) (Niedrig et al., 1938, 1989)

AK MO, biotinylierter AK 37G12
Streptavidin-POD-Konjugat

Arbeitsgruppe Wagner, RIMMH
Arbeitsgruppe Wagner, RIMMH
MRC*

* AIDS Programme Reagent Project, England

DU PONT, Dreieich

CLONTECH, Heidelberg

DAKO, Hamburg
BIO-RAD, Minchen
PIERCE, Bonn
DAKO, Hamburg

DAKO, Hamburg

M. Niedrig, RKI, Berlin

POLYMUN SCIENTIFIC, Wien
ROCHE, Mannheim
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B.9. Protease-Inhibitoren

Protease-Inhibitor-Cocktailtabl etten BOEHRINGER, Mannheim

B.10. Kommerziell erhaltliche Kits

Nucleobond-AX (Plasmid Extraction Kit) MACHEREY-NAGEL, Diren
TMB Substrate Reagent Set PHARMINGEN, Heidelberg
Riboprobe® System T7 PROMEGA, Mannheim
RNeasy Kit QIAGEN, Hilden

QIAquick Gel Extraction Kit
QIAquick PCR Purification Kit

QlAamp DNA Kit
FUGENE 6 Transfection Reagent ROCHE, Mannheim
TagPlus Precisiond PCR System STRATAGENE, Heidelberg

B. 11. Computerprogramme und Datenbanken

Die Texte und Tabellen dieser Arbeit wurde mit dem Textverarbeitungsprogramm Word for
Windows, Version 7.0 MICROSOFT) auf einem IBM-kompatiblen Personal Computer (PC)
erstellt. Die Zeichnungen und Diagramme wurden mit den Programmen Excel Version 7.0
(Software Publishing), SgmaPlot* Version 4.0 (JANDEL) und Microsoft Powerpoint VVersion 6.0
angefertigt. Die Western-Blots und Filme wurden in eéinem Flachbrettscanner (ACER) eingescannt,
im Adope Photoshop (D3.0) bearbeitet und in Microsoft Powerpoint Version 6.0 beschriftet. Die
Northern-Blots wurden mit einem ,Molecular Imager® System GS-363“ (BIO-RAD, Miinchen)
ausgewertet und wie die Western-Blots bearbeitet.

Die DNA-Sequenzierungen wurden mit dem Programm SequEd?®, Verson 1.0.3 (Applied
Biosystems) auf einem Apple Computer (MACINTOSH) ausgewertet.

Die Computeranalysen wurden mit dem Sequenzanalyse-Paket HUSAR/GCG (Steinbeis-Transfer -
zentrum Genominformatik, Heidelberg) durchgefiihrt.

Die Literatursuche wurde mit der MEDLINE-Datenbank (National Library of Medicine) und
mittels PubMed gemacht.
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C. Methoden

C. 1. Allgemeine Zellkulturtechniken (Prokayonten)
C.1.1. Anzucht und Kultivierung von Bakterien in Flussig- und
Plattenkultur

Kulturen von Escherichia coli (E. coli) kénnen auf Agarplatten oder in Flissigkultur vermehrt
werden. Zum Anlegen von Plattenkulturen wurden mit einer serilen Impfése von einer
BakterienflUssigkultur Bakterien aufgenommen, auf einer Agarplatte ausgestrichen und nach einer
inversen Inkubation iiber Nacht (UN) bei 37°C im Brutschrank Einzelkolonien isoliert. Die
Kulturplatten sind mit Parafilm verschlossen und bei 4°C gelagert bis zu 4 Wochen haltbar. UN-
Flussigkulturen wurden durch Animpfen von 5 bis 2500 ml gerilem LB- bzw. TB-Medium (je
nach Verwendungszweck) mit einer gepickten Einzelkolonie von einer Plattenkultur (bei grof3en
Volumina mit einer UN-Hiissig-Vorkultur) angelegt. Diese wurden im Schiittelinkubator (NEW
BRUNSWICK SCIENTIFIC, Edison/NJ, USA) be 37°C und 200 Umdrehungen pro Minute
(,rounds per min.“, rpm) UN angezogen. Zur Selektion wurde dem Medium Ampicillin zugesetzt.
Die Bestimmung der Bakteriendichte erfolgte photometrisch bel einer Wellenlange von 600 nm
gegen das Kulturmedium als Referenz.

C.1.2. Herstellung transformationskompetenter Bakterien

Zur Herstellung transformationskompetenter Bakterien nach der CaCl,-Methode wurden aus einer
Glycerinkultur 20 ml LB-Medium angeimpft und UN be 37°C und 200 rpm inkubiert. Am
nachsten Morgen wurden 5 ml dieser UN-Kultur in eéinem Gemisch von 100 ml LB- und 500 mi
SOC-Medium (Sambrook et al., 1989) bei 37°C und 200 rpm bis zu einer ODggo VoNn 0,4 (1 ODggo =
8 x 10° Bakterien/ml) inkubiert. Zum Ernten wurde die Kultur auf zehn 50 ml-Falcon-Réhrchen
verteilt und 10 Minuten bel 4.000 rpm und 4°C in einer Hettich-Standzentrifuge KONTRON
INSTRUMENTS, Neufahrn) abzentrifugiert. Im folgenden wurde stets zlgig und auf Eis
gearbeitet. Die Bakterienpellets wurden in 16 ml eiskatem Tranformationspuffer 1 (12 g RbCl, 9,9
g MnCl, - 4 H,0,30ml 1 M KAc pH 7,5, 1,5 g CaCl, - 2 H,0, 150 g Glycerinad 11 H,O; pH 5,8;
serilfiltriert) resuspendiert, auf vier 50 ml-Falcon-Rdhrchen verteilt, und danach 10 Minuten bei
4000 rpm und 4°C abzentrifugiert. Anschlie?end wurde jedes Pellet in 4 ml eiskatem
Transformationspuffer 2 (20 ml 0,5 M MOPS pH 6,8, 1,2 g RbCl, 11 g CaCl, - 2 H,0, 150 g
Glycerin ad 1 | HO; pH 6,8; derilfiltriert) aufgenommen. Die nunmehr kompetenten Bakterien
wurden in 200 pl Aliquots in Eppendorf-Reaktionsgeféale EPPENDORF, Hamburg) abgefillt,
durch Eintauchen in fllissigem Stickstoff schockgefroren und anschlief3end bel -80°C aufbewahrt.

C.2. Allgemeine, standardisierte Klonierungstechniken

C.2.1. Isolierung von DNA

C.2.1.1. Préaparation, Reinigung und Konzentrationsbestimmung von Plasmid-
DNA aus E. coli

Zur Charakterisierung der hergestellten Subklone wurde die Plasmid-DNA nach dem Protokoll der
akalischen Schnell-Lyse aufgereinigt (, Miniprép.” nach Birnboim und Doly, 1979).

Fur Subklonierungen wurde dagegen die benttigte Plasmid-DNA Uber Nucleobond-Saulen
(Anionenaustauscherchromatographie) nach Angaben des Herstellers MACHEREY & NAGEL,
Duren) gereinigt. Je nach der bendtigten DNA-Konzentration sind Midi (Nucleobond-Tip 100)-
oder Maxi (Nucleobond-Tip 500)-Saulen verwendet worden.
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Die Konzentration und Reinheit der isolierten Plasmid-DNA wurden mit Hilfe eines Zweistrahl-
Spektrophotometers (YARIAN GmbH, Darmstadt) in einem UV-Adsorptionsspektrum zwischen
230 und 320 nm festgestellt. Aus dem Wert der O.D. bel einer Wellenldnge von 258 nm (O.D.,sg)
konnte die Konzentration doppelstrangiger DNA (dsDNA) nach dem Lambert-Beerschen-Gesetz
berechnet werden (1 O.D. s = 47,5 ug dsDNA/m).

C.2.1.2. Praparation von genomischer DNA aus Saugetierzellen

Die Isolierung genomischer DNA aus Saugetierzellen wurde mit dem QlAamp DNA Kit (QIAGEN,
Duren) nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt.

C.2.2. Reinigung von PCR-Fragmenten

Die Reinigung von doppdstrangigen PCR-Produkten von Oligonukleotid-Primern, Polymerasen,
Nukleotiden und Sazen wurde nach Angaben des Herstellers mittels eines QIAquick PCR
Purification Kits unter zu Hilfenahme von QI Agick Spin-Saulchen durchgeftihrt. Die Analyse des
Reinheitsgrades und die Abschétzung der Konzentration von PCR-Fragmenten erfolgte mittels
Agarosegelelektrophorese (C.2.6.).

C.2.3. Enzymatische Spaltung von Nukleinsduren mit Restriktions-
endonukleasen

Zur Charakterisierung der aus E. coli isolierten Plasmid-DNA, sowie fir préparative Zwecke wurde
die DNA mit Restriktionsendonukleasen enzymatisch geschnitten. Eine Einheit [U] bezeichnet
dabel die Enzymaktivitdt, die benttigt wird, um 1 pg | -DNA in ener Stunde bel geeigneter
Temperatur und optimalen Puffer-, bzw. pH-Bedingungen vollsténdig zu spaten.

Zur Charakteriserung gereinigter Plasmid-DNA wurde 1 pg DNA mit 10 U Redtriktions-
endonuklease und /10 Volumen Restriktionspuffer in einem 20 ul Ansatz gespalten.

Fur praparative Zwecke sind in einem Standardansatz 5 pg bis 10 pg Plasmid-DNA mit je 50 U
Restriktionsenzyms in einem Gesamtvolumen von 50 pl H,Opg ebenfdls mit /10 Volumen
Restriktionspuffer fir mindestens zwel Stunden inkubiert worden.

C.2.4. Phosphorylierung von blund-end DNA-Fragmenten

Um die Ligation eines amplifizierten blund-end DNA-Fragmentes, welches in dieser Arbeit durch
das TagPlus Precisiona PCR-System (C.3.1.) erzeugt wurde, zu ermoglichen, miissen die 5'-
Enden phosphoryliert werden. Dazu wurde die T4-Polynucleotid-Kinase (Richardson 1981;
Midgley and Murray, 1985) (ROCHE, Mannheim) verwendet, die die Ubertragung des terminalen
g-Phosphat von ATP auf das 5" -Hydroxylende von DNA oder RNA katalysiert.

Der Reaktionsansatz (20 U T4-Polynucleotid-Kinase, 3 pl 10-fach Puffer, 3 ul 10 mM ATP, 1 bis5
png DNA, ad 30 ul HyOyiq.) wurde eine Stunde bel 37°C inkubiert und anschliel¥end die Kinase bei
75°C fur 10 Minuten inaktiviert.

Danach erfolgte eine Reinigung mit dem QI Aguick PCR Purification Kit (QIAGEN, Duren) - nach
Angaben des Herstellers.

C.2.5. Dephosphorylierung von geschnittenen Vektoren

Um die Sdbstligation eines blund-end bzw. @nfach-sticky geschnittenen Vektors zu verhindern,
missen die 5 Enden dephosphoryliert werden. Dazu wurde die Calf Intestine Phosphatase (CIP)
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(ROCHE, Mannheim) verwendet, die die Hydrolyse von 5 Phosphatresten von DNA, RNA sowie
von Ribo- und Deoxyribonukleosidtriphosphaten zu 5° Hydroxylenden katalysiert.

Der Reaktionsansatz (0,1 U CIP, 1 bis 20 pmol DNA, 20 mM Tris/HCI pH 8,0, 1 mM MgCl,, 1
mM ZnCl,, ad 50 pl HOyig.) Wurde zusammen pipettiert, eine Stunde bel 37°C inkubiert und
anschlief?end die Phosphatase bei 75°C fur 10 Minuten inaktiviert. Anschlief3end erfolgte eine
Reinigung mit dem QIAquick PCR Rurification Kit @QIAGEN, Diren) - nach Angaben des
Herstellers.

C.2.6. Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung linearisierter DNA-Fragmente (0,1 Kop bis 10 kbop) nach ihrem Molekulargewicht
erfolgt bei konstanter Stromstarke und Spannung (50 V bis 150 V). Je nach errechneter Grof3e der
DNA-Fragmente wurde zwischen 0,8% und 2,0% Agarose in TAE-Puffer (40 mM TrigHCl pH
8,0, 20 mM NaAc, 2 mM EDTA) unter Aufkochen gelést und mit Ethidiumbromid SIGMA,
Deisenhofen) in einer Endkonzentration von 50 ng/ml versetzt. Die DNA-Fragmente wurden mit
1/10 Volumen DNA-Auftragspuffer (0,25% Bromphenolblau, 0,25% Xylencyanol, 40% (w/v)
Saccharose) versetzt und zur Abschdtizung der FragmentgrofRe zusammen mit antsprechenden
Molekulargewichtsmarkern aufgetragen. Die Detektion der DNA erfolgte mit Hilfe eines UV-
Durchlichtschirms (BACHHOFER LABORATORIUMSGERATE, Reutlingen) be  einer
Wedlenldnge von 312 nm, dem Absorptionsmaximum des DNA-interkdlierenden Ethidium-
bromids.

C.2.7. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen

Die Uber Gelelektrophorese aufgetrennten DNA-Fragmente wurden fir die anschlief3ende Ligation
aus dem Agarose-Gel geschnitten. Fur die weitere Extraktion von DNA-Molekilen mit einer Grole
von 200 bp bis 10 Kop eignete sich die QIAquick Gel Extraction-Methode (QIAGEN, Duren), bei
der die DNA sdektiv unter Hochsalzbedingungen an die Silikat-Sdulenmatrix gebunden und
anschlief3end bel Niedrigsalzbedingungen mit einer 10 mM TrigHCl pH 85 - Lésung nach
Angaben des Herstellers von der Saule eluiert wurde.

C.2.8. Ligation von Vektor- und Insert-DNA

Die gereinigten DNA-Fragmente wurden in einem molaren Vektor : Insert-Verhdtnisvon 1 : 3 bis
1 : 10 in die Ligation eingesetzt. Der Standardligationsansatz von 20 pl enthielt neben 100 ng
Vektor-DNA, 20 U T4-DNA-Ligase, 1 x T4-Ligase-Puffer, sowie unterschiedliche
Konzentrationen an Fremdgen-DNA. Die Reaktion erfolgte entweder eine Stunde bei Raum-
temperatur (RT) aoder iiber Nacht (UN) bei 14°C im Wasserbad und konnte anschlieend direkt zur
Transformation kompetenter E. coli-Zellen eingesetzt werden.

C.2.9. Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA

Die kompetenten E. coli-Zdlen (100 - 200 pl) werden auf Eis aufgetaut, mit 4 pl einer 0,5 M b-
Mercaptoethanol-Ldsung versetzt, 5 Minuten inkubiert und danach mit ca. 50 ng bis 1 pg Plasmid-
DNA versetzt. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten auf Eis, in der die DNA an die Zellen
adsorbiert, werden die Proben fir 45 Sekunden auf 42°C (Hitzeschock) erwérmt und anschlief3end
mindestens funf Minuten auf Eis gestellt. Der Resktionsansatz wird dann nach Zugabe von
unselektivem LB-Medium so lange unter Schitteln inkubiert, bis die Antibiotikaresstenz des
transformierenden  Plasmids exprimiert wird. Um Einzekolonien zu erhaten, wurde die
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Bakteriensuspension auf geeigneten Selektionsplatten ausgestrichen und UN bei 37°C im
Brutschrank angezogen. Die Anayse rekombinanter Transformanten erfolgte durch Restriktions-
verdau.

C.3. PCR (Polymerase Chain Reaction)

Die Polymerase-K ettenreaktion (PCR) ist ein Verfahren zur exponentiellen (bis zur 10"-fachen) in
vitro Vervidfédtigung definierter Nukleotidsequenzen (Saiki et al., 1988). Die Durchfihrung der
PCR-Resktionen efolgte in einem programmierbaren PERKIN ELMER GENEAmp™ 9600-
Thermocycler. Um Kontaminationen zu vermeiden, wurden die Reaktionen mit gestopften Spitzen
(BIOZY M, Hess. Oldendorf) angesetzt.

C.3.1. TagPlus Precisiona PCR System (STRATAGENE)

Diese Methode wurde zur Generierung der blund-end linearisierten chiméren gag- und Proviren
Subkonstrukte angewendet.

Die TagDNA-Polymerase, isoliert aus dem thermophilen Eubakterium Thermus aquaticus, ist eine
hitzestabile DNA-abhéngige 5 -3 -DNA-Polymerase mit hoher Prozessivitét (ca. 1 mirvkb), besitzt
aber keine Exonukleaseaktivitéten.

Die aus Pyrococcus furiosus isolierte, thermostabile DNA-abhdngige Pfu-DNA -Polymerase besitzt
ene 3 -5-Exonuklease Aktivitét (proofreading) und erlaubt daher eine auRerst fehlerfreie
Amplifiketion von blund-end DNA-Fragmenten. Die Prozessvitét ist alerdings mit zwel min/kb
geringer als die der TagPolymerase und erlaubt nur eine Amplifikation von 5 - 10 kb grof3en
DNA-Fragmenten.

Durch die Verwendung eines Gemischs aus Pfu-DNA-Polymerase und Tag-DNA-Polymerase
(Tag20004 ) lassen sich im TagPlus Precisionda PCR System die Vorteile beider DNA-
Polymerasen miteinander kombinieren, so dal3 auch grof3e DNA-Fragmente Uber 15 kop mit einer
hohen Effizienz und minimaer Fehlerrate in kurzer Zeit amplifiziert werden kénnen.

Der Reaktionsansatz (1 pl 5 U TagPlus Polymerase, 10 pl 10-fach Puffer, 8 ul 10 mM dNTP, 2 pl
5uM forward-Primer, 2 ul 5 uM revers-Primer, 10 - 250 ng DNA, ad 100 pl H,Oy;q4.) wurde unter
folgenden PCR-Bedingungen inkubiert.

Schritt Temperatur Dauer

1 Initiation 94°C 1 Min.

3-Stufen-PCR: 35 Zyklen

2 Denaturierung 94°C 1 Min.
Annedling 55°C 1 Min.
Elongation 72°C 1 Min./kbp
3 End-Elongation 72°C 10 Min.
4 4°C ¥
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C.3.2. Zielgerichtete in vitro Mutagenese mittels PCR (QuickChange
Site-Directed Mutagenesis Kit (STRATAGENE))

Diese Methode eignet sich zum Einfligen oder Entfernen von Punktmutationen in definierte
Bereiche doppdstrangiger Plasmid-DNA. Mit Hilfe zweier komplementérer, 30 bp bis45 bp langer
Oligonukleotidprimer mit GC-reichen Enden, die in ihrer Sequenz den gewinschten Austausch
enthalten, wird in einer PCR-Reaktion dam-methylierte Plasmid-DNA als Matrize verwendet und
durch die Pfu-DNA-Polymerase (3"-5-Exonuklease-Aktivitét) amplifiziert. Die Entfernung der
methylierten Ausgangs-DNA wird durch die Zugabe von 10 U des Restriktionsenzyms Dpn |
gewahrleistet. Dpn | ekennt spezifisch die Sequenz 5-G™ATC-3 und spdtet se
endonukleolytisch. Die mutierte, zirkuléare, nicht-methylierte und noch unligierte dsDNA wird nach
der Transformation von E. coli durch die bakterielle DNA-Ligase kovalent geschlossen.

Die PCR-vermittelte, ortsgerichtete Mutagenese wurde ausgehend von 25 ng bis 50 ng ZietDNA
in einem 50 ul Ansatz nach Herstellerangaben unter den angegebenen Standard-Bedingungen
durchgeftihrt und fihrte zur Einflhrung der Mutationen im plin8p55D4 Vektor, wodurch die Nsp
V-Schnittstelle kreiert wurde.

Schritt Temperatur Dauer

1 Initiation 94°C 3 Min.

3-StufenPCR: 16 Zyklen

2 Denaturierung 94°C 1 Min.
Anneding 55°C 45 Sek.
Elongation 68°C 2 Min./kbp
3 End-Elongation 68°C 10 Min.
4 4°C ¥

C.3.3. DNA-Sequenzierung

Die Sequenzanalyse der jeweiligen Plasmid-DNA erfolgte durch automatisierte, nicht-radioaktive
Fluoreszenzsequenzierung, die auf der Bads de  Dideoxynukleotid-vermittelten
K ettenabbruchmethode (Sanger et al., 1977) beruht.

Je Ansatz wurden in eéinem Endvolumen von 12 pl 500 ng DNA mit 6 pmol des entsprechenden
Oligonukleotids versetzt. Die Sequenzierresktion erfolgte unter Zuhilfenahme des PRISM® Ready
Reaction DyeDeoxy? Terminator Cyle Sequencing Kits (PERKIN ELMER BIOSYSTEMS,
Weiterstadt). Die DNA-Fragmente wurden Uber ein denaturierendes 7%-iges Harnstoff-
Polyacrylamidgd in einem 377A-DNA-Sequenzier-apparat (PERKIN ELMER BIOSYSTEMS,
Waeiterstadt) aufgetrennt und mit Hilfe des SeqEd®-Programms (Version1.03, PERKIN ELMER
BIOSYSTEMS, Weiterstadt) auf einem APPLE-MACINTOSH-Computer ausgewertet.

Ab 2002 efolgte die Sequenzierung lber die Firma GENEART (Regensburg).
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C.4. Allgemeine Zellkulturtechniken (Eukaryonten)
C.4.1. Kultivierung von Saugerzellen

Die adhé@rent wachsenden H1299-, C2C12- und COS-7, 293 T-, NIH-3T3 und ,,MAGI“-Zdlen
wurden in einer Atmosphére von 5% CO, bei 37°C kultiviert. Wenn eine konfluente Zellschicht
vorlag, wurden die Zellen nach Waschen mit PBS mit 0,25%iger Trypsin-EDTA-L6sung (GIBCO,
Eggenstein) von der Unterlage der Zelkulturflasche (BD Falcon™, BD BIOSCIENCES,
Frankreich) abgelost und im Verhdtnis von 1:3 bis 1:10 gesplittet.

Die in Suspension wachsenden MT4- und CEM-Zdlen wurden ebenfalls in einer Atmosphére von
5% CO, be 37°C kultiviet. Wenn eine konfluente Zdllésung vorlag, wurden die Zellen im
Verhdtnisvon 1:1 bis 1:10 gesplittet.

C.4.2. Bestimmung der Lebendzellzahl

Die Lebendzellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Hierzu wurden 100 pl
einer resuspendierten Zelkultur mit einer 0,5%igen Trypanblau-Ldsung (MERCK, Darmstadt) in
einem Verhdtnis von 1.5 bis 1:20 vermischt. Durch das Eindringen des blauen Farbstoffes durch
die Zdimembran von toten Zellen konnen diese leicht von lebenden, transparenten Zellen
unterschieden werden.

C.5. Transfektion von Zellen
C.5.1. Transfektionsmethoden
C.5.1.1. Transfektion von adh&renten Zellen durch CaHPO,-Prazipitation

Adhérente Zellen lassen sich effizient mit der CaHPO,-Prézipitations-Methode (Grahem and Eb,
1973) trandfizieren, bei der en CaHPO,-DNA-Prézipitat Uber Endozytose von der Zele
aufgenommen wird.

Hierzu wurden am Vortag der Transfektion die Zellen in einer 6-Napf-Platte (FALCON,
Heldelberg) in 3 ml DMEM-Medium ausgesét und fir 24 Stunden inkubiert. Dabel wurde folgende
Zdlzahl jewells ausgesét:

H1299: 25x 10° Zellen
C2C12: 1x 10° Zelen
COS7: 4x 10° Zdlen
NIH-3T3: 2,5 x 10° Zellen

Mindestens eine Stunde vor der Transfektion wurde das Medium gewechselt.

Fur die Transfektion wurde 15 pg Endotoxin-freie Plasmid-DNA mit 30 ul 25 M CaCl,
(derilfiltriert) in einem Volumen von 300 ul vereint und unter Vortexen tropfenweise zu 300 pl des
2 x HeBS (HEPES hufferes sdine)-Puffers (8,2 g NaCl, 5,95 g HEPES, 0,105 g Na,HPO, in 500
ml H,Oyigq, und pH 7,05!) pipettiert. Wéahrend des 20-mindtigen Inkubationschrittes bel RT bildete
sich das Prazipitat aus, das anschlief3end tropfenweise auf die zu transfizierenden Zellen gegeben
wurde. Danach wurden die Zdlen zundchst fur 14 Stunden und nach erneutem Wechsdl des
Mediums fr insgesamt 48 Stunden im Brutschrank kultiviert.

Fir die Transfektion von H1299 mit Proviren wurden diese in Petrischalen ausgesét
(1 x 10° Zellen, 12 ml). Der Transfektionsansatz betrug hierbei die dreifache Menge an DNA und
Reagenzien des normalen. Die Zellen wurden hier i.d.R. nach 60 - 72 Stunden geerntet. Fur die
Transfektion von 293 T-Zellen mit Proviren fir die spdtere RNA Gewinnung wurden diese in
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Petrischalen ausgesit (2 x 10° Zellen, 12 ml) und mit dem analogen Transfektionsansatz wie die
H1299-Zellen trandfiziert. Die Zellen wurden dann nach zwei, vier, sechs, neun, zwdlf und 15
Stunden fir die RNA-Isolierung (C.8.1.) geerntet.

C.5.1.2. Transfektion von Suspensionszellen mit FUGENE 6

Das Transfektionsreagenz FUGENE 6 (ROCHE, Mannheim) ist eine nicht-liposomae Ldsung, die
ein breites Spektrum eukaryontischer Zellen mit hoher Effizienz und minimaler Zytotoxizitét
transfiziert.

Zur Transfektion wurden 7,5 x 10° MT4- oder CEM-Zdlen in einem 15-ml Falcon (GREINER,
Frickenhausen) abzentrifugiert und das Pdllet in 1 ml serumfreien RPMI-Medium resuspendiert.
Die zu transformierende Nucleobond-DNA (1 pg) wurde nach Angaben des Hergtelers mit
FUGENE 6 behanddt und auf die Zellsuspension langsam aufgetropft. Nach einer Inkubation von
drei Stunden im Brutschrank wurde serumhatiges Medium zu den Zellen gegeben und diese in
eine normale Zellkulturflasche (25 cn’, stehend) zur weiteren Kultivierung tberfiihrt.

C.5.2. Ernte und Aufarbeitung der Zellen und Zellkulturtiberstande
nach Transfektion zur Analyse der Expression viraler Proteine

Zur Anadyse der Expression viraler Proteine in eukaryontischen Zellen mufdten die adhérenten
Zellen bzw. Zdlkulturiiberstdnde geerntet und aufgearbeitet werden.

Dazu wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei
-20°C eingefroren.

Der Zdlrasen wurde zweima mit PBS fhosphate buffered saline (Sambrook et al., 1989))
gewaschen und in 1 ml eiskaltem PBS mit Hilfe eines Zellschabers quantitativ von der Oberflache
des Napfes gelost. Die Zelen wurden bei 1.000 x g (Erdbeschleunigung) in Eppendorff-
Reaktionsgefalien pelletiert. Zur Aufarbeitung der Zellen wurde das Zdlpellet in 100 pl RIPA-
Lysispuffer (50 mM Tris/HCI pH 8,0, 150 mM NaCl 0,1% SDS, 1% Nonidet P40, 0,5% Natrium-
Deoxycholat mit Protease-Inhibitor-Cocktailtablette BOEHRINGER, Mannheim)) resuspendiert,
unter zweimaligen Einfrieren in flussigen Stickstoff und Auftauen bel 37°C im Wasserbad (freeze-
and-thaw-cycles) aufgeschlossen und zur Entfernung der Zdltrimmer bei 14.000 x ¢
abzentrifugiert. Die Lagerung erfolgte bel -20°C.

C.6. Analyse von Proteinen
C.6.1. Quantitative Proteinbestimmung (BIORAD)

Fir die Andyse der Proteine aus den transfizierten und lysierten Zelen (sehe CaHPO,-
Transfektion (C.5.1.1.)) (dabei Proteine aus dem Mediumiberstand vorher mit Triton X-100-
Losung lysieren; vgl. p24 Capture Assay (C.6.5.)), wurde zunéchst deren Gesamtproteinmenge pro
Ansatz quantitativ mit dem Bradford-Protein-Assay nach Angaben des Herstellers BIORAD,
Minchen) bestimmt.

Das Reagenz dieses Testsystems unterliegt nach Bindung an Proteine einer Farbénderung, die sich
photometrisch in einer Absorptionszunahme bei 595 nm aul3ert. Aus dem Vergleich der
gemessenen O.D. mit den Werten einer BSA -Eichkurve [&% sich die Proteinmenge néherungsweise
abschétzen.

Durchfiihrung:

Unterschiedliche Verdinnungen (1 : 200 bis 1 : 400) der zu bestimmenden Proteinprobe wurden in
Polystyrol-K Givetten (SARSTEDT, Niumbrecht) mit PBS (80 g NaCl, 2 g KCl, 14,24 g NaaHPO, -
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12 H,0, 2 g KH,PO,, pH 7,0 bis 7,7) jeweils auf ein Gesamtvolumen von 800 pl gebracht und nach
Zugabe von 200 pl Farbereagenz zwischen 10 und 60 Minuten bei RT inkubiert. Anschlief3end
wurde photometrisch die Absorption bei 595 nm gegen den Nullwert (800 ul PBS + 200 pl
Férbereagenz) bestimmt.

Mit Hilfe einer BSA-Eichgeraden (1pg/ml bis 20 mg/ml), die pardld dazu angesetzt und
vermessen wurde, konnte die jewellige Gesamtproteinmenge der einzelnen Proben mit einer
Genauigkeit von ca. 85% bestimmt werden.

C.6.2. Auftrennung von Proteinen mittels SDS-Polyacrylamid-
Gelelekrophorese

Bel der SDS-Pdyacrylamid-Gelelektrophorese (SDSPAGE) werden Proteine in Gegenwart eines
hohen SDS-Uberschusses elektrophoretisch nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Dabei
lagert sich das negativ-geladene SDS in einem konstanten Gewichtsverhdtnis an die Proteine an
und kompensiert deren Eigenladungen so, dal? ale Proteine anndhernd ihrer GrolRe entsprechend
zur Anode wandern kénnen. Nach Laemmli (Laemmli, 1970) werden die Probenproteine unter
Verwendung eines diskontinuierlichen Puffersystems (Fling and Gregerson, 1986) zunédchst in
einem niederprozentigen Sammelgel konzentriert, von welchem ale Polypeptide gemeinsam in das
eigentliche Trenngel tbergehen.

Der Aufbau der verwendeten Gelapparaturen und das Gief3en der Gele sind der Beschreibung der
Gerédtehersteller (BIOMETRA, Gottingen) zu entnehmen, die genaue Zusammensetzung der
Gellosungen ist in nachfolgender Tabelle zusammengefaldt. Die Elektrophorese erfolgte in einem
speziellen SDS-PAGE-Laufpuffer (25 mM TrigHCI pH 7,5, 190 mM Glycin, 0,1% SDS) bei 20
bis 100 mA, je nach verwendeter Gelgrofe und Apparatur. Die Auftrennung wurde gestoppt,
nachdem die Bromphenolblau-Bande gerade ausgel aufen war.

Fir die SDSPAGE wurden pro Ansatiz 100 pg Protein mit 5fach konzentriertem SDS
Probenpuffer (5 x Bailing Mix: 0,4 g Tris, 05 g SDS, 25 ml b-Mercaptoethanol, 1 ml 25 mM
EDTA, 3 ml Glycerin, eine Spatel spitze Bromphenolblau, pH 6,8, ad 10 ml H,0O,,4.) versetzt. Nach
Denaturierung der Proteine fur drei Minuten bel 95°C wurden sie direkt auf das SDSGd
aufgetragen.

12,5% Trenngel-L 6sung | 5% Sammelgel-L 6sung
Protogel™ (30% Acrylamid, 0,8% Bis-) 6 mi 0,99 ml
1,88 M TrigHCI pH 8,8 3,6 ml

0,625 M TrisHCI pH 6,8 1.2ml

0,5% SDS 36ml 1.2 ml

H>Opiq, 48 ml 26 ml
TEMED (Tetramethylendiamin) 15 pl 6 ul
10% APS (Ammoniumperoxodisulfat) 0 pl 30

Nach der SDSPAGE wurden die aufgetrennten Proteine Uber eine Anféarbung des Gels mit
Coomassie Brillant Blau (C.6.3.) nachgewiesen.

C.6.3. Protein-Farbung mit Coomassie Brillant Blau

Fur die Anférbung von aufgetrennten Proteinen mit Coomassie Brillant Blau (SIGMA, Deisenofen)
wurden die Proteingele nach der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (C.6.2.) mindestens fir
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funf Stunden bel RT in ener Farbeosung (45% Methanol, 10% Eisessig, 0,25% Coomassie
Brillant Blau R250) inkubiert. Anschlief?end wurden die gefarbten Gele in einer Entfarbel6sung
(45% Methanol, 10% Eisessig) solange leicht geschiittelt, bis der Hintergrund klar und nur noch die
Proteinbanden blau geférbt waren. Zur Konservierung wurden die Gele anschlief3end auf
Whatmar? -3MM-Papier im Vakuum bei 65°C fiir zwei Stunden getrocknet.

C.6.4. Detektion spezifischer Proteine mit Hilfe monoklonaler
Antikdrper im Western-Blot
C.6.4.1. Proteintransfer auf Nitrocellulose: Western-Blot-Analyse

Der Transfer von aufgetrennten Proteinen aus einem Polyacrylamid-Gel auf Nitrocellulose
(Millipore Immobilon NC pure, MILLIPORE, Bedford) erfolgte in einer Fast-Blot , semidry” -
Apparatur BIOMETRA, Gottingen) mit dem BIORAD-Transferpuffer (150 mM Glycin, 25 mM
Tris p 8,3, 10% Methanol) nach Angabe des Herdtelers fir 20 bis 60 Minuten be einer
Stromstérke von 5 mA/cnt. Die denaturierten Proteine wandern, entsprechend ihres Molekular-
gewichts, in Richtung Anode und werden auf der Nitrocellulose immobilisiert. Zur Uberpriifung
des erfolgten Proteintransfers und air Markierung der Molekulargewichtsstandards wurden die
Proteine reversibel mit Ponceaurot SLAsung (Sambrood et al. 1989) angeférbt und anschlief3end
durch Waschen mit TTBS-Puffer (tween-tris buffered saline: 150 mM NaCl, 10 mM Trig HCI pH
7,5,0,02 M Tween 20) wieder entférbt.

C.6.4.2. Detektion Uber eine Enzym/Substrat-vermittelte Farbreaktion

Der Nachweis von Proteinen beruht auf der spezifischen Bindung eines priméren, monoklonalen
Antikérpers und dessen Erkennung durch einen sekundéren, Enzym-konjugierten Antikorper. Die
chemische Reaktion durch das an den sekundédren Antikérper gekoppelte Enzym Alkdische
Phosphatase (AP) bzw. Meerrettich-Peroxidase (hor se radish peroxidase, HRP) fuhrt schlielich zu
einer Anférbung des Proteins. Die Absdttigung freier und unspezifischer Bindungsstellen auf der
Nitrocellulose nach dem Proteintransfer erfolgte fir mindestens eine Stunde bei RT oder UN bei
4°C mit einer 5%igen Magermilch- TBS (tris bufferes saline: 150 mM NaCl, 10 mM Tris/HCI pH
7,5)-Losung. Danach wurde die Nitrocellulosefolie dreima 15 Minuten mit TBS und abschliel3end
einma 10 Minuten mit TTBS gewaschen, bevor se UN bel 4°C mit einer ausgetesteten
Verdinnung des priméren Antikorpers (Env, 16/4/2: 1:2000, GFP: 1:1000, RT: 1:500) inkubiert,
wiederum mit TBS und TTBS gewaschen und anschlief?end mindestens eine Stunde lang mit einer
1:2000 - Verdunnung des AP- bzw. HRP- gekoppelten Antikorpers geschittelt wurde. Nach
erneutem Waschen folgte die Farbung mit den chromogenen Substraten der akalischen
Phosphatase (68 ul NBT, 70 pl BCIP in 20 ml AP-Puffer: 100 mM NaCl, 50 mM MgCl,, 100 mM
Tris (Sambrook et al., 1989)) bzw. Meerrettich-Peroxidase (5 ml 05 M TrigHCl pH 7,5, 24 ml
10% NiCl,, 30 pl 30% H,O,, eine Spatel spitze 3,3 -Diaminobenzidin (DAB), ad 50 ml H,0,;4). Die
Farbereaktionen wurden durch Waschen der Nitrocellulosefolie mit H,O,,;4, abgestoppt.

C.6.4.3. Detektion rekombinanter Proteine durch eine Enzym/Substrat vermittelte
Lichtreaktioon (ECL", Amersham Biosciences)

Fur den Nachweis rekombinanter Proteine mittels Autoradiographie-Film (KODAK, Opex) wurde
der Western Blot, wie unter  Abschnitt C.6.4.2. beschrieben, mit einem HRP-gekoppelten
Antikorper behandelt. Die Féarbung erfolgte dann alerdings mit den ECL-L6sungen A und B in
einem Vehdtnis 1.1, die in einem lichtgeschitzten Gefd? auf die Nitrocelulose-Membran



METHODEN

gegeben und im Dunkeln bel RT eine Minute inkubiert wurden. Anschlief3end wurde die Membran
auf einem Whatmar?-3MM-Papier ziigig von der Reagenzmischung befreit und in ene
Filmkassette gelegt. Eine Klarsichtfolie wurde daraufhin luftblasenfrei Gber die Membran plaziert,
um spéter die Autoradiographie-Filme vor zuvid Restfeuchtigkeit zu schitzen. In der Dunke-
kammer wurden dann zu unterschiedlichen Expositionszeiten (1 bis 5 Minuten, bzw. UN) die
Filme aufgelegt und anschlief3end entwickelt.

C.6.5. Nachweis von Pr55%9-Lipopolyprotein bzw. p24 durch einen
HIV-1 ELISA

C.6.5.1. Nachweis des Pr55%-Lipopolyproteins aus transfizierten und lysierten
Zellen durch einen HIV-1 p24 Capture Assay-ELISA nach Niedrig

Die Austestung der chiméen gag Expressonsplasmide erfolgte durch einen HIV-1 p24-ELISA
nach M. Niedrig (Berlin) (Niedrig et al., 1988, Niedrig et al., 1989).

Hierzu wurde mAK 11-G-7 mit 0,1 M Carbonatpuffer pH 9,5 (Mischung aus 0,1 M NaHCO; und
01 M NaCO;) auf eine Endkonzentration von 25 pg/ml eingestelt. Mit je 100 ul dieser
Verdinnung wurden die Locher einer 96-Well-Polystyrol-Maxisorb-Plaite (NUNC; Rodskilde,
Déanemark) gefillt und Uber Nacht bei 4°C inkubiert.

Zum Austesten wurden 450 pl vom abgenommenen Mediumiberstand mit 50 pl einer 5% Triton
X-100 Losung versetzt, gevortext und mindestens 15 Minuten bel RT inkubiert. Danach wurde eine
1:5- oder 1: 10 - Verdinnung mit Verdinnungspuffer (Waschpuffer mit 0,5% BSA) hergestel It.
Fir den Nachweis im Zellysat ist das Aufschlief3en der Partikel durch den RIPA-Lysepuffer schon
erfolgt. Deshalb wurde nur noch eine entsprechende Verdinnung (je nach Bandenstdrke im
Western Blot: 1 : 10 oder 1 : 50) hergestellt.

Desweiteren war noch eine Pr55°*-Standardreihe anzufertigen, um qualitativ den ELISA auswerten
zu konnen. Hierfir wurden 12 pl einer auf 50 ng/ul eingestelten Pr55°*-Protein-Losung
(Arbeitsgruppe Wagner, RIMMH) mit 12 pl einer 1% Triton X-100 versetzt, gevortext und
mindestens 15 Minuten bel RT inkubiert. Danach wurden 276 pl Verdinnungspuffer hinzu
gegeben und eine Standardreihe pipettiert, die Konzentrationen von 200 ng bis zu 1,5625 ng
beinhatet.

Nach diesen Vorarbeiten wurde die beschichtete Platte sechsmal mit je 200 pl Waschpuffer (0,22 g
NaH,PO, - H,0, 1,65 g NaHPO, - 2H,0, 17,54 g NaCl, 1 ml Tween 20, ad 1l H,Oy4) gewaschen,
nach jedem dritten Waschen gut ausgeklopft und schliefdich mit je 100ul Proben oder Standard-
Verdinnungen beflllt. Danach wurden je 100 ul des auf 2,5 pg/ml eingestellten POD markierten
mAK 10-E-7 hinzu pipettiert, die Platte mit Folie Uberklebt und vier Stunden bel 37°C inkubiert.
Nach nochmaligem Waschen und Ausklopfen erfolgte die Férbereaktion durch Zugabe des
Enzymsubstrats o-Phenylen-diamin nach Angaben des Herstellers (ABBOTT LABORATORIES,
Wieshaden). Die Reaktion wurde nach 5 bis 30 Minuten durch die Zugabe von je 100 pl 1 N
H,SO, beendet. Die Absorption der - bel positivem Ergebnis - gelb/orange-farbigen Lésung wurde
be einer Wellenlange von 492 nm (Referenzwellenlénge 620 nm) in eéinem ELISA Reader der
Firma SLT LABINSTRUMENTS Deutschland GmbH bestimmt. Mit Hilfe der Pr55%-
Eichgeraden wurden anschlief3end die Mengen Pr55% pro g Gesamtproteinmenge bestimmt.
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C.6.5.2. Nachweis von p24 aus transfizierten bzw. infizierten und lysierten Zellen
durch einen HIV-1 p24 Capture Assay-ELISA nach Stoiber

Die Anayse der chiméren Proviren erfolgte durch einen HIV-1 p24-ELISA, der von H. Stoiber
(Innsbruck) etabliert wurde. Dieser hat sich bel der Austestung im Vergleich zu der Methode nach
Niedrig as empfindlicher erwiesen. Die dafir notwendigen Antikdrper MO1 und 37G12 wurden
Uber POLYMUN SCIENTIFIC (Wien, Osterreich) bezogen.

Der Virusiberstand wurde durch Zugabe von 5% Triton X-100 (Endkonzentration: 0,5%) und
anschliefender 15-mindtiger Inkubation inaktiviert. Fir den Nachweis im Zelysat ist das
AufschliefRen der Partikel durch den RIPA-Lysepuffer schon erfolgt. Deshalb wurde nur noch eine
entsprechende Verdinnung hergestellt.

Zur Quantifizierung der p24-Konzentration in Zellysaten und Zellkulturiiberstdnden aus infizierten
Zdlen wurden 96-Wdl Maxi-Sorb-Mikrotiterplatten (NUNC, Wiesbaden) mit je 100 pl ener
1:300 Verdinnung des p24-spezifischen Antikorpers MO1 in 0,1 M Carbonatpuffer (pH 9,5) (siehe
C.6.5.1.) UN bei 4°C beschichtet. Am nachsten Tag wurden die Zelllysate sowie der p24-Standard
seriell (50 - 0 ng/ml) in Verdunnungspuffer (PBS / 1% BSA) verdunnt. Je 100 pl der Proben
wurden nach dreimaligem Waschen der Miktrotiterplatte mit Waschpuffer (PBS / 0,05% Tween+
20) aufpipettiert und eine Stunde bei 37°C inkubiert. Nach sechmaligem Waschen wurden je 50 pl
ener 1:5000 Verdinnung des zweiten, biotinylierten p24-spezifischen Antikorpers 37G12 in
Verdunnungspuffer auf die Platte gegeben und diese eine weitere Stunde bei RT inkubiert. Nach
zehnmaligem Waschen wurden 100 pl einer 1:10000 Verdinnung des Straptavidin-POD-Konjugats
(ROCHE, Mannheim) zugefuigt. Nach einer Inkubation von 30 Minuten bei RT folgten die letzten
zehn abschlief3enden Waschschritte. Die Antikorper-Antigen Komplexe wurden unter Verwendung
von je 100 ul TMB-Subgtratldsung, welche nach erfolgter Farbreaktion mit 50 ul 1 N HSO,
abgestoppt wurde, bei einer Wellenlange von 492 nm (Referenzwellenldnge 620 nm) in einem
ELISA Reader der Firma SLT LABINSTRUMENTS Deutschland GmbH detektiert. Mit Hilfe der
p24-Eichgeraden wurden anschlief3end die Mengen an p24 pro g Gesamtprotelnmenge bestimmt.

C.7. Anreicherung von Viruspartikeln Uber Saccharose-

kissen

Viruspartikel konnten aus dem Uberstand transfizierter H1299 Zellen durch Pelletieren tber ein
20%iges (w/v)-Saccharosekissen in PBS (ohne bivaente lonen) (2,5 Stunden bei 28.000 rpm in
einem TFT41.14 Rotor, KONTRON INSTRUMENTS, Neufahrn) gereinigt werden. Das so
erhaltene Pellet wurde in PBS (ohne bivalente lonen) UN resuspendiert.

Danach wurde von jewels einem Aliquot der erhatenen Suspension eine Gesamtprotein-
bestimmung mittels BioRad (C.6.1.), ein Protein-Reinheitstest mittels Coomasse Brillant Blau
Farbung (C.6.3.) und ein spezifischer Protein-Nachweis mittels Western Blot-Anayse (C.6.4.)
durchgefihrt.

C.8. Isolierung und Analyse von RNA

C.8.1. Gewinnung von RNA aus adhérenten Zellen nach Transfektion
Zur Vermeidung von Kontaminationen mit RNasen wurden beim Arbeiten mit RNA ausschlieldich
sterile, gestopfte Pipettenspitzen als auch Plastikpipetten verwendet. Alle Apparaturen und Gefél3e
wurden zuvor mit 0,2 M NaOH gereinigt. Die Losungen wurden mit DEPC-behandelten H,O (0,1%
DEPC; autoklaviert) hergestellt und durch Filtration oder Autoklavierung sterilisert. Desweiteren
wurden ale Arbeitsschritte wenn moglich unter gekiihiten Bedingungen ziigig durchgeftihrt.
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Zur Isolierung von RNA mufdten transfizierte Zellen geerntet und aufgearbeitet werden. Die
adhédrenten Zelen wurden mit Trypsin-EDTA (LIFE-TECHNOLOGIE, Karlsruhe) abgel6st und
nach Zugabe von FKS abzentrifugiert. Das Zdlpellet wurde durch Zugabe von RLN-Lysepuffer
(140 mM NeCl, 1,5 mM MgCl,, 0,5% NP-40, 50 mM Tris-HCI, pH 8,0) in eine nukleo- und
zytoplasmatische Fraktion getellt, die jeweilige Gesamt-RNA mit Hilfe des RNeasy-Mini Kites
(QIAGEN, Hilden) nach Angaben des Herstellers gewonnen und in RNasen-freiem Wasser bei -80
°C gelagert.

Die Konzentration der isolierten RNA wurde mit Hilfe eines Zweistrahl-Spektrophotometers
(VARIAN GmbH, Darmstadt) in einem UV-Adsorptionsspektrum zwischen 230 und 320 nm
festgestellt. Aus dem Wert der O.D. bei einer Wellenlange von 258 nm (O.D.,sg) konnte die
Konzentration einzelstrangiger RNA (ssRNA) nach dem Lambert-Beerschen-Gesetz berechnet
werden (1 O.D.zs5 = 40 pug ssSRNA/m).

C.8.1.1. Detektion spezifischer RNA mit Hilfe von RNA-Sonden im Northern Blot

C.8.1.1.1. In vitro-Transkription zur Herstellung radioaktiver RNA-Sonden

Radioaktive ,,antisense® RNA-Sonden wurden durch in vitro-Transkription unter Verwendung des
Riboprobe® Systems-T7 PROMEGA, Madison, USA) nach Protokoll hergestellt. Als radioaktiv
markiertes Nukleotid wurde [**P]-a-CTP (50 uCi pro Resktion) (AMERSHAM BIOSCIENCES,
Freiburg) verwendet. Als Transkriptionsmatrize wurden jewells 500 ng lineariserte und Uber
Qiagen-Saulchen gereinigte Plasmid-DNA eingesetzt. Die RRE-spezifische RNA-Sonde wurde
durch T7 vermittelte Transkription von Xho I-linearisertem pcR-ERR erzeugt. Die Neomycin
spezifische RNA Sonde wurde ebenfalls durch T7 vermittelte Transkription von Eco RI-
linearisertem pcR-Neo” hergestellt. Neomycin wurde deshab as interne Kontrolle verwendet, da
ausschliefdich erfolgreich transfizierte Zellen Uber das Neomycin-Gen auf dem pcDNAS3.1(+)-
Expressionsplasmid das Antibiotikum und somit auch dessen RNA produzieren. Dies 183 einen
Rickschlufd auf die Transfektionseffizienz der unterschiedlichen Konstrukte zu und kann somit
zugleich as interner Vergleich dienen. Die b-Aktin spezifische RNA Sonde wurde durch Sp6
vermittelte Transkription von Eco RI-linearisertem pGEM;-Aktin hergestellt. b-Aktin it en
normales Zellprotein, deshab kann der Nachweis seiner RNA a's Quantifizierung der Effizienz der
RNA Isolierung dienen. Die produzierten Sonden wurden schliefdich noch Uber Centrispin-20
Saulen PRINCETON SEPERATIONS, Adelphia, USA) greinigt. Dazu wurde die Matrix der
Saulen fir mind. 30 Minuten bei Raumtemperatur mit 650 pl H,O inkubiert, Uberschiissge
Flissgkeit abzentrifugiert (2700 rpm, soft, 2 Minuten) und die radioaktiv markierte RNA-Sonde
nach Zugabe des in vitro Transkriptionsansatzes durch Zentrifugation (2700 rpm, 2 Minuten) in ein
1,5 ml Auffanggefa eluiert.

C.8.1.1.2. Detektion spezifischer RNA im Northern Blot

Jawells 5 pg Gesamt-RNA (nukleo- oder zytoplasmatische) wurden mit Probenauftragspuffer (4
mM EDTA, 4 x MOPS-Laufpuffer, 0,9 M Formaldehyd, 20% Glycerin, 30% Formamid, 0,2%
Bromphenolblau, 0,2% Xylencyanol) auf ein Endvolumen von 20 pl eingestellt und finf Minuten
bei 65°C aufgekocht. Die so behandelte RNA wurde auf einem 1%igen Formaldehyd-Agarosegel
(1% Agarose, 1x MOPS-Laufpuffer, 6,5% Formadehyd) in einem 1x MOPS Laufpuffer (0,4 M
MOPS, 10 mM EDTA, 0,1 M NaAc, pH 7,0) elektrophoretisch (100 V, 23 h) aufgetrennt. Als
Standard wurden ebenfalls 2 pl eines 0,2 - 10 kb RNA-Markers SIGMA, Deisenhofen) auf-
getragen. Nach erfolgter Auftrennung wurde das Gel dreima 20 Minuten in DEPC-Wasser
(autoklaviertes 0,1% DEPC / H,O-Gemisch), 17 Minuten in 0,05 N Natronlauge und schliefdich 45
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Minuten in 20x SSC (3 M NaCl, 0,3 M Nas-Citrat, pH 7,0) gewaschen. Das Blotten auf eine positiv
geladene Nylonmembran Biodyne Plus, PALL, Dreieich) erfolgte mittels Saugblottapparatur in
20x SSC UN. Am nichsten Tag wurde die Membran finf Minuten in 5x SSC gewaschen und auf
Whatmar? -3MM-Papier getrocknet. Danach wurde die RNA durch UV Bestrahlung (1200 kJ, 1
Minuten) im Stratalinker (STRATAGENE, Heidelberg) auf der Membran fixiert (, Crosslinking®).
Die zur GroRenorientierung unspezifische Anfarbung der 18S- (ca. 1,9 kb) und 28S- (ca. 5 kb)
RNA efolgte durch 0,03% Methylenblau / 0,3M NaAc. Danach wurde die Membran mit DEPC-
Wasser entférbt, fir eine interne Kontrolle fotografiert und fir zwei Stunden bei 60°C in Pr&
Hybridiserungspuffer (5x SSPE, 5x Denhardts Reagenz (100x: 1% Ficoll-400, 1%
Polyvinylpyrrolidon, 1% BSA), 0,1% SDS, 50% Formamid, 04 mg/ml tRNA (ROCHE,
Mannheim)) im Uber-Kopf-Schiittler inkubiert. Schlieflich erfolgte die Zugabe der radioaktiv
markierten RNA-Sonde (C.8.1.1.1) UN. Am dritten Tag wurde der Blot nach mehrmaligem
gringentem Waschen (0,1x SSC / 0,1% SDS) bei 60°C und einem finden 210-minitigen
Waschschritt mit DEPC-Wasser bei RT in eine Klarsichtfolie eingeschweifdt. Durch Exposition an
eine Phosphor-Imager Platte wurde der Blot mit Hilfe der Molecular Analyst Software (BIO-RAD,
Miinchen) ausgewertet und/oder nach einer Inkubation UN bei -80 °C autoradiographisch (KODAK
Biomax MR AMERSHAM BIOSCIENCES, Freiburg) detektiert.

C.9. Studien mittels Infektion von Zellen mit Proviren

C.9.1. Indirekter Nachweis der Tat Expression nach Infektion mit
Provirus-Uberstand mit Hilfe der Indikatorzelllinie HeLa-LTR-b-Gal:
MAGI(multinuclear activation of galactosidase indicator)-Assay

Die Analyse der Freisetzung infektitser Viren nach Transfektion von H1299 mit Provirus-DNA-
Konstrukten wurde mit der CD4'-Indikatorzellinie HeLa-L TR-b-Gal (Klimpton & Eneerman, 1992
und Wu & Kappes, 1997) durchgefiihrt. Die CD4'-Hel a-Zdllinie trégt eine in das Genom der
Zdle integrierte Kopie des b-Galaktosidase-Gens unter der Kontrolle des Hl-virden LTR-
Promoters, der zundchst inaktiv ist. Nach erfolgreicher Infektion der Zelle durch die nach
Transfektion freigesetzten Proviren wird as eines der ersten Genprodukte von HIV das
Regulatorprotein  Tat exprimiert. Dadurch wird der LTR-Promoter aktiviert und die b-
Gaaktosdase produziert. Die b-Gaaktosidase tragt zudem eine atifizidle Kernlokaliserungs-
sequenz (NLS), so dal3 nach Zugabe einer Substratlésung die b-Galaktosidase exprimierenden und
somit infizierten Zellen an einer intensiven Blaufarbung der Zelkerne zu erkennen sind.

Fur den Test wurden 8 x 10" ,MAGI“-Zdlen pro Wel in eine 12-Napf-Platte (FALCON,
Heldelberg) ausgesit. Nachdem die adhérent wachsende Zellen eine Konfluenz von 20% erreicht
hatten, wurden sie mit Virusiberstand infiziert. Dieser wurde 62 Stunden nach Transfektion
abgenommen und dann in verschiedenen Verdinnungen (unverdinnt - 1:1 - 1:10 - 1:100) in eénem
Endvolumen von 500 pl Medium in Gegenwart von 20 pg/mi DEAE-Dextran in STBS (25 mM
TriHCI pH 7,4, 137 mM NaCl, 5 mM KCI, 0,6 mM NaHPO,, 0,7 mM CaCl,, 0,5 mM MgCl,)
auf die ,MAGI"-Zellen gegeben und im Brutschrank fir zwei bis vier Stunden inkubiert. Wahrend
der Inkubationszeit wurde die Platte dle 30 Minuten mit einer Achterbewegung geschwenkt.
Danach wurden die Zellen mit PBS (ohne bivalente lonen) gewaschen und mit frischem Medium
weiterkultiviert. 60 bis 72 Stunden nach Infizierung wurden die Zdlen einma mit PBS (ohne
bivaente lonen) gewaschen und mit 500 pl Fixierlésung (1% Formadehyd, 0,2% Glutaradehyd)
fur 5 Minuten bel RT fixiert. Danach wurde dreima mit PBS (ohne bivalente lonen) gewaschen.
Die Blauférbung der Zellkerne, als Indikator der Tat-Aktivitdt und somit der erfolgreichen HIV-
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Infizierung, wurde nach ener Inkubation von drel Stunden in einer b-Gal aktosi dase-Substratl6sung
(4 mM Ferricyanid, 4 mM Ferrocyanid, 2 mM MgCl,, 10% Dimethylsulfoxid, 0,4 mg/ml 5Brom-
4-Chlor-3-Indol-b-D-Gdactopyranosd (X-Gal) in PBS) durch mehrmaliges Waschen mit PBS
(ohne bivalente lonen) beendet, und anschlief3end unter Verwendung eines Durchlichtmikroskops
(LEIKA, DMR) aufgenommen.

C.9.2. Replikationsstudien mit HI-Proviren in MT4- und CEM-Zellen
C.9.2.1. Replikationskinetik: ,,Kurzzeitversuch*

Fur die Anayse der Replikationskinetik wurden pro Ansatz 7,5 x 10° CEM-Zellen nach der
FUGENE 6 Transfektionsmethode (C.5.1.2.) transfiziert und anschlief3end Uber einen Zeitraum von
bis zu 30 Tagen kultiviert. Dabel wurden die Zellen jeweils nach 48 Stunden 1:1 gesplittet, wobei
hierbei gleichzeitig Zdlkulturtberstand fir eine spétere gemeinsame p24 Capture Assay-ELISA -
Auswertung (C.6.5.2.) gesammelt wurde.

C.9.2.2. Sequenzmutationen Uber die Zeit: ,,Langzeitversuch*

Fir die Replikationsstudie, die dazu diente, Rickmutationen bei den chiméren, proviraen
Konstrukten tber die Zeit hin zu beobachten, wurden pro Ansatz 7,5 x 10° MT4-Zdlen nach der
FUGENE 6 Transfektionsmethode (C.5.1.2.) transfiziert und Uber einen Zeitraum von drei Monaten
kultiviert. Dabel wurde in der Regdl dle 14 Tage die Lebendzellzahl durch Zugabe neuer Zdlen
auf 7,5 x 10° eingestellt. Fir die Analyse des p24-Kapsid Antigens mit dem p24 Capture Assay-
ELISA (C.6.5.2) wurde dle zwe bis drei Wochen Zd Ikulturiiberstand abgenommen. Gleichzeitig
wurde ein Aliquot an Zellen zur spéteren Isolierung der genomischen DNA (C.2.1.2.) eingefroren.

C.9.3. Titration des Provirus-Uberstandes mit MT4 Zellen

Zur Bestimmung des HIV-1 Virustiters aus H1299-Zellen wurde der Mediumiiberstand 48 bis 60
Stunden nach Transfektion mit proviraer DNA (C.5.1.1.) abgenommen, und es wurden jeweils 100
gl in @ner seriellen Verdiinnung auf 5 x 10° MT4-Zdlen (in 100 pl Medium, 48-Napfplatte)
gegeben. Danach wurde der Ansatz fir sieben Tage im Brutschrank kultiviert, wobei jeden zweiten
Tag frisches Medium (200 pl) zugegeben wurde. Die Virus-Replikation erfolgte durch Quanti-
fizierung des p24-Capsid-Antigens mittels p24 Capture Assay-ELISA (C.6.5.2)) aus dem
Zdlkulturtberstand. Mit jeder Verdinnung des Virusstocks wurden jeweils zehn unabhangige
Infektionen durchgefihrt. Der reziproke Wert der Verdinnung, bel der in finf von zehn Ansétzen
eine Virusreplikation nachweisbar war, ergab den Virustiter des Stocks, bei dem 50% der
Gewebekulturen infiziert waren.



ERGEBNISSE

D. Ergebnisse

D.1. Gesamtkonzept

In den letzten Jahren belegten initide Untersuchungen, dass die nukledre Akkumulation
godter HIV-1-Transkripte die notwendige Voraussetzung fur eine zatlich regulierte
Rev/RRE-abhangige Expresson der spden HIV-1 Gene ist. Diese wird durch das
kombiniete  Zusammenspid  unteschiedlicher  cisaktiver  Elemente  (ineffiziente
Soleifgellen und inhibitorische Sequenzmotive) begrindet. Fehlt nur  ener  dieser
Aktionspartner, kommt es entweder zur nuklegren Degradierung oder zum Kkongitutiven
Kernexport der spaten Transkripte.

In dieser Arbeit wurde die Bedeutung der HI-virden Kodonwahl - auch unter dem Einfluss
ebenfdls HIV-baserender ciss und trans-aktiver Elemente (UTR, RRE, Rev) - auf die
Expresson verschiedener Reporterplasmide (gag, gfp, HI-Provirus) betrachtet.

Im ersen Tel dieser Arbeit wurden dafir chimére gag-Kongtrukte hergestdlt, deren
Kodongebrauch auf den von hochexpremierenden Sdugetier- glechwie HI-virder Gene
baderten. Die nach Trandektion in  unterschiedliche Siugetierzdlen  erhdtenen
Expressongaten sollten erste Hinweise Uber die Natur und Lokalisation der postulierten
inhibitorischen Sequenzen liefern. Unterschiede in der Expresson sollten dann auf RNA
Ebene hinterfragt werden. Dazu <ollten der Einfluss distinkter Sequenzabschnitte auf den
Kernexport durch Quantifizierung nuklegrer und zytoplasmatischer RNAs im  Northern
Blot erfald werden.

De zwete Abschnitt der Arbeit zidte zum enen auf die Fragestdlung, welchen Einfluss
interne , kryptische® Spleifl3donorgdlen auf die Expresson von GFP-Plasmiden haben,
deren Sequenz auf der HIV-typischen Kodonauswahl basert. Zum anderen sollte belegt
werden, welche Bedeutung der Kodonwahl hierbel  zukommt. Dafir wurden GFP-
Moddlkongtrukte entwickelt, die - im Gegensaz zum HI-virden GFP-Kongtrukt - keine
funktiondlen oder ,kryptischen” Spleifdonorsdlen mehr beinhdteten, oder sch im A/U-
Gehdt voneinander unterschieden. Um die Bedeutung diesr Verdnderungen auszutesten,
llten die Kongrukte im Hinblick ihrer Expresson unter Einfluss cis-sténdiger und HI-
virder trans-aktiven Elemente hin untersucht werden.

Zuletzt <ollte dann - edmdig - im provirden Umfeld die Bedeutung der HI-virden
Kodonwahl fir die zetlich reguliete Genexpresson im Rahmen der HIV-1 Replikation
betrachtet werden. Dafir wurden Proviren konzeptiert, die innerhab des gag-Leserahmens
in andoger Wese zu den zuvor hergesdlten chimé&en gag-Konstrukten Sequenz-
veranderungen aufzeigten. Akzeptiet man die grundlegende Bedeutung des HIV-typischen
Kodongebrauchs fir den Rev-abhangigen RNA-Export und damit fir die zetlich streng
reguliete Abfolge der HIV-spezifischen Genexpresson, so Sollte dies abhangig vom Grad
der Chim&iserung enen endeutig dtenuieten, in der Replikation beentréchtigten
Phénotyp nach sch ziehen. Hier sollten dann die molekularbiologischen Grundlagen fir
die Attenuation herausgearbeitet werden.

41



ERGEBNISSE

D.2. D.3. D. 4.

chimire gag-Konstrukte ()  Hl-viraleGEP-Konstrukte () chiméreHI|-Proviren

wtgag / syngag hivGFP HI-Provirus (pHX10)
l Chimerisierung der gag-Sequenz l Deletion der SpleiRdonorenin hivGFP Chimerisierung der gag-Sequenz
chgag BdGFP chimére HI-Proviren
Anfiigen cjs-aktiver Anflgen cjsaktiver
(UTR/RRE) Elemente an chgag (UTR/RRE) Elemente an DsdGFP
UTR-chgag-RRE / chgag-RRE UTR-33dGFP-RRE
& Gag-Expression & GFP-Expression % Protein-Expression
% Einfluss von Rev auf den % Einfluss von Rev auf den % RNA-Verteilung
nukledren Export der gag-RNA nukledren Export der GFP-RNA & Viruspartikelbildung
hivGFP  huGFP ® Infektiosita
Steigerung des G/C-Gehaltes von hivGFP Senkung des G/C-Gehaltes von huGFP % Virustiter
ohne Berticksichtigung des mit Berticksichtigung des N Replikation
HI-viralen Codongebrauchs humanen Codongebrauchs o o
v % Replikationskinetik
eGFP’s CuGFP % Mutationen
Anflgen cisaktiver Anfugen cis-aktiver
(UTR/RRE) Elemente an die eGFP’s (UTR/RRE) Elemente an cuGFP

\4
UTR-eGFP'ssRRE ~ UTR-cuGFP-RRE

% GFP-Expression

% Einfluss von Rev auf den
nukledren Export der GFP-RNA

Abbildung D.-1. Gesamtkonzept der Doktorarbeit.

D.2. Teilkonzept |. Bedeutung des Kodongebrauchs fur
die Genexpression im Rahmen von chiméaren gag-

Konstrukten

Hintergrund: Durch die vorausgegangene Diplomarbeit von Alexandra Bojak (,Bedeutung
von SpleiRstellen und inhibitorischen Sequenzen fiir die Rev/RRE-abhiangige Expression des HIV-1 Pr559%9-
Polyproteins', RIMMH 1998) und die Doktorarbeit von Marcus Graf ( Untersuchungen tiber das
Zusammenspiel von cis-aktiven Sequenzen und viralen tansaktiven Proteinen bei der Expression spéter HIV-
1 Genprodukte: Grundlage zur Entwicklung sicherer und effektiver Vektoren zur DNA-Vakzinierung und
lentiviralen Gentherapie*, RIMMH 2000) konnten anhand von Reporterkongtrukten, die ale cis-
déndige Elemente  ungespleil@er  HIV-Transkripte  einschlieflich des  kompletten
Leserahmens des gruppenspezifischen Gag beinhdteten, die minimaen Voraussstizungen
fur ene Rev-abhéngige zatlich regulierte Expresson HI-virder Gene aufgeklat werden:
In Abwesenheit des 5'-untrandatierten Bereichs oder nach Mutation des 5-SD (Splicing
Donor) wurden die Reporterkonstrukte im Zelkern degradiert. Anadloge Kongtrukte, die
den unveranderten 5-UTR (auf 105 bp verkirzter HIV-1 5-LTR, der den zentral gelengenen
HauptspleiRdonor beinhaltet) enthielten, waren vor der nukledren Degradierung geschitzt und
akkumulierten im Zellkern. Dies ewies dch ds essantidle Voraussstizung fir den Rev-
abhadngigen Export HI-virder RNAs ins Zytoplasma Durch Anpassung des Kodon
gebrauchs innerhab des gag-Gens an hochexprimierte Saugergene konnten zudem dle
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podulierten Repressorsequenzen  diminiet und  ene  konditutive, nunmehr  Rev-
unabhéngige Expresson in Abwesenhet jeglicher cis-aktiver Sequenzen erreicht werden.
Weterfihrende Untersuchungen zeigten, dass diese Gag-Transkripte - im Gegensaz zu
den Wildtyp-HIV-RNASs - unabhéngig von Crm-1 ins Zytoplasma transportiert werden.

D.2.1. Herstellung und Expression von chiméren gag-Konstrukten
D.2.1.1. Herstellung der chimaren gag-Konstrukte

Ausgehend von den Plasmiden wtgag und syngag (Beide Klonierungen sind in frilheren Arbeiten
unserer Arbeitsgruppe bereits im Detail beschrieben: Wagner et al., 2000; Graf, Doktorarbeit-RIMMH,
2000) ollten chimé&e gag-Kongrukte entworfen werden, die in  unterschiedlicher
Zusammensstzung Wildtyp- und  synthetische gag-Sequenzen und damit auch jewells
enen divergierenden Antell der podtulierten inhibitorischen Sequenzen (INS) beinhdteten.
Die Wildtyp-gag-Sequenz entsammt hierbe dem Klon BH10 des franzosschen HIV-1
Subtyp-B Isolates LAI/IIIB (accession number: M15654). Das synthetisch hergestellte und
dabel auf den Kodongebrauch von Sdugetieren optimierte gag-Gen (syngag) von HIV-1
wurde in sechs Fragmenten mittds PCR erzeugt, subkloniet und schlieldich  Uber
Uberlappende Schnittstellen (sticky ends) zusammengesetzt (Graf, Doktorarbeit-RIMMH, 2000).
Wtgag und syngag unterscheiden sich nur in ihrer Nukleinsuresequenz, die zu ca. 74%
Ubereingimmt. Die daraus resultierende Aminosduresequenz und das entstehende Gag
Protein sind identisch. Nachfolgende Abbildung gibt einen schematischen Uberblick tiber
die Kongruktion von syngag und die Lage der postulierten INS innerhab von wtgag
wieder.

5§ INS1 INS-2 3
—L 1 p17MA p24CA~ Tp7NOpet—L
l | F2 | : F4 F6
F1 F3 F5 |
11 | | | [ | 11
B2 ¢ ¢ §R & E3
2oh = 22 = I

Abbildung D.-2. Schematischer Uberblick tiber die Konstruktion von syngag mittels sechs
Subfragmenten, die Lokalisation der Schnittstellen und die Lage der INS innerhalb von p17“4
und p24“* von wtgag. MA: matrix protein, CA: capsid protein, NC: nucleocapsid, LI: linkprotein,
p: protein, F: Fragment. INS-1 (218 bp; Schwartzet al., 1992), INS-2 (469 bp; Schneider et al.,
1997).

Die chim&en gag-Konstrukte wurden auf der Bads von syngag erzeugt, indem jedes
enzdne bzw. Kombingtionen der Fragmente durch Wildtyp-spezifische  Sequenzen
ausgetauscht wurden. Die Wildtyp-Fragmente wurden mittels PCR aus wtgag amplifiziert
(Primersequenz Sehe Materid). Die erzeugten PCR-Fragmente wurden nach geeignetem
Verdau Uber die entstandenen sticky ends in das - mit demsdben Enzymen gechnittene -
syngag Plasmid (in pCR-Script' MSK (+)) ligiert.
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Betrachtet man die Fragmente und ihre Schnittstdlen innerhdb von syngag, so ergibt sch
folgende Abfolge Nar 1 -F1- Syl -F2-Stul-F3a- Sacll -F3b -EcoRV -F 4 - Bs
Ell -F5-Bglll -F6-BamHI. Sac |l teilt dabel das relativ lange Fragment 3 (366 nt) in
3a und 3b. Diese Untergliederung wurde deshdb gewdhlt, um das lange INS-2 Element
(469 nt; Schneider et al., 1997) zu zertelen.

Aus der eben vorgeddlten Rehenfolge lassen dch die folgenden Primerpaare mit den
ihnen jewdls zugrunde liegenden Schnittedlen fir die 20 entworfenen  chiméren
Konstrukte ableiten. A bezeichnet hierbel den forward“-, B den ,revers*-Primer. Die Zahl
bae A und B bezeichnet das Fragment, welches amplifiziert wurde. Die Nummerierung von
,Ch* gibt das / die Fragment/e an, welche/s innerhdb von syngag gegen die Wildtyp-
Sequenz ausgetauscht wurde/n; -, Seht for ,bis'; /¢ seht far ,und*; ,ch* geht fir
»chiméres gag"; die chiméren Konstrukte sind unterstrichen:

chl: 1A/1B; ch2: 2A/2B, ch3: 3A/3B; ch4: 4A/4B; ch5: 5A/5B; ch6: 6A/6B; chl-2:
1A/2B; chl-3: 1A/3B; ch4-6: 4A/6B; ch4-5: 4A/5B; ch5-6: 5A/6B; chl-5: 1A/5B; chl-4.
1A/4B; chl/4. 4A/4B, das dann in chl Kkloniert wurde ch2-3: 2A/3B; ch3-4. 3A/4B;
ch2-3a: 2A/3aB; ch3b-4: 3bA/4B; ch3a: 3aA/3aB; ch3b: 3bA/3bB

Chlomss —— — = Chllees —— — Ch2-3——| ey —1
e r—— 1 Chldemm s Ch34r—
ChOc— | MOy, Ch23ac e
Mo g Mot hibde— e

H \Wildtyp Sequenz
1 synthetische Sequenz

chl A= ————

Abbildung D.-3. Schematischer Uberblick tiber die chimaren gag-Konstrukte. Ausgehend von
den Subfragmenten von syngag wurden einzel ne Ber ei che gegen Wil dtyp-Sequenzen ausgetauscht.
Rot bezeichnet die HI-virale Wildtyp, weil3 die Sdugeti er-adaptierte Sequenz. Die Fragmentesind
versetzt dargestellt um sie besser voneinander abzugrenzen.

Alle Klonierungen wurden mitteds Sequenzierungen Uberprift (Sequenzierprimer sehe
Materid). Die so gewonnenen pCR-Script-chgag-Kongrukte wurden zuletzt mit Eco RI
und Xho | verdaut und - nach Auftrenung Uber ein Agarosege und Reinigung Uber
Qiagen-Saulchen - Uber diese Schnittstellen in den Expressonsvektor pcDNA3.L(+)
kloniert, der Uber einen CMV-Promoter die Expression vermittelt.

Im Nachfolgenden werden die pcDNA3.1(+)-(ch-, syn-, wt-)gag-Plaamide dem
kodierenden Gen entsprechend mit (ch-, syn-, wt-)gag abgekirzt.

D.2.1.2. Expression der chimaren gag-Konstrukte

Die Expresson der verschiedenen gag-Konstrukte wurde anhand transenter Transfektion
humaner H1299-Zdlen mit wtgag (as Negativkontrolle), syngag (ds Postivkontrolle) und
dlen z2wvanzig chgag-Plasmide kontrolliert.
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Die Zdlen und Ubergtinde wurden jeweils nach 48 Stunden geerntet und in énem p24
Capture Assay-ELISA (nach Niedrig) ausgewertet. Die Zdllysate wurden ebenfals anhand
anes Gag- gpezifischen Antikorpers im Western Blot andysert.
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Abbildung D.-4. Pr55%9-Konzentration im Lysat und Zellkulturiiberstand von H1299 Zellen
nach Transfektion mit verschiedenen gag-Plasmiden. Am Vortag der Transfektion wurden die
H1299-Zellen ausgesit (2,5 x 10° Zellen pro Napf einer 6-Well-Platte). Amnéchsten Tagwurdedie
Transfektion mit 15 pg Plasmid-DNA nach der CaHPO,-Methode durchgefiihrt. Nach 48 Stunden
I nkubation wurden die Zellen schliefdlich geerntet und mit RIPA-Lysepuffer wieim Methodenteil
beschrieben aufgearbeitet bzw. die Zellkulturiberstdnde gesammelt. Fir die interne
Sandardisierung erfolgte die quantitative Protei nbestimmung des Zelllysates mit dem Bradford-
Protein-Assay nach Angaben des Herstellers. Der p24 Capture Assay-ELISA (nach Niedrig) wurde
wie im Methodenteil beschrieben durchgefiihrt. Die Abbildung gibt den Mittelwert mit
Standardabweichung von sechs unabhangig voneinander durchgefiihrten Transfektionen im
Vergleich zu der p24-Expression von syngag (auf 100% gesetzt) wieder (jewellsdre verschiedene
DNA-Préaparationen in zwei Transfektionen getestet). Die Pr55°°-Konzentration lag nach
Transfektion mit syngag im Zelllysat bei rund 30 ng/ml, im Medium bei rund 9 ng/ml.
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Die Gag-Expresson und -Sekretion war nach Transfektion mit den Konstrukten chl-4,
chl-5 und wtgag sehr schwach oder nicht detektierbar. Transfektion mit chl-3 fihrte etwa
ZuU 40% der Pr55%9-Expresson, die mit syngag trandfizierte Zdlen aufwiesen, und zu einer
shr geringen Gag-Sekretion. Mit chl-2 trandizieten Zdlen hatten dagegen zwar
anndhernd die sdbe Gag-Expresson wie die mit syngag trandfizieten Zdlen, dafir war
die GagSekretion aber nur etwa 40% von der nach Transfektion mit syngag erreichten.
Die Zdlen, die mit den chimé&en Kondrukten trandfiziet wurden, die im mittleren gag-
Bereich Wildtyp-Sequenzen aufweisen (ch2-3, ch3-4, ch2-3a, ch3b-4), zeigten ene nur
leicht verringerte Pr55%%9-Expresson im Vergleich zu den mit syngag trandfizieten Zdlen.
Alles im dlem zeigt es dch, dass die Lange der Wildtyp-Sequenzen und ihre Pogtion vom
5°-Ende bis zur Mitte des gag-Gens einen grof¥en Einfluss auf die Gag-Expression hat. Es
konnte kein enzenes Fragment flir ene reduzierte Expresson verantwortlich gemacht
werden, da dle chimé&en Kondrukte mit Einzdfragmentaustausch (chl, ch2, ch3, ch4,
ch5, ch6, ch3a, ch3b) nach Trandektion zu einer guten Gag-Expresson in den Zdlen
fUhrten. Insofern mul3 be enem Verglech der Expresson nach Trandfektion mit chl-2
und chl-3 von einem additiven Inhibitionseffekt ausgegangen werden, da diese sch nur in
ihrer Sequenz in der Kodonwahl des dritten Fragmentes unterscheiden, Fragment drei
dlene (in Form von Kongrukt ch3) aber keinen negaiven Einfluss auf die Gag
Expresson zeigt.

Das HIV-1 GagGen benhdtet dle Informationen, um nach Expresson in
eukaryontischen Zdlen partikulé&re Strukturen an der Plasmamembran  auszubilden und
Virus-dnliche Gag-Partikd  (viruslike partikel, VLP) a&bzuschniren. Diese lassen sSch
dann im Ubergtand der trandfizierten Zdlen nachweisen. Die unterschiedlichen Mengen an
Pr55%® im Transfektionsiberstand entsprachen bel den chimaren Konstrukten auch den
Unterschieden wie se im Zdllysat nachweisbar waren, dlerdings lag dabei die Pr55%%-
Sekretion nach Transfektion mit den chimé&en gag-Kongrukten durchschnittlich immer
mindestens 20 bis 30% niedriger ds die ereichten Pr55%%-Konzentrationen im Zdllysa.
Eine Ausnahme snd dlerdings die Sekretionswerte nach Trandfektion mit chl-2, die hier
bis zu 60% unter der erreichten Expression waren.

D.2.1.3. RNA Enthalpien der chimaren gag-Konstrukte

Veglecht man die Enthdpie der RNA-Sekundérstruktur der einzenen gag-Konstrukte
und setzt die von syngag auf 100% (-232,3 kka/mol), so hat chl-2 enen Enthapiewvert
von 82,18% (-190,9 kkal/mal), ch1-3 einen von 61,26% (-143,3 kka/mol) und wtgag enen
von 46,15% (-107,2 kkad/mol) (sehe Grafik D.-5.). Damit kaon man die Enthdpie in
prozentuder Welse mit anderen Daten verglechen. Je negativer die Enthdpie is, desto
dabiler is die RNA-Sekundérstruktur. Deshalb wurde der Wert von syngag auf 100%
gesetzt. Sidlt man dann der Enthapie die jeweils ereichten Pr55%9-Expressonsraten der
gag-Kongrukte gegeniber, so zeigt sch, dass die Stabilitdt der RNA-Sekundérstruktur
auch enen Einflus auf die Pr55%%-Expressonsrate hat. Betrachtet man dabei den A/U-
Gehalt der gag-RNA-Sequenzen, so kann man bereits bel geringen Unterschieden im A/U-
Gehdt grole Enthdpie-Differenzen fesstdlen Deshab muld davon ausgegangen werden,
dass sch die verschiedene RNA-Stabilitét der gag-Kongrukte nicht dleine mit dem A/U-
Gehdt ihrer RNA Sequenzen begriinden 1&(%.
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RNA-Enthalpie und Pr559%-Expression
der gag-Konstrukte jeweilsin Vergleich
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Abbildung D.-5. Gegeniiberstellung der RNA-Enthalpien, Pr55%%-Expressionsraten und des
A/U-Gehaltes der chimédren gag-Konstrukte. Die RNA-Enthalpien wurden mit Hilfe der
Inter netseite http: //www.genebee.msu.su anhand den dortigen Standar dei nstellungen ber echnet.
Der Wert von syngag wurdefur dieinterne Standar disierung auf 100% gesetzt. ImVergleich dazu
sind diej eweils erreichten Pr55%9-Expressionsraten der gag-Konstr ukte aus den Zdllysaten(oben)
angegeben bzw. der A/U-Gehalt der Konstrukte (unten).

Desweteren konnen Computerandysen keinen Zusammenhang zwischen dem A/U-Gehdt
der chimé&en gag-Kongrukte und ihren jeweligen Expressonswerten aufzeigen (dehe
Gredfik D.-6.). Anhand dieser Studie konnte ein Pogtionseffekt identifiziert werden, der
darauf hinweist, dass die Kodonwahl in der 5-Hdfte des Gens enen Einflus auf die
Expresson hat (Be Sortierung nach dem A/T-Gehdt, zeigen die chiméden Kongrukte von
chl tber ch2 zu ch3 nach Transfektion eine Abnahme der Pr559%%-Expression; ebenso von
chl1-2 zu chl1-3 bzw. von ch2-3 zu ch3-4.).
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Abbildung D.-6. Gegeniiberstellung des A/U-Gehalts und der Pr55%9-Expressionsraten der
chiméren gag-Konstrukte. Es wurde zum einen nur der A/U-Gehalt des ganzen chiméren
Konstruktes - sortiert nach der Fragmentrei henfolge (links oben) bzw. nach steigendem A/U-Gehalt
(rechts oben), zum anderen der A/U-Gehalt des synthetischen (rechts unten) bzw. nur desauf Wildtyp
(links unten) basierenden Sequenzanteils betrachtet.
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Abbildung D.-7. Western Blot. Am Vortag der Transfektion wurden H1299-Zellen ausgesat (2,5 x
10° Zellen pro Napf einer 6-Well-Platte). Am nachsten Tag wurde mit 15 pug Plasmid-DNA die
Transfektion nach der CaHPO,-Methode durchgefiihrt. Nach 48 Stunden Inkubation wurdendie
Zellen schliefdlich geerntet und mit RIPA-Lysepuffer wie im Methodenteil beschrieben
aufgearbeitet. Die quantitative Proteinbestimmung des Zelllysates erfolgte mit dem Bradford-
Protein-Assay nach Angaben des Herstellers. Fir die SDS-PAGE wurden pro Ansatz 50 pg
Gesamtprotein mit 5-fach konzentriertem SDS-Probenpuffer versetzt, fiir drei Minuten bei 95°C
denaturiert und auf ein 12,5%-SDS-Gel aufgetragen. Fir die Wester n-Blot-Analyse wurden die
Proteine auf Nitrocellulose transferiert. Das Pr55%9-Protein wur de anhand des monoklonalen
16/4/2-Antikor pers und anschlieflender ECL-Farbereaktion detektiert.

48



ERGEBNISSE

Der Western Blot zeigt die Expresson von P55 aus H1299-Zdlen. Hier konnte die
déakge Expresson nach Trandfektion mit ch3-4, ch2-3a, ch3b-4, ch3a, ch3b und syngag
ezidt werden. Gute Gag- Expressonsraten konnten mit chl, ch2, ch3, ch4, ch5, ch6, dl-
2, ch4-5, ch5-6 und chl,4 trandfizierten Zellen ereicht werden. Die Pr55%%-Expressionen
nach Trandektion mit chl-4, chl-5 und wtgag hingegen lagen auf dem Niveau der
Negetivkontrollen (leerer Vektor und Zdlen). Die Transfektion mit chl-2 zeagte im
Vegedch zu mit chl-3 trandizieten Zdlen ene ungefdr zwefach dakee Gag
Expresson. Bertickschtigt man die unterschiedlichen Empfindlichketen der Testsysteme
(p24-ELISA it senstiver ds Western Blot) und die erreichten Standardabweichungen beim
,Capture Assay’, so kann man sagen, dass der Western Blot insgesamt das Ergebnis aus
dem p24-ELISA widerspiegdt.

Um die sehr grof¥e Anzahl der Kongtrukte einzugrenzen, wurden ale weteren Studien, die
den Einfluss ciss und trans-aktiver Elemente auf die Pr55%%9-Expresson und den
Kentransport der RNA nach Trandfektion mit den chiméren gag-Plasmiden untersuchen
sollten, nur noch mit den chiméren Kongrukten chl-2, chl-3, ch3 und ch4-6 durchgefihrt.
Ergere haben dch ds die interessantesten Kongtrukte erwiesen, da - obwohl die
Trandektion mit chl-3 sehr schlechte Expressongaten aufzeigt - die mit chl-2 sehr hoch
snd. Der einzige Unterschied zwischen diesen Konstrukten it aber die Kodonwahl, die
dem Fragment drei zugrunde liegt, deshab wurde das ch3 Konstrukt ebenfalls beibehalten.
Als Kontrolle innerhdb der chiméen gag-Plasmide wurde ferner das ch4-6 Konstrukt
verwendet, welchesin der Kodonwahl das Spiege bild von chl-3 darselit.

D.2.2. Herstellung und Expression der UTR-chgag-RRE-Konstrukte
und nuklearer Export der UTR-chgag-RRE-RNA
D.2.2.1. Herstellung der UTR-chgag-RRE-Konstrukte

Um den Einfluss cis-aktiver Elemente untersuchen zu kdnnen, wurden ausgehend von den
Plasmiden UTRsyngag (in pCR-Script'™SK(+)) und huGFP-RRE (in pcDNA3.1(+))
(Beide Klonierungen sind in frilheren Arbeiten unserer Arbeitsgruppe im Detail beschrieben: Graf, 2000;
Kehlenbeck, 2000) die UTR-chgag-RRE-Kongtrukte entworfen. Dafir wurden die zuvor
hergestellten chgag-Vektoren mit Nar | und Bam HI geschnitten. Das RR-Element @62 bp
langes HlI-virdes Element, das neben 3'-lokalisierten ineffizienten Spleil3akzeptorenstellen die RNA-
Bindestellen fir Rev beinhaltet) wurde aus huGFP-RRE Uber einen Verdau mit Bam HI und
Xho | gewonnen. Die syngag-Sequenz wurde mit den Redtriktionsenzymen fir Nar | und
Bam HI aus UTR-syngag entfernt, so dass ein pCR-Script-Vektor Ubrigblieb, der bereits
das UTR-Element enthielt und Uber sticky ends offen gehdten wurde. Der Vektor (pCR-
Sript-UTR) as auch beide Insarts (-chgag- und -RRE-) wurden nach den jeweligen
préparativen Verdauungen und Auftrennung Uber en Agarose-Gd mit  anschlief3ender
Reinigung Uber Qiagen-Séulchen ligiet. Die so gewonnenen pCR-Script-UTR-chgag-
RRE-Kongrukte wurden zuletzt mit Eco RI und Xho | verdaut und das so gewonnene
-UTR-chgag-RRE- Insert wurde - ebenfdls nach Auftrennung und Reinigung - Uber diese
Schnittstelen in - pcDNA3.1(+) kloniet. Damit waren die chiméen gag-Sequenzen
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innerhab des Expressonsvektors von den zwe wichtigen HI-virden cis-aktiven
Elementen (5"-SD und 3"-RRE) umgeben.

Im Nachfolgenden werden die pcDNA3.1(+)-UTR-(ch+, syn-, wt-)gag-RRE-Plasmide dem
kodierenden Gen entsprechend mit UTR-(ch-, syn-, wt-)gag-RRE abgekirzt.

D.2.2.2. Expression der UTR-chgag-RRE Konstrukte

Um den Einflus cisaktiver Elemente auf die Expresson der chimé&ren Kongrukte
auszuteten und glechzatig einen ewagen Zdltyp-spezifischen Effekt  auszuschliel¥en,
wurden  H1299- (humane Lungenzdlen), Cos7- (Affennierenzdlen), C2C12-
(Mausmuskelzdlen) und NIH-3T3- (Maudfibroblagtenzellen) Zdlen transgent mit UTR-
ch(1-2, 1-3, 3, 4-6)-RRE und ds Veglechskontrollen mit wtgag (als Negativkontrolle)
und syngag (as Positivkontrolle) aufgrund ihrer bekannten Referenzwerte transfiziert.

In ener ersten Studie wurde hierfir die Auswirkung der Kotransfektion des Rev-Plasmids
(pcRev) auf die GagExpresson in verschiedenen Zdlinien Uberprift. In enem neuen
Ansatz wurde dann getestet, inwiewat das transdominante negaive Rev-Plasmid
(pcRevM10) die Rev-Funktion in H1299-Zdlen untebinden kann. Die Zdlen und
Ubergténde wurden jeweils nach 48 Stunden geerntet und in eénem p24-ELISA (nach
Niedrig) ausgewertet.

Expressionsraten der chiméren gag-K onstrukte Expressionsraten der chiméren gag-K onstrukte
in Vergleich zu 100% syngag (Lysat) in Vergleich zu 100% syngag (Medium)
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Abbildung D.-8.1. Pr55%9-Konzentration nach Transfektion von H1299-Zellen mit UTR-gag-
RRE [Versuchsbeschreibung siehe nachstehend]. Die Pr55%9-Konzentration lag nach
Transfektion mit syngag im Zelllysat bei rund 14,5 ng/ml, im Medium bei rund 12 ng/ml.
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Expressionsraten der chimaren gag-Konstrukte
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Abbildung D.-8.2. Pr55%%-Konzentration nach Transfektion von Cos-7-Zellen mit UTR-gag-
RRE [Versuchsbeschreibung siehe nachstehend]. Die Pr55%9-Konzentration lag nach
Transfektion mit syngag im Zelllysat bei rund 13 ng/ml, im Medium bei rund 9 ng/ml.
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Abbildung D.-8.3. Pr55%9-Konzentration nach Transfektion von C2C12-Zellen mit UTR-gag-
RRE. Die Pr55%9-Konzentration lag nach Transfektion mit syngag im Zelllysat bei rund 7,5 ng/ml,
im Medium bei rund 30,5 ng/ml.
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Expressionsraten der chiméren gag-K onstrukte Expressionsraten der chiméren gag-K onstrukte
in Vergleich zu syngag (Lysat) in Vergleich zu syngag (Medium)
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Abbildung D.-8.4. Pr55%9-Konzentration nach Transfektion von NIH-3T3-Zellen mit UTR-gag-
RRE. Die Pr55%9-Konzentration lag nach Transfektion mit syngag im Zelllysat bei rund 7 ng/ml,
im Medium bei rund 2,5 ng/ml.

Abbildungen D.-8.1-8.4. Pr55%%Konzentration im Lysat und Zelkulturiiberstand von
verschiedenen Zellen nach Kotransfektion von UTR-gag-RRE mit pcRev oder leerem Vektor .
Am Vortag der Transfektion wurden die Zellen ausgesat (H1299: 2,5 x 10°, Cos-7: 4x10°, C2C12:
1 x 10°, NIH-3T3: 2,5 x 10° Zellen pro Napf einer 6-Well-Platte). Am néachsten Tag wurden die
Zellen mit 10 pg UTR-gag-RRE-Plasmid-DNA nach der CaHPO,-Methode transfiziert sowie
zusétzlich mit 5 pg pcRev oder leerem Vektor (pcDNA3.1(+)) kotransfiziert. Nach 48 Stunden
I nkubation wurden die Zellen schliefdlich geerntet und mit RIPA-Lysepuffer wieim Methodenteil
beschrieben aufgearbeitet bzw. die Zellkulturiberstande gesammelt. Fir die interne
Sandardisierung erfol gte die quantitative Proteinbestimmung des Zelllysates mit dem Bradford-
Protein-Assay nach Angaben desHerstellers. Der p24 Capture Assay ELISA (nach Niedrig) wurde
wieim Methodenteil beschrieben durchgefihrt. Die Abbildung gibt den Mittelwert mit Standard-
abwei chung von vier unabhangig voneinander durchgefiihrten Transfektionen imVergleich zur
Pr55%9-Expression von syngag (auf 100% gesetzt) wieder (jeweils zwei verschiedene DNA-
Praparationen in zwei Tr ansfektionen getestet).

Ein Veglech der Zdllinien zegt, dass die Primatenzdlen (H1299, Cos-7) nach
Trandektion mit den UTR-chgag-RRE-Kongrukten die sdbe Tendenz im Expressondeve
asauch den salben Einfluss von Rev auf die Expressongrate haben

Mit UTR-chgag-RRE trandfiziete murine Zdlen (C2C12, NIH-3T3) zeigen ohne
Kotrandfektion mit pcRev tellwelse niedrigere Gag-Expressongaten auf ads die beden
anderen Zdllinien, die Tendenz innerhab der Kongrukte (Transfektion mit UTR-ch(1-2, 1-3)-
RRE: maRig gute Expression, Transfektion mit UTR-ch(3, 4-6)-RRE: teilweise sehr gute Expression) ist
aber diesdbe. Im Gegensatiz dazu weisen die Nagerzellen nach Kotransfektion mit pcRev
nahezu kenen Einfluss des HI-virden Regulatorprotens auf die Gag-Expresson auf.
Desweteren ig die Sekretion von Gag nach Trandfektion mit UTR-ch(1-2, 13)-RRE und
wtgag in den murinen Zelen sehr schwach. Mogliche Ursachen dafir werden diskutiert.
Das von Mariani beschriebene gestort verlaufende Assembly von Gag in murinen Zdlen
it aul¥erdem nur be den NIH-3T3-Zdlen nachzuweisen pezogen auf die Pr559%-Konzentration
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im Medium nach Transfektion mit syngag), die C2C12-Zdlen hingegen zeigen gegeniber den
H1299-Zdlen eine um mehr ds das Doppdte erhohte Konzentration an Gag im
Zdlkulturiberstand {viederum bezogen auf die Pr55%9-Konzentration im Medium nach Transfektion mit
syngag) (Mariani et al., 2000). Dies deutet daraufhin, dass das Assembly von Gag auch von
zd Ity pspezifischen Faktoren beanflusst wird.

Trandektion mit UTR-ch1l-3-RRE zegt in H1299 diesdbe geringe Gag-Expresson wie
chl-3-trandfiziete H1299-Zdlen. Ebenfdls snd die Expressongaten der mit UTR-chl-2-
RRE trandizieten Zdlen immer niedriger ds die nach Trandektion mit chl-2 in H1299
ereichten. Die Tendenz der Primatenzellen gegenlber der Expresson rund 20 bis 30%
niedrigerere Sekretionswerte zu haben, entsprach der Beobachtung nach Transfektion mit
den chgag-Kongrukten in H1299-Zdlen. Auffdlig ig hier dledings, dass nach
Trandfektion mit UTR-ch1-2-RRE und UTR-ch1-3-RRE von beiden Primatenzelen nahezu
keine Gag-Partike freigesetzt werden. Erst nach Kotransfektion mit pcRev kommt es hier
zumindest bel den H1299- Zdlen zu ener deutlichen Gag- Sekretion.

Desweteren konnte in den Primatenzelen gezeigt werden, dass die Gag-Expresson der
mit UTR-chl-2-RRE und UTR-chl-3-RRE trandfizierten Zdlen nach Kotrandfektion mit
pcRev gesteigert werden konnten, wéhrend die der mit UTR-ch3-RRE und UTR-ch4-6-
RRE trandizieten Zdlen annéhernd gleich blieben oder zuriickgingen. Dies deutet darauf
hin, dass der Wildtyp-Sequenzantell am 5-Ende der chiméren Kongrukte fur die Rev-
abhéngige Expresson unter glechzatigen Einfluss da  cisaktiven  Elemente
verantwortlich it

Die Inhibition der Funktion von Rev durch RevM10 beruht darauf, dass diese Mutante mit
Rev um die RRE-Bindestdlen konkurriert, aufgrund des Audausches von Aminosauren
innerhalb seiner NES Sequenz aber nicht mehr mit Crm-1 interagieren kann, woraufhin der
Rev-abhangige RNA Kernexport konzentrationsabhangig unterbunden wird. Deshab sollte
in einem weteren Versuch die Wirkung von RevM10 auf die Expresson von UTR-chgag-
RRE untersucht werden.

Abbildung D.-9. Pr55%%-Konzentration im Lysat und Zellkulturtiberstand von H1299-Zellen

nach Kotransfektion von UTR-gag-RRE mit pcRev oder pcRev/pcRevM10. Am Vortag der

Transfektion wurden die Zellen ausgesat (2,5 x 10° Zellen pro Napf einer 6-Well-Platte). Am
nachsten Tag wurde mit 12 ug UTR-gag-RRE-Plasmid-DNA nach der CaHPO,-Methode
transfiziert sowie zusatzlich mit 6 pug pcRev und leeremVektor (pcDNA3.1(+)) oder mit 6 pg pcRev
und pcRevM 10 jeweilsimVerhaltnis 1: 3 kotransfiziert (Die Kontrolltransfektionen von gag und
UTR-gag-RRE erfolgten jeweils mit 18 ug DNA). Nach 48 Stunden Inkubationwurden die Zellen
schliefdlich geerntet und mit RIPA-Lysepuffer wieim Methodenteil beschrieben aufgearbeitet bzw.
die Zellkultur Uber stande gesammelt. Fir die interne Standar disierung erfolgte die quantitative
Protei nbestimmung des Zelllysates mit dem Bradfor d-Protein-Assay nach Angaben desHerstellers.
Der p24 Capture Assay ELISA (nach Niedrig) wurde wie im Methodenteil beschrieben
durchgefiihrt. Die Abbildung gibt den Mittelwert mit Sandar dabwei chung von zwei unabhangig
voneinander durchgefuihrten Transfektionenim Vergleich zur Pr55%°-Expression von syngag (auf
100% gesetzt) wieder (jeweils zwei verschiedene DNA-Praparationen in einer Transfektionen
getestet). Die Pr55%9-Konzentration lag nach Transfektion mit syngag im Zelllysat bei rund 20

ng/ml.
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Abbildung D.-9.

Mit Hilfe dieses Versuches konnten die Ergebnisse der vorausgegangenen Studie bestétigt
werden. Nur mit UTR-ch(3, 4-6)-RRE und UTR-syngag-RRE trandizierten Zelen zegten
im Veglech zu der Kotrandektion mit pcRev keine grofie Inhibitionswirkung von
RevM10 auf die Gag-Expresson. Dagegen reagieten mit UTR-ch(1-2, 1-3)-RRE
trandizierte Zdlen sendtiv. Die Gag-Expresson der mit UTRwtgag-RRE trandizierten
Zdlen verminderte sch nach Kotransfektion mit pcRev/pcRevM10 sogar um 60%. Auch
dies ig en Indiz dafir, dass der Wildtyp-Sequenzantel am 5°-Ende der chiméren
Kongrukte fir die Rev-abhéngige Expresson verantwortlich ist. Berlickschtigt man ferner
hier die Pr55%9-Expressonswete nach Transfektion mit chl-2 und UTR-ch1l-2-RRE, so
kann daraus geschlossen werden, dass die HI-virde Rev-abhangige Expresson Sch in dem
Zusammengpie von cis- und trans-aktiven HBementen begriindet.

Die Pr55%%-Expresson nach Transfektion mit UTR-ch(3, 4-6)-RRE (ohne Kotransfektion mit
pcRev) zeigt gegentber der mit ch(3, 4-6) trandizieten Zdlen ene deutliche Reduzierung.
Im Vegech zu mit UTRch(1-2, 1-3)-RRE, UTR-syngag-RRE und UTRwtgag-RRE
(jeweils auch ohne Kotransfektion) trandfizierten Zdlen haben die Ergebnisse der
Trandektionen mit UTR-ch(3, 4-6)-RRE hier die grofden Standardabweichungen. Deshdb
wird vermutet, dass diee Beobachtung auf ene ineffizientere Trandektionsrate
zuriickzufiihren sind, da dies bei dem vorausgehenden Versuch (Abbildung D.-8.1) nicht
beobachtet wurde. Die Steigerung der Expresson von mit pcRev kotrandfizietem UTR-
syngag-RRE-trandizierten Zdlen, im Veglech zu der mit syngag trandizieten Zdlen,
kann dadurch erklart werden, dass durch das Anfligen der HI-virden cis-aktiven Elemente
der RNA dieses Kongruktes zusdtzlich auch der Crm-1-abhangige Kernexportweg nach
Kotranfektion mit pcRev zur Vefigung steht. Deshdb ist die Pr55%9-Expression nach
Trandektion mit dem UTR-syngag-RRE-Plasmid nach Inhibition mit RevM10 wieder
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andhend auf demsdben Niveau wie die mit syngag trandizieten Zdlen (unter
Beriicksichtigung der erreichten Standardabweichung).

D.2.2.3. Einfluss von Rev auf den nukle&ren Export der UTR-chgag-RRE-RNA

In frlheren Studien (Graf et al., 2000) konnte unsere Arbetsgruppe zeigen, dass die
Eliminierung der podulierten INS-Elemente innerhdb von gag durch Kodonadaptierung
an hochexprimierende Saugetiergene (syngag) dieses Transkript in eine RNA-Spezies
trandformiert, die e@nen zum Wildtyp (Wtgag) verschiedenen Kernexportweg benutzt.
Dartiber hinaus igt die Gag-Expresson ausgehend vom syngag-Plasmid unabhdngig von
der Anwesenheit des 5°-Spleilfdonors und des Rev/RRE-Systems. Deshdb sollte in ener
weiteren Studie der Kernexportweg der UTR-chgag-RRE-Konstrukte betrachtet werden.
HierfUr wurden H1299-Zdlen trandent mit UTR-ch(1-2, 1-3, 3, 4-6)-RRE, UTR-syngag-
RRE und UTRwtgag-RRE trandfiziert. Die Kotransfektion erfolgte in einem erden Ansaiz
entweder mit dem Rev-Plasmid oder mit pcDNA3.1(+), in eénem zweten Ansatz entweder
mit dem Rev-Plasmid oder wieder mit einer Kombination von pcRev und pcRevM10.
Nach 48 Stunden wurden die Zdlen geerntet, die RNA isoliert und in ene nukledre und
zytoplasmatische Fraktion separiert. AnschlieRend erfolgte die Auswertung im  Northern
Blot anhand Hybridiserung mit ener radioaktiv markierten ERR-Sonde, die zur RRE-
Sequenz komplementér war.

Fur die Verglechbarkeit der Transfektionseffizienz wurde die RNA in enem weterem
Auftrag mit ener Sonde hybrididert, die sezifiscch an die Neomycin-RNA bindet. Dieses
Gen liegt auf dem pcDNA3.1(+) Vektor. Daher liegt die Neomycin-RNA nur in Zdlen vor,
die erfolgreich trandfiziert wurden.
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Abbildung D.-10. Northern Blot-Analyse nukleédrer und zytoplasmatischer RNA-Fraktionen
nach Kotransfektion von UTR-gag-RRE mit pcRev bzw. leerem Vektor. Am Vortag der

Transfektion wurden die H1299-Zellen ausgesét (1 x 10° Zellen pro Petrischale). Amnéchsten Tag
wurde mit 30 ug UTR-gag-RRE-Plasmid-DNA nach der CaHPO,-Methode transfiziert sowie
zusatzlich mit 15 pg pcRev oder leerem Vektor (pcDNA3.1(+)) kotransfiziert. Nach 48 Stunden
I nkubation wurden die Zellen schliefdlich geerntet und die RNA wieim Methodenteil beschrieben
isoliert. Der Northern Blot wurde wieim Methodenteil erlautert durchgefiinrt. Dabei wurden aus
den Fraktionen jeweils 5 pg Gesamt-RNA eingesetzt. (Anmerkung: Der Auftrag der Neomycin-
Sondein Form eines Bogens ber uht auf el ne ther mische Verformung des Spurenkammes wahrend
der Herstellung des Agarose-Geles.)
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Die nach Trandektion mit UTR-ch(3, 4-6)-RRE isolieten RNAs zeigen unabhdngig von
Rev - ausgehend von ihrer doch unterschiedlichen nukledren Konzentration - diesdlbe
Exporteffizienz wie die RNAs aus mit UTR-syngag-RRE trandizierten Zdlen. Dagegen id
der Trangport der RNA nach Transfektion mit UTR-ch1-3-RRE vom Kern ins Zytoplasma
nur nach efolgter Kotrandfektion mit pcRev detektierbar. Die Kerngtabilitét der UTR-
chl-3-RRE-RNA ig mit der UTRwtgag-RRE-RNA verglechbar. Die spezifische gag-
RNA-Bande aus mit UTR-chl-2-RRE trandizieten Zdlen ig es deutlich nach
Kotrandfektion mit pcRev im Ken nachzuweisen. Dagegen kann man be  dieser
Trandektion im Northern Blot immer eine etwas weniger weit ds die UTR-gag-RRE-RNA
(~2500 nt) laufende weitere RRE-hdtige RNA detektieren, die auch in das Zytoplasma
- unabhéngig von Rev - exportiert wird. Der Nachweis der geringen Gag-Expresson nach
Trandektion mit UTR-chl-2-RRE trotz ,fehlender” RNA kann dadurch erklat werden,
dass der p24 Capture Assay-ELISA empfindlicher ist ds die Northern Blot-Andyse.

Nach Kotransfektion mit pcRev zeigt sch der bekannte RNA-Stabiliserungseffekt von
Rev; in geingem Ausmdl ba den UTR-ch(1-2, 3, 4-6)-RRE- und UTR-syngag-RRE-
RNAS, stérker bei der UTR-ch1l-3-RRE- und am stérksten bel der UTRwtgag-RRE-RNA.
Deswveiteren werden die gag-RNAs mit UTR-ch(1-2, 1-3)-RRE und UTR-wtgag-RRE
trandfizieten Zdlen es nach Kotrandektion mit pcRev effektiv in das Zytoplasma
trangportiert. Damit korrdlierten die zytoplasmatische RNA-Vertalung nach Trangfektion
mit den UTR-gag-RRE-Konstrukten aus der Northern Blot-Andyse mit den zuvor
erreichten Pr559%- Expressionswerten.

Anschliellend sollte in eénem zwedten Ansatiz untersucht werden, wiewet RevM10 den
Kernexport der UTR-gag-RRE-K onstrukte unterbinden kann.
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Abbildung D.-11. Northern Blot-Analyse nukledrer und zytoplasmatischer RNA-Fraktionen
nach Kotransfektion von UTR-gag-RRE mit pcRev oder pcRev/pcRevM10. Am Vortag der
Transfektion wurden die H1299-Zellen ausgesét (1 x 10° Zellen pro Petrischale). Amnéchsten Tag
wurde mit 30 pg UTR-gag-RRE-Plasmid-DNA nach der CaHPO,-Methode transfiziert sowie
zusétzlich mit 15 pg pcRev und leerem Vektor (pcDNA3.1(+)) oder pcRev und pcRevM 10 jeweils
imVerhaltnis 1: 3 kotransfiziert. Nach 48 Stunden Inkubation wurden die Zellen geerntet und die
RNA wie im Methodenteil beschrieben isoliert. Der Northern Blot wurde wie im Methodenteil
erlautert durchgefuhrt. Dabei wurden aus den Fraktionen jeweils5 pg Gesamt-RNA eingesetzt.
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Ba diesr Studie muss das Vehdtnis der  zytoplasmatischen RNAs  beder
Kotransfektionen  unter  Berlickschtigung  ihres  zugrundeliegenden  Kernverhdtnisses
betrachtet werden. Die RNAs aus mit UTR-ch(3, 4-6)-RRE und UTR-syngag-RRE
trandizierten Zdlen zegen kenen Enflus auf ihren KernZytoplasma Transport nach
Kotransfektion mit pcRev/pcRevM10. Aus UTR-chl-2-RRE trandizieten Zdlen kann
nach Kotransfektion mit pcRev/pcRevM10 vor dlem wieder die etwas weniger wet as
UTR-gag-RRE-RNA laufende wetere RRE-hdtige RNA detektiert werden, deren Export
aber nicht durch RevM10 inhibiet wird. Der Trangport der schwach erkennbaren
soezifischen gag-Bande aus mit UTR-ch1-2-RRE trandizierten Zdlen wird dagegen durch
RevM10 gehemmt. Desweiteren weisen die UTR-ch1-3-RRE- und UTRwtgag-RRE-RNAS
ene sehr dake Inhibition ihres nukledren Exportes nach Kotrandektion der Zdlen mit
pcRev/pcRevM10 auf. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die Wildtyp-Sequenz
innerhdb der ersten drel Fragmente in den chiméaen Kongrukten fur den Rev-abhéngigen
Transport der UTR-wtgag-RRE-RNA verantwortlich ist.

Bemerkenswert is, dass man nach Trandektion mit UTR-chl-2-RRE in dlen Northern
Blot-Andysen ene zweite ERR-spezifische Bande detektieren kann, die in geringem Mae
auch nach Trandektion mit UTR-ch1-3-RRE auftritt Bande nur auf Kodak-Filmen ekennbar
und kaum im Phosphor-Imager-Scanner). Interessant ist auch das Verhdtnis der Doppel-
banden der UTR-chl-2-RRE-RNAs nach unterschiedlichen Kotransfektionen:  Mit
Kotransfektion mit leerem Vektor ist nur die tiefer laufende RNA-Bande zu detektieren,
mit pcRev ig das Verhdtnis der Bandenstérken etwa ausgeglichen, mit pcRev/pcRevM 10
dagegen etwa 1.5 fur die kleinere RNA-Bande. Aufgrund der Spezifitét (Nachwes mit
ERR-Sonde) ig hier von einem Splef3produkt auszugehen. Da man desweteren durch
Inhibition des Rev-abhdngigen Kerntransportes das Spleil¥ereignis erhthen kann, kann
weiter davon ausgegangen werden, dass die HI-virde Reguldion en Zusammenspid
zwischen Transport- und Spleif¥aktoren dargtdlt. Mit diessr Vermutung konnte auch der
Unterschied zwischen den Expressonsraten nach Trandfektion mit chl-2 (hoch) und UTR-
chl-2-RRE (niedrig) in H1299-Zdlen eklat werden. Die UTR-chl-2-RRE-RNA wird
gepleild®, weshdb dessen Gag-Expresson nicht mit der mit chl-2 trandizieten Zedlen
vergleichbar ist. Northern Blot-Studien nach Trandektion mit UTR-chl-3-RRE zeigen
ebenfals dieses Spleif¥produkt. Allerdings ist die GagExpresson schon nach Transfektion
mit ch1-3 sehr gering. Dies weigt ebenfals darauf hin, dass die Wildtyp-Sequenz innerhdb
von chl-3 fir die niedrige Transkription und den Rev-abhdngigen Export desr UTR-
wtgag-RRE-PlasmidessRNA neben cis-aktiven Elementen verantwortlich ig.

D.2.3. Herstellung und Expression der chgag-RRE-Konstrukte und
nukledrer Export der chgag-RRE-RNA

D.2.3.1. Herstellung der chgag-RRE-Konstrukte

Ausgehend von den Plasmiden chgag (in pCR-Script'MSK(+)), huGFP-RRE (in
pcDNA3.1(+)) und dem pcDNA3.1(+)-Vektor wurden die chgag-RRE-Konstrukte
entworfen, um den Einfluss des 5-Spleifdonors (im UTR) auf die Expresson und den
RNA-Export bewerten zu konnen. Dafir wurden die zuvor hergestdlten chgag-Plasmide
mit Eco Rl und Bam HI geschnitten. Das RR-Element wurde aus huGFP-RRE Uber einen
Verdau mit Bam HI und Xho | gewonnen. Der pcDNA3.1(+)-Vektor wurde schliefdlich
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Uber Eco Rl und Xho | gedffnet. Der Vektor ds auch beide Inserts (chgag- und -RRE-)
wurden nach den jeweligen préparativen Verdauungen und Auftrennung Uber en
Agarose-Gd mit anschliel¥ender Reinigung Uber Qiagen-Saulchen ligiet. Damit waren die
chiméren gag- Sequenzen am 3'-Ende vom HI-virden RRE begrenzt.

Im Nachfolgenden werden die pcDNA3.L(+)-(ch-, syn, wt-)gag-RRE-Plaamide dem
kodierenden Gen entsprechend mit (ch-, syn-, wt-)gag-RRE abgekirzt.

D.2.3.2. Expression der chgag-RRE-Konstrukte

Berdts in ener friheren Studie (Graf et al., 2000) konnten wir zeigen, dass die Expression
von wtgag von der Anwesenheit von RRE (beinhdtet eine Vidzahl ineffizienter Spleil3-
akzeptorenstellen), Rev und dem 5°-SD (@s Bestandteil des UTR-Elementes) abhangig i, da
die Expresson der spdaen HIV-1-Genprodukte von der Effizienz der Benutzung von
Flelgdlen beanflusst wird. So konnte eine Gag-Expresson bei mit UTRwtgag und
wtgag-RRE trandizieten Zdlen - auch nach Kotransfektion mit pcRev - nicht
nachgewiesen werden. Dagegen it die Expresson des syngag-Plasmides unabhéngig von
Cis und trans-ektiven Elementen. Um den Einfluss des 5-Spleilddonors auf die Gag
Expresson anadyderen zu konnen, wurden H1299-Zdlen mit ch(1-2, 1-3, 3, 4-6)-RRE,
syngag-RRE  und wtgag-RRE trandent trandfiziet. Die Kotrandektion efolgte hier
entweder mit dem Rev-Plasmid oder dem leeren Vektor. Nach 48 Stunden wurden die
Zdlen geerntet und das Proteinlysat im p24-ELISA (nach Niedrig) ausgewertet.
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Abbildung D.-12. Pr55%%-Konzentration im Lysat von H1299-Zellen nach Kotransfektion von
gag-RRE mit pcRev. Am Vortag der Transfektion wurden die Zellen ausgesét (2,5 x 10° Zdlenpro
Napf einer 6-Well-Platte). Am nachsten Tag wurde mit 10 pg Plasmid-DNA die Transfektion nach
der CaHPO,-Methode durchgefiihrt. Die Kotransfektion erfolgte mit 5 ug pcRev bzw. leerem
Vektor (pcDNA3.1(+)). Nach 48 Stunden | nkubation wurden die Zellen schliefdlich geerntet und mit
RIPA-Lysepuffer wieimMethodenteil beschrieben aufgearbeitet. Fir dieinterne Sandardisierung
erfol gte die quantitative Proteinbestimmung des Zelllysates mit dem Bradfor d-Protein-Assay nach
Angaben desHerstellers. Der p24 Capture Assay ELISA (nach Niedrig) wurde wieim Methodentel
beschrieben durchgefuihrt. Die Abbildung gibt den Mittelwert mit Standar d-abwei chung von z2wei
unabhangig voneinander durchgefiihrten Transfektionenim Vergleich zu der Pr55™-Expression
von syngag-RRE (auf 100% gesetzt) wieder (jeweils zwei ver schiedene DNA-Pré&parationenin

einer Transfektion getestet). Die Pr55%°-Konzentration lag nach Transfektion mit syngag-RREIm
Zelllysat bei rund 50 ng/ml.
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Die GagExpressongaen mit ch(3, 4-6)-RRE trandizieten Zdlen Uberdeigen ohne
Kotransfektion mit pcRev berets den ereichten Wert von mit syngag-RRE trandfizieten
Zdlen. Nach Kotrandfektion mit pcRev kann die Gag-Expresson von mit ch(3, 4-6)-RRE
und syngag-RRE trandizieten Zdlen jewells um mindestens 20% gesteigert werden. Die
p24-Expresson des Plasmid chl-2-RRE erecht ohne Kotransfektion mit pcRev ungefahr
40% der Expressongate der mit syngag-RRE trandizierten Zdlen. Nach Kotransfektion
mit pcRev snd die Expressonsverte mit chl-2-RRE trandfizierten Zdlen mit denen von
syngag-RRE trandizieten Zdlen verglechbar. Die Gag-Expresson mit chl-3-RRE
trandfizierten Zelen dagegen bleibt sdbst nach Kotrandfektion mit pcRev immer unter der
mit wtgag-RRE trandizierten Zelen. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Gag
Expresson von HIV neben ineffizienter Spleilfstelen auch durch Sequenzmotive innerhdb
der gag-RNA-Sequenz beanflusst wird. Hierbe muss - aufgrund der unterschiedlichen
Expressonswerte nach Trandfektion mit chl-2-RRE  (mittedlm&3ge Expresson), chl-3-
RRE (schlechte Expresson) und ch3-RRE (gute Expresson) - von einem additiven Effekt
ausgegangen werden, da dch die jeweligen Pasmide in der Kodonwahl ihrer
zugrunddiegenden Fragmente unterscheiden.

Verglecht man zudem die Wirkung von Rev auf die Expressonswverte nach Transfektion
mit ch(1-2, 1-3)-RRE mit denen nach Trandektion mit UTR-ch(1-2, 1-3)-RRE, 0 zegt
gch ba ,chl-2° jewels nach Kotransfektion mit pcRev ene deutliche Expressons-
deigerung. Be ,chl-3° hingegen kann dies nur in Anwesenheit von UTR und RRE
beobachtet werden. Die Gag-Expresson mit chl-3-RRE trandizieten Zdlen wiederum
bleibt auch nach Kotransfektion mit pcRev unterhab des Wildtyp Nivesus. Dies i en
Indiz fir die Bedeutung der 5-SpleiRdonorgelen be  der podt-trangkriptionelen
Regulation von HIV-1.

D.2.3.3. Einfluss von Rev auf den nukle&ren Export der chgag-RRE-RNA

Nachfolgend sollte der RNA-Transport der chgag-RRE-Kongrukte aufgeklart werden.
Dafir wurden H1299-Zdlen trandent mit ch(1-2, 1-3, 3, 4-6)-RRE, syngag-RRE und
wtgag-RRE trandfiziert. Nach 48 Stunden wurden die Zellen geerntet, die RNA isoliert und
in ene nukledre und zytoplasmatische Fraktion separiert. Anschlielend efolgte die
Auswertung im Northern Blot anhand Hybridiserung mit einer radiosktiv. markierten
ERR-Sonde, die zur RRE-Sequenz komplementé&r ist. Fur die Verglechbarkeit der
Trandektionseffizienz wurde die RNA in enem 2zweten Auftrag mit ener Sonde
hybridisert, die spezifisch an Neomycin-RNA bindet. Der pcDNA3.1(+) Vektor beinhdtet
das Neomycingen unter einem kondtitutiven Promoter. Damit liegt die Neomycin RNA nur
in Zdlen vor, die erfolgreich trandfiziert wurden.

Abbildung D.-13. Northern Blot-Analyse nukledrer und zytoplasmatischer RNA-Fraktionen
nach Kotransfektion von gag-RRE mit pcRev bzaw. leerem Vektor [ Abbildung und Beschreibung
siehe Extra-Blatt — Seite 59a].
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Abbildung D.-13. Northern Blot Analyse nukledrer und zytoplasmatischer RNA-
Fraktionen nach Kotransfektion von gag-RRE mit rev baw. leerem Vektor. Am Vortag
der Transfektion wurden die H1299-Zellen ausgesét (1 x 106 Zellen pro Petrischale). Am
nachsten Tag wurde mit 30 pg gag-RRE Plasmid-DNA nach der CaHPO,-Methode
transfiziert sowie zusitdich mit 15 pg rev oder leerem Vektor (pcDNA3.1(+))
kotransfiziert. Nach 48 Sunden Inkubation wurden die Zellen schliefdlich geerntet und die
RNA wie im Methodenteil beschrieben isoliert. Der Northern Blot wurde wie im
Methodenteil erlautert durchgefiihrt. Dabel wurden aus den Fraktionen jeweils 5 pg

Gesamt-RNA eingesetzt.

Seite 59a



ERGEBNISSE

Der nuklegre Export der ch(3, 4-6)-RRE-RNAs is - mit oder ohne Kotrandfektion mit
pcRev - dgets mit der Trangporteffizienz der syngag-RRE-RNA vergleichbar  (unter
Berlicksichtigung der Bandenstérke fur die Neomycin-Kontrolle). Dagegen war die nukledre
ch1l-2-RRE-RNA und ihr Export erst nach Kotransfektion mit pcRev detektierbar. Ohne
Kotrandektion mit pcRev konnte die RRE-hdtige RNA aus mit chl-2-RRE trandfizierten
Zdlen nur sehr schwach nachgewiesen werden. Die spezifische gag-RNA konnte aus mit
chl-3-RRE und wtgag-RRE trandfizieten Zdlen sdbst nach Kotransfektion mit pcRev nie
detektiert werden. Dies it im Widerspruch zu der Auswertung des p24-ELISAS, der nach
Trandfektion mit diessn Kongrukten immerhin eine sehr  geringe  Pr55%%-Expression
zeigte. Da aber die Northern Blot-Andyse nicht so empfindlich i wie der p24 Capture
Assay-ELISA, kann man sagen, dass die RNA-Sudie die Ergebnisse der Protein-Andyse
widerspiegdt.

Ferner konnte in diesem Northern Blot keine zwete RRE-spezifische Bande nach
Trandektion mit chl-2-RRE  detektiert werden wie etwa bei mit UTR-chl-2-RRE
trandizierten Zdlen. Ers nach Kotransfektion mit pcRev konnte diese Bande hier
nachgewiesen werden, dann dledings in sdber St&ke auch ba mit chl-3-RRE
trandfizierten Zdlen. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass neben dem Einfluss der
Sequenz die HI-virde Expresson auch Uber en Zusammenspid von Rev mit dem

SpleiRRapparat reguliert wird.

D.2.4. Zusammenfassung

In diesem Teladbschnitt der Doktorarbeit wurden chimé&e gag-Konsrukte hergestellt, um
den EBinfluss der Sequenz auf die Rev-abhéngige Gag-Expresson augtesten zu konnen.
Dabe wurden 20 verschiedene gag-Plasmide hergestdlt, die in unterschiedlicher Weise
eéner Chiméaiderung mit Wildtyp-spezifischen und kodonadaptierten Fragment- Sequenzen
unterzogen wurden.

Erge Ergebnise deuten darauf hin, dass die Ursache fir die unterschiedliche Gag
Expresson nach Trandfektion mit wtgag und syngag (niedrigste, hohe Expression - Rev-
abhéngige, Rev-unabhingige Expression) in enem additiven ,inhibitorischen* Sequenzeffekt
liegt. Weitere Expressonsdaten (mit einer eingegrenzten Anzahl an chiméen Konstrukten)
zeigen welter, dass dieser Effekt nicht auf die Vewendung verschiedener Primaten
Zdllinien zurtckzufihren ig. Deshdb snd in nachfolgender Tabelle nur die Ergebnisse
der Pr55%9-Expresson bzw. die zdlul&re RNA-Vertelung nach Transfektion mit chl-2,
chl-3, ch3 und ch4-6 unter dem Einfluss ciss und trans-aktiver Elemente aus H1299-
Zdlen angegeben. Als Veglechswerte snd zusiizlich die Werte der mit wtgag (Negativ-
kontrolle) und syngag (Positivkontrolle) trandfizierten Zdlen schematisch angezeigt.

Lediglich die Plasmide UTR-ch1-2-RRE und UTR-ch1-3-RRE zeigen ein eindeutiges Rew-
abhangiges Verhdten in ihrer Gag-Expresson. Ohne cis- und trans-aktive Elemente it die
Gag-Expresson nach Trandfektion mit chl-3 sehr gering, nach Trandfektion mit chl-2
dlerdings anndhernd verglechbar mit der mit syngag trandfizieten Zelen. Da aber der
enzige Unterschied beider trandfizieter Kongrukte in der Sequenzwahl ihres dritten
Fragmentes liegt, kann schon hier davon ausgegangen werden, dass die Rev-abhangige
gag-Expresson auf einen additiven Effekt zurlckzufihren ist. Desweteren kann nur bel
der Trandfektion mit UTR-chl-2-RRE und UTR-chl-3-RRE ene Hemmung der Gag
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Expresson aufgrund Inhibition des Exportes der RNA durch Kotrandfektion mit
pcRevM10 ereicht werden. Dies ig en Indiz dafir, dass beide RNAs den glechen
Kerntransportweg wie die wtgag-RNA benutzen. Die RNA-Vertalung und -Stabilitét kann
ebenso mit dar UTRwtgag-RRE-RNA verglichen werden. Die Ergebnisse nach
Trandektion mit chl-2-RRE zeigen, dass Rev unabhangig von der Anwesenheit des UTR-
Elementes ene Steigaung der  Gag-Expresson  vermitteln  kann. Mit  chl-3-RRE
trandizieten Zdlen dlerdings i diese Wirkung nicht zu beobachten. Die Expresson
dieses Kongruktes reagiert mit und ohne trans-aktives Element in gleicher Weise wie die
des wtgag-RRE-Plasmides. Daraus kann geschlossen werden, dass die Rev-abhéngige
Expresson von wtgag in einem additiven ,inhibitorischen* Effekt innerhdb der 5°-Hdfte
der Sequenz begrindet liegt. Es konnte gezeigt werden, dass die RNA der chiméren
Kongtrukte, die gag Rev-abhéngig exprimieren, wie das Wildtyp-Plasmid, den Crm-1
Transportweg benutzen, da der RNA-Export mit RevM10 inhibiet werden kann. Die
unterschiedliche Stabilitét der RNA der chiméren Konstrukte begrindet sch dabei nicht
auf den zugrunddiegenden A/U-Gehdlt.
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Abbildung D.-14. Schematische Gesamtdarstellung der Ergebnisse von mit chl1-2, ch1-3, ch3
und ch4-6 transfizierten Zellen im Vergleich zu den Resultaten nach Transfektion mit syn- und
wtgag unter dem Einflusscis- und trans-aktiver Elemente. Die Tendenzen der Resultateder Gag-
Expression (Zellysat / Kulturtberstand) sind in Form von Balkendiagrammen (,, schlechte®,
»gute”, ,sehr gute” Expression) wiedergegeben, die vom Northern Blot (nukledre /
zytoplasmatische Fraktion) als Bandenschema. Die Ergebnisse der Pr55%9-Expression nach
Transfektion mit UTR-syngag-RRE und UTR-wtgag-RRE stammen aus der Doktorarbeit von M.
Graf, RIMMH, 2000. Zytopl. = Zytoplasma.
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D.3. Teilkonzept Il: Bedeutung der ,,kryptischen®, internen
SpleiRdonoren und des Kodongebrauchs fur die Gen-
expression im Rahmen von Hl-viralen GFP-Konstrukten

Hintergrund: Um zu bestétigen, dass sowohl der 5'-Hauptspleifidonor ds auch der hohe
A/U-Gehdt der Transkripte die minimaen Voraussetzungen fur die Kernretention und die
Rev-abhangige Expresson von HIV dagdlen, wurden in der vorausgegangenen
Diplomarbeit von Sylvia Kehlenbeck (, Grundiegende Untersuchungen zum Kernexport ungespleiRter
AT-reicher  RNA-Spezies durch Generierung quasilentiviraler ~Genkonstrukte®, 2000) Wweitere
Reporterkonstrukte  entworfen.  Dafir  wurden GFP(green  fluorescent  protein)-Gene
herangezogen, welche in ihrem Kodongebrauch an den des HIV-1 Genoms hivGFP) bzw.
des humanen Genoms (huGFP) angepad wurden, ohne einen Unterschied in der daraus
resultierenden  Aminosduresequenz  aufzuweisen. HivGFP und huGFP unterscheiden sich
damit nur in den kodierenden Nukleinsduresequenzen, die eine Homologie von 67,917%
zueinander hat. In Transfektionsstudien e'wies sch die hivGFP-RNA in Anwesenheit des
5-3D ds im Zdlkern sabil und konnte nach Bereitsdlung des Rev/RRE-Systems auch
im Zytoplasma nachgewiesen werden. Die huGFP-Reporterkonstrukte wurden dagegen
unabhéngig von dem Vorhandensein eines 5-SD oder des Rev/RRE-Systems exprimiert.
Damit konnte bestédtigt werden, dass zur Rev-abhdngigen Expresson ene A/U-reiche,
HIV-1-adaptierte Kodonwahl, ein funktiondler 5-Hauptspleifdonor und eine 3-geegene
RRE- Sequenz notwendig sind.

D.3.1. Herstellung und Expression der hivGFP-Konstrukte mit
deletierten SpleilRdonorstellen (DsdGFP) und nuklearer Export der
DsdGFP-RNA

D.3.1.1. Herstellung der DsdGFP- und UTR-DsdGFP-RRE-Konstrukte

Ausgehend von hivGFP wurde en Gen entworfen, indem - so weit wie mdglich - sowohl
dle internen ,konsensus’, ds auch kryptischen* Spleifidonoren mutiet  wurden
(DsdGFP). Die SD-Sequenz  begsteht Ublicherwelse aus neun  Nukleotiden. Ein
~Kryptischer*  Spleiidonor zeichnet sch dadurch aus, dass lediglich funf der neun
Podtionen mit der ,konsensus® SD-Sequenz Ubereingimmen missen, um ds Spleiligele
von den Splel¥aktoren erkannt zu werden. Die Kongruktion von DsdGFP efolgte in der
Art, dass die SD-Segquenzmotive in hivGFP  unter  Bertickschtigung  der
Aminosiuresequenz und  eines mdglichs  hohen  A/U-Gehdtes durch Augausch von
Nukleinsauren  zerstort  wurden.  Nach  mehrmdigem  Uberprifen  mit  einer
selbsigeschriebenen Dateél  (anhand des HUSAR-Programmes), die ale bisher bekannten
moglichen Splelidonorsequenzen enthidt, wurde die so entworfene Sequenz durch die
Firma GENEART (Regensburg) synthetisch hergestelt. Das Kongrukt DsdGFP  bestzt
enen A/U-Gehalt von ca. 66% (@er A/U-Gehalt von hivGFP betragt ca. 69%). Ein Vergleich der
Nukleinsduresequenz  zwischen DsdGFP  und hivGFP weisen ene Homologie von
90,556% auff.

GENEART ligiete DsdGFP in den pCR-Script'™SK (+)-Vektor (pCR-Script-DsdGFP),
wobel das GFP-Gen von besimmten Schnittstelen flankiet wurde, welche waeitere
Klonierungen erméglichten: am 5-Ende von Kpn |, Eco RI und Nco | und am 3"-Ende von
Xho | und Sac I.
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PCR-Script-DsdGFP wurde mit Eco Rl und Xho | verdaut, um - nach Auftrennung Uber en
Agarose-Gd  und Reinigung Uber Qiagen-Saulchen - Uber diese Schnittstelen in den
Expressonsvektor pcDNA3.1(+) kloniert werden zu koénnen. Fir die Hergtdlung von
UTRDsdGFP-RRE wurde auf das UTR-hivGFP-RRE-Kongrukt zuriickgegriffen (Die
Klonierung ist in einer friheren Arbeit bereits im Detail beschrieben: Kehlenbeck, Diplomarbeit-RIMMH,
2000). Daraus wurde UTR Uber Eco Rl und Nco | und RRE Uber Bam HI und Xho |
herausgeschnitten. Das pCR-Script-DsdGFP wurde mit Nco | und Bam HI verdaut und der
pPcDNA3.1(+)-Vektor Uber Eco Rl und Xho | gedffnet. Sowohl der Vektor as auch dle
dre Inserts (-UTR-, -DsdGFP- und -RRE-) wurden nach den jeweligen prépardiven
Verdauungen und Auftrennung Uber en Agarose-Ge mit anschlief¥ender Reinigung Uber
Qiagen-Saulchen ligiet. Damit war DsdGFP von den zwe wichtigen HI-virden cis
aktiven Elementen (5'-SD und 3'-RRE) im Expressionsvektor flankiert.

Alle Klonierungen wurden Uber Sequenzierungen Uberprift (Sequenzierprimer dehe
Materid).

Im Nachfolgenden werden die pcDNA3.1(+)-(hu-, hiv-, sd-)GFP-Plasmide dem
kodierenden Gen entsprechend mit (hu-, hiv-, sd-)GFP abgekirzt. Snd cis-aktive Motive
(UTR und/oder RRE) an das Gen angefligt, so ist dies durch den Zusatz von UTR und/oder
RRE angegeben.

D.3.1.2. Expression der DsdGFP- und UTR-DsdGFP-RRE-Konstrukte

Um enen eden Eindruck zu bekommen, inwieweit die nun deetieten Spleil3donorgelen
in DsdGFP die Expressongate von GFP im Vergleich zu hivGFP beanflussen, wurden
die verschiedenen GFP-Kongrukte mit und ohne cis- und trans-aktiven Elementen (UTR,
RRE, Rev) in humane H1299-Zdlen trandent trandfiziert. Als Postivkontrolle diente dabe
jeweils das andoge huGFP-Kongrukt. Die Zdllysate wurden nach 48 Stunden geerntet
und anhand eines GFP-spezifischen Antikorpersim Western Blot andysiert.
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Abbildung D.-15. Western Blot. AmVortag der Transfektion wurden H1299 Zellen ausgesét (2,5 x
10° Zellen pro Napf einer 6-Well-Platte). Am néchsten Tag wurde mit 10 pg GFP-DNA und 5 pg
pcRev oder leerem Vektor (pcDNA3.1(+)) die Transfektion nach der CaHPO,-Methode
durchgefuhrt. Nach 48 Stunden I nkubation wurden die Zellen schliefdlich geerntet und mit RIPA-
Lyespuffer wie im Methodenteil beschrieben aufgear beitet. Die quantitative Proteinbestimmung des
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Zelllysates erfol gte mit dem Bradfor d-Protein-Assay nach Angaben desHerstellers. Fir dieSDS
PAGE wurden pro Ansatz 50 pg Gesamtprotein mit 5-fach konzentriertem SDS-Probenpuffer
versetzt, fir drei Minuten bei 95°C denaturiert und auf ein 12,5%-SDS-Gel aufgetragen. Fur die
Wester n-Blot-Analyse wur den die Proteine auf Nitrocellulose transferiert. Die Detektion des GFP-
Proteins erfolgte mit Hilfe eines spezifischen GFP-Antikdrpers und anschlie3ender AP-
Farbereaktion.

Die Wedern Blot-Andysen ergaben nach Trandektion mit dlen dre huGFP-Konstrukte
die stirkste Expresson und zwar unabhéngig von cis- und trans-aktiven Elementen. Aus
mit hivGFP und DsdGFP trandizieten Zelen kan es nach Anfliigen der cis-aktiven
Elemente und nach Kotransfektion mit pcRev ene geringe GFP-Expresson nachgewiesen
werden. Das verwendete Rev-Plasmid igt hiertbel an GFP fudoniet, insofern welst der
GFP-Antikorper im Western Blot auch das an Rev-gekoppelte GFP-Protein nach. Dies
kann zum Nachweis dafir genutzt werden, dafir dass die Kotransfektion bel den einzelnen
Kondrukten jeweils mit gleicher Effizienz datgefunden hat. Sylvia Kehlenbeck konnte in
ihrer Diplomarbait (,Grundlegende Untersuchungen zum Kernexport ungespleifter AT-reicher RNA-
Spezies durch Generierung quasilentiviraler Genkonstrukte® 2000) anhand eines gekoppelten in vitro-
Transkriptions- und Trandationstestes bereits zeigen, dass die Unterschiede in der GFP-
Expresson zwischen huGFP- und hivGFP-trandizieten Zdlen nicht auf ene
unterschiedliche  Trandationseffizienz  zurlckzufihren  snd.  Mit DsdGFP  trandfizierte
Zdlen zeigen diedbe Expresson wie mit hivGFP trandiziete Zdlen. Insofern kann
gesagt werden, dass die ,kryptischen* Spleiffdonoren nicht fir die HIV-typische
Expressonsabhéngigkeit (Notwendigkeit der Anwesenheit der ciss und trans-aktiven
Elemente) von hivGFP verantwortlich sind, da sonst die Expresson dieses Konstrukt von
diesem Regulationssystem entkoppelt sein miife.

D.3.1.3. Einfluss von Rev auf den nukleéaren Export der UTR-DsdGFP-RRE-RNA

Um nun Ausssgen dalber treffen zu konnen, welchen Unterschied mit den GFP-
Kondrukten trandfiziete Zdlen in ihrer zdlul&ren RNA-Vertelung und der RNA-
Stabilitée haben, wurden Northern Blot-Analysen durchgefihrt. Dieser Test eignet sich
besonders, um die Expresson auf der Ebene der Transkription quantitetiv und quditativ zu
bestimmen. Hierfir wurden H1299-Zdlen trangent mit UTR-GFP-RRE trandiziert. Nach
48 Stunden wurden die Zdlen geantet, die RNA isoliet und in ene nukleire und
zytoplasmatische Fraktion separiert. Anschlielend efolgte die Auswertung im  Northern
Blot anhand der Hybridiserung mit ener radioaktiv markierten ERR-Sonde, die zur RRE-
Sequenz komplementér is. Um die Trandfektionseffizienz vergleichen zu kodnnen, wurde
die RNA in enem weteren Auftrag mit ener Sonde hybridisert, die spezifisch an die
Neomycin-RNA bindet. Dieses Gen liegt auf dem pcDNA3.1(+)-Vektor. Somit liegt die
Neomycin-RNA nur in Zdlen vor, die efolgreich trandfiziert wurden.

Abbildung D.-16. Northern Blot-Analyse nukledrer und zytoplasmatischer RNA-Fraktionen
nach Kotransfektion von UTR-GFP-RRE mit pcRev. Am Vortag der Transfektion wurden die
H1299-Zellen ausgesit (1 x 10° Zellen pro Petrischale). Am nachsten Tag wurde mit 30 pg UTR-
GFP-RRE Plasmid-DNA nach der CaHPO,-Methode transfiziert sowie zusitdich mit 15 pug pcRev
oder leerem Vektor (pcDNA3.1(+)) kotransfiziert. Nach 48 Stunden I nkubation wurden die Zellen
schliefdlich geerntet und die RNA wie im Methodenteil beschrieben isoliert. Der Northern Blot
wurdewieimMethodenteil erlautert durchgefuhrt. Dabei wurden aus den Fraktionen jewells5 g
Gesamt-RNA eingesetzt.
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Abbildung D.-16.

Die RNAs von mit UTR-hivGFP-RRE und UTR-DdGFP-RRE trandizierten Zdlen lassen
gch ohne Kotrandektion mit pcRev nur minimast im Kern deektieren. Erst nach
Kotrandektion mit pcRev snd die RNAs deutlich im Ken und im Zytoplasma
nachzuweisen. Die Bandenstérke dieser RNA igt dabel etwa um en Drittd schwécher ds
die gfp-RNA aus mit UTR-huGFP-RRE trandfizierten Zdlen. Die Konzentration der RNA
nach Trandektion mit UTR-huGFP-RRE ig - unabhdngig von der Kotrandektion mit
pcRev - jewels im Kern und Zytoplasma gleich. Berticksichtigt man die Bandenstérke der
Neomycinsonde bel der Kernfraktion, so kann gesagt werden, dass die RNA von UTR-
DsdGFP-RRE ene leicht verbesserte Stabilitét gegentiber der hivGFP-RNA hat. Verglecht
man dann die RNA-Enthadpien der GFP-Konstrukte untereinander und setzt die von
huGFP auf 100% (69,6 kkal/mol), so hat hivGFP ene auf 26,01% (-18,10 kka/mol) und
DsdGFP ene auf 40,66% (-2830 kkad/mol) reduziete Enthapie [Abbildung unter
D.3.3.3]. Bertckschtigt man ferner den A/U-Gehdt der Konstrukte (huGFP: ca. 40%,
hivGFP: ca. 69%, DsdGFP: ca 66%), so kann daraus geschlossen werden, dass die im
Northern Blot nachgewiesene unterschiedliche RNA-Stabilitét der GFP-Kongrukte auf die
zugrundeliegende Enthapie der RNA zuriickzufihren i, diese sch wiederum aber nicht
aus dem A/U-Gehdlt der GFP-Plasmide erklart.

D.3.2. Herstellung und Expression der GFP-Konstrukte mit
verandertem A/U-Gehalt (e-/ cu-GFP) und nukledrer Export der (e-,
cu-)GFP-RNA

D.3.2.1. Herstellung der GFP-Konstrukte mit verandertem A/U-Gehalt

Wiederum ausgehend von hivGFP  soliten Kongtrukte entworfen werden, die einen
duferweise deigenden G/C-Gehdt in ihrer GFP-Nukleinsiuresequenz  aufweisen - ohne
dlerdings hierbei Ruckscht auf den HI-virden Kodongebrauch zu nehmen. Die
Kongtruktion und Produktion erfolgte hier durch die Firma GENEART (Regensourg). Die
dre hergestellten GFP-Plasmide erhidten die Bezeichnungen E1, E2 und E3. elGFP
bestzt einen G/C-Gehdt von ca 45%, e2GFP von ca 50% und e3GFP von ca. 55%.
Damit hatten wir Kongrukte in den Handen, die den G/C-Prozentbereich zwischen hivGFP
(ca 31% GC) und huGFP (ca 60% GC) abdeckten. Die Nukleinsduresequenzen von
€(1-3)GFP und hivGFP weisen folgende Homologien auf: elGFP: 75%; e2GFP: 74,722%
und e3GFP: 72,5%.
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Auggehend von huGFP sollte zudem en Kongrukt hergestelt werden, dass - unter
Berlickschtigung des humanen Kodongebrauchs - den G/C-Gehdt sowet wie moglich
vermindert hat. Die Kongtruktion und Produktion efolgte hier ebenfals durch die Firma
GENEART (Regenshurg). Das angefertigte Plasmid erhidt den Namen cuGFP (wegen
Beriicksichtigung der codon usage) und weis enen G/C-Gehdt von nunmehr ca 53% auf. Der
NukleinsBuresequenzvergleich zwischen cuGFP und huGFP zdgt ene Homologie von
86,389% auf, der von cuGFP mit hivGFP 70,694%.

Die Klonierung von &1-3)GFP und cuGFP durch GENEART efolgte mit dersdben
Strategie wie bal pCR-Script-DsdGFP (sehe D.3.1.1). Die Ligation in den pcDNA3.(+)-
Expressonsvektor und das Anfigen der HIl-virden cis-aktiven Elemente (5-SD und
3-RRE) wurde anhand densdben Ausgangskonstrukten und Schnittstellen  vorgenommen
wiezuvor bel DsdGFP (Siehe ebenfalls D.3.1.1.).

Alle Klonierungen wurden Uber Sequenzierungen Uberprift (Sequenzierprimer dehe
Materid).

In Nachfolgenden werden die pcDNA3.1(+)-(e(1, 2, 3)-, cu)GFP-Plasmide dem
kodierenden Gen entsprechend mit (1, 2, 3)-, cu-)GFP abgekirzt. Sind cis-aktive Motive
(UTR und/oder RRE) and das Gen angefigt, so ist dies durch den Zusaz von UTR
und/oder RRE angegeben.

D.3.2.2. Expression der GFP-Konstrukte mit verandertem A/U-Gehalt

Um auszutesten, inwiewet der A/U-Gehdt von gfp ohne Berticksichtigung der Kodonwahl
die Expressonsrate des hivGFP-Konsruktes beeinflusst, wurden die verschiedenen GFP-
Kongrukte mit und ohne ciss und trans-aktiver Elemente (UTR, RRE, Rev) in humane
H1299-Zdlen trandent trandiziert. Als Pogstiv-Kontrolle diente dabe jeweils das analoge
huGFP-Kongrukt. Die Zdllysate wurden nach 48 Stunden geerntet. Da die Sengtivitét des
Western Blots zu gering war, um Expressonsunterschiede zwischen den e(1-3)GFP-
Konstrukten aufzudecken, wurde der GFP-Gehdt im Zdllysat Uber die Vermessung der
GFP-Huoreszenz mit dem Huorimeter bestimmt. Die Augtestung mit dem Huorimeter ist
ene enfache und schndle Methode, um ene quantitative Aussage Uber den GFP-Gehdt
im Zdllysat treffen zu kdnnen.

Da im Huorimeter aber auch die Huoreszenz des an Rev-gekoppeten GFP-Proteins (nach
Transfektion mit pcRev) nachgewiesen worden wére, wurden hier die Kotransfektionen
mit pcwtRev durchgefhrt.

Abbildung D.-17. GFP-Fluoreszenz nach Transfektion mit den jeweiligen GFP-Konstrukten. 50
pg des GFP-haltigen Zelllysat wurden in PBS (ohne bivalente lonen) geldst und bei einem
Absor ptionsmaxi mum von 488 nm und einem Emissionsmaximum von 509 nm tiber 30 Sekunden
vermessen. Die quantitative Protei nbestimmung des Zelllysates wur de hierbei mit dem Bradford-
Protein-Assay nach Angaben des Her steller s durchgefiihrt. Die K otransfektion erfolgtemit einem
Rev-Plasmid, das diesmal nicht mit GFP fusioniert war (pcwtRev). Der Mittelwert und die
Standardabweichung ergeben sich aus dem fir das jeweilige GFP-Konstrukt ermittelten
niedrigsten und héchsten Wert (links). Dierechte Dar stellung gibt die erreichten Fluorimeterwerte
in Bezug auf huGFP (=100%) wieder.
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Darstellung der erreichten Fluoreszenz prozentuale Darstellung der Fluoreszenz
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Abbildung D.-17.

Die obige Dadgdlung zeigt zum enen de tasichlich erechten Huoreszenz-Werte
[countg/sec] nach Transfektion mit den enzelnen GFP-Kongrukte (links), zum anderen
- um besser vergleichen zu kdnnen - deren prozentualen Werte bezogen auf huGFP, dessen
Fuorezenz auf 100% gesetzt wurde (rechts). Die GFP-Expresson mit huGFP
trandizieten Zdlen wa am dékgen, gefolgt von mit UTR-huGFP-RRE trandizierten
Zdlen, und zwar unabhéngig von der Kotransfektion mit powtRev. Der Rickgang der
GFP-Expresson nach Trandektion mit UTR-huGFP-RRE im Vegech zu huGFP
trandfizierten Zelen kann dadurch erklart werden, dass dieses Plasmid nahezu 1 kb (UTR:
105 bp, RRE: 862 bp) groler ist und sch somit nicht mit dersdben Effizienz trandfizieren &%
wie huGFP. HivGFP- und UTR-hivGFP-RRE-trandizierte Zdlen wiesen anndhernd
gleiche GFP-Expressonen auf. Nach Kotransfektion mit pcwtRev konnte die Expresson
von mit UTR-hivGFP-RRE trandizierte Zellen verdoppelt werden, was dann etwa 40% zur
Pogtivkontrolle (huGFP) dargdlt. Die ereichten ,counts’ nach Transfektion mit den
eGFP-Kongrukte lagen zwischen 15 und 21%, die der mit UTReGFP-RRE's
trandfizierten Zdlen zwischen 11 und 12%. Diessr Wert konnte nach Kotransfektion mit
pcwtRev b mit UTR-e(1, 2)-RRE trandfizierten Zellen jewells auf 30% gesteigert werden,
be mit UTRe3GFP-RRE trandizieten Zdlen hingegen lediglich af 17%. Aus diesen
Ergebnissen kann geschlossen werden, dass die Expresson der eGFP-Konstrukte wie
hivGFP ener Rev-Regulation unterliegen, da nur diese Kongrukte nach Anflgen von
UTR und RRE ene gedeigerte GFP-Expresson nach Kotransfektion mit  pcwtRev
aufzeigten. Fir die Rev-Abhéngigkeit der Expresson kann hier aber nicht der A/U-Gehdt
von gfp verantwortlich sein, da sch die eGFP-Konstrukte - trotz unterschiedlichem A/U-
Gehdt - kaum in ihrer Expresson unterscheiden. Be enem Einfluss des A/U-Gehdtes
von gfp auf die Expresson, hédtte man - mit snkendem A/U-Gehdt der GFP-Konstrukte
(von el- Uber e2- z7u e3GFP) - eine Seigerung der GFP-Expresson erwartet. Dies konnte
aber nicht nachgewiesen werden.

In enem zweiten Versuch sollte desweiteren nachgewiesen werden, inwiewelt der A/U-
Gehdt unter Berlickschtigung der Kodonwahl einen Einfluss auf die Expresson von
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huGFP hat. Dazu wurden verschiedene GFP-Kondrukte mit und ohne cis- und trans-
aktiven Elementen (UTR, RRE, Rev) in humane H1299-Zdlen transent trandfiziert. Die
Zdllysate wurden nach 48 Stunden geerntet und wieder mit dem Fuorimeter ausgetestet,
da sich auch hier der Western Blot a's zu wenig senstiv erwies.
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Abbildung D.-18. GF P-Fluoreszenz nach Transfektion mit den jeweiligen GF P-Konstrukten. 50
Hg des GFP-haltigen Zelllysat wurden in PBS (ohne bivalente lonen) geldst und bei einem
Absor ptionsmaximum von 488 nm und el nem Emi ssionsmaximum von 509 nm tiber 30 Sekunden
vermessen. Die quantitative Proteinbestimmung des Zelllysates wurde hierbei mit dem Bradford-
Protein-Assay nach Angaben des Her stellers dur chgefiihrt. Die Kotransfektion erfolgte mit einem
Rev-Plasmid, das diesmal nicht mit GFP fusioniert war (pcwtRev). Der Mittelwert und die
Standardabweichung ergeben sich aus dem fir das jeweilige GFP-Konstrukt ermittelten
niedrigsten und héchsten Wert (links). Die rechte Dar stellung gibt die erreichten Fluorimeterwerte
in Bezug auf huGFP (=100%) wieder.

Die Huorimeterwerte nach Transfektion mit hivGFP und huGFP snd hierbe nahezu
diesdlben wie aus der vorausgegangenen Huoreszenzmessung. Nur mit UTR-huGFP-RRE
trandiziete Zdlen zeigen nach Kotrandfektion mit pcwtRev ene Reduzierung der GFP-
Expresson um 20%. Dies kann dadurch erkl&rt werden, dass die Kotransfektion mit
pcwtRev nicht o effizient war wie bel den anderen Kongrukten (Andyse des Western
Blots nicht gezeigt). Die GFP-Expresson nach Transfektion mit cuGFP erreicht etwa
67% des Wertes von mit huGFP trandizierte Zdlen. UTR-cuGFP-RRE-trandizierte Zdlen
kommen Rev-unabhdngig  auf gwa 4%  zwr Postivkontrolle. Dieser
Expressonsunterschied konnte zuvor schon bei dem huGFP-Konstrukt beobachtet werden.
Insofern liegt auch hier der Schliuf? nahe, dass das UTR-cuGFP-RRE-Konstrukt aufgrund
sine Grole inggesamt eine schlechtere Trandfektionseffizienz aufweist ds das um etwa 1
kb kleinere cuGFP-Konstrukt. Vergleicht man weiter die prozentuaen Fuoreszenzwerte in
den Zdllysaten nach Trandektion mit e3GFP (A/U: 45%) und cuGFP (A/U: 47%), S0
zeigt dch en dramatischer Unterschied in der jewells erreichten GFP-Expression. Fir
e3GFP-trandfizierte Zelen lagen se ohne bzw. mit cis (UTR, RRE) und zuletzt auch trans-
aktiven (Rev) Elementen be 18, 11 und 17%, fir cuGFP-trandizierte Zelen dagegen bei
67, 45 und 43% - jeweilsin Bezug auf die Werte nach Trangfektion mit huGFP.

68



ERGEBNISSE

Daaus wird ergchtlich, dass die dem cuGFP-Konstrukt zugrundeliegende humane Kodor+
,usage" - trotz nahezu glechem A/U-Gehdt wie e3GFP - fir die Rev-Unabhangigkeit der
Expresson von UTR-cuGFP-RRE verantwortlich ist. Die schlechtere GFP-Expresson von
mt cuGFP trandizieten Zdlen gegeniber huGFP-trandfizierten Zdlen ig dain zu
begrinden, dass durch ene gewollte Senkung des G/C-Gehdtes be der Hergellung des
Kongruktes trotzdem nicht der absolut optimade humane Kodongebrauch verwenden
werden konnte.

D.3.2.3. Einfluss von Rev auf den nuklearen Export der GFP-RNA mit verandertem
A/U-Gehalt

Um audesen zu konnen, welche RNA-Vertelung be mit den GFP-Kondrukten (mit
verandertem A/U-Gehdt) trandfizierten Zdlen vorhanden is und welche Stahilitét die nach
Trandektion gebildete RNAs haben, wurden wiederum Northern  Blot-Andysen
durchgefihrt. Hierfir wurden H1299-Zdlen trangent mit UTR-GFP-RRE trandiziert.
Nach 48 Stunden wurden die Zdlen geerntet, die RNA isoliert und in ene nukledre und
zytoplasmatische Fraktion separiert. Anschlieliend efolgte die Auswertung im  Northern
Blot wie bereits zuvor (D.3.1.3.) erlautert.

Abbildung D.-19. Northern Blot-Analyse nukledrer und zytoplasmatischer RNA-Fraktionen
nach Kotransfektion von UTR-GFP-RRE mit pcRev bzw. leerem Vektor [ Abbildung siehe Extra-
Blatt — Seite 69al.

Bei diessam Northern Blot diente neben UTR-hivGFP-RRE- und UTR-huGFP-RRE-
trandiziete Zdlen zusizich UTR-DsdGFP-RRE-trandfiziete Zdlen ds Vergleichsbass
Die Ergebnisse fir die RNAs aus diesen Trandfektionen waren hierbel diessben wie in
dem vorausgegangenen Northern Blot.

Im Ken lagen dle UTR-eGFP-RRE-RNAs etwa gleich sark vor. Im Vergleich dazu
schwécher war die gfp-RNA-Bande nach Trandfektion mit UTR-DsdGFP-RRE. Nach
Kotransfektion mit pcRev konnte im Kern nur bel der UTR-hivGFP-RRE- und UTR-
DsdGFP-RRE-RNA en deutlicher RNA-Stabiliserungseffekt von Rev beobachtet werden.
Im Zytoplasma konnte die spezifische gfp-RNA ohne Kotransfektion mit pcRev nur bel
mt UTRhuGFP-RRE transfizieten Zdlen in nennenswerten Ausmal nachgewiesen
werden. Nach Kotransfektion mit pcRev konnte de dann aus dlen GFP-trandfizierten
Zdlen identifiziet werden. Desweiteren konnte nach Transfektion mit UTR-huGFP-RRE,
UTRe2GFP-RRE und UTR-e3GFP-RRE auch ene etwas tiefer laufende zweite RNA-
Bande detektiert werden. Da der RNA-Nachweis Uber das RR-Element efolgt, muf3 hier
von enea spezifischen gfp-Bande ausgegangen werden. Diese RNA-Bande liegt bel diesen
dreé Trandfektionen im Kern und im Zytoplasma vor und wird Rev-unabhéngig exportiert.
Insgesamt  spiegeln die Northern Blot-Daten somit die Ergebnisse aus dem Fluorimeter
wieder.

Vergleicht man die RNA-Enthalpien der GFP-Kongtrukte untereinander und setzt die von
huGFP auf 100% (-69,60 kka/mol), so wesen hivGFP 26,01% (-18,10 kka/mal),
DsdGFP 40,66% (-28,30 kka/mol), elGFP 85,92% (-59,8 kka/mol), e2GFP 86,06%
(-59,9 kka/mol) und e3GFP 92,24% (-64,2 kka/mol) auf [Abbildung unter D.3.3.3].
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Abbildung D.-19. Northern Blot Analyse nukleédrer und zytoplasmatischer RNA-Fraktionen nach
Kotransfektion von UTR-GFP-RRE mit pcRev bzw. leerem Vektor. Am Vortag der Transfektion
wurden die H1299-Zellen ausgesét (1 x 106 Zellen pro Petrischale). Am néchsten Tag wurde mit 30
Hg UTR-GFP-RRE Plasmid-DNA nach der CaHPO -Methode transfiziert sowie zusétzlich mit 15
Hg pcRev oder leerem Vektor (pcDNA3.1(+)) kotransfiziert. Nach 48 Sunden Inkubation wurden die
Zellen schliefdlich geerntet und die RNA wie im Methodenteil beschrieben isoliert. Der Northern Blot
wurde wie im Methodenteil erlautert durchgefihrt. Dabei wurden aus den Fraktionen jeweils 5 ug
Gesamt-RNA eingesetzt.
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Berlickschtigt man ferner den A/U-Gehdt der Konsrukte (huGFP: ca. 40%, hivGFP:
ca. 69%, DsdGFP: ca. 66%, elGFP: ca. 55%, e2GFP: ca. 50%, e3GFP: ca. 45%), so kann
daraus geschlossen werden, dass die im Northern Blot nachgewiesene unterschiedliche
RNA-Stabilitét der GFP-Kongrukte auf die zugrunddiegende Enthapie der RNA zuriick-
zufihren idt, diese sch wiederum aber nicht aus dem A/U-Gehat der GFP-Plasmide
erklart.

In einem letzten Northern Blot wurde schliefdich noch betrachtet, welche RNA-Vertelung
ba mit cuGFP trandizieten Zelen vorhanden i und weche Sabilitét die nach dieser
Trandektion gebildeten RNAs haben. Hiefir wurden H1299-Zdlen trangent mit UTR-
(cu/hivihu)GFP-RRE trandfiziert. Nach 48 Stunden wurden die Zdlen geerntet, die RNA
isoliet und in ene nukledre und zytoplasmatische Fraktion separiert. Anschliel}end
erfolgte die Auswertung im Northern Blot wie bereits zuvor (D.3.1.3.) erlautert.

Abbildung D.-20. Northern Blot-Analyse nukledrer und zytoplasmatischer RNA-Fraktionen
nach Kotransfektion von UTR-GFP-RRE mit pcRev bzw. leerem Vektor [ Abbildung siehe Extra-
Blatt — Seite 70a].

Als Veglaechsbass dienten hiegba mit UTRhivGFP-RRE und UTR-huGFP-RRE
trandiziete Zdlen. Wie aus der Abbildung D.-20. zu erkennen ist, weist die Stdrke der
Neomycin-Sonde Unterschiede auf, die man bel der Auswertung berlickschtigen muss.
Diexe ig wahrscheinlich auf das Einrollen des Blots wahrend der Inkubationszeit und des
Waschens  zurickzufihren. Dabel  snd  jewells die Kotrasfektionen mit  pcRev
gleichermalien deutlich schwécher, was dann wiederum enen direkten visudlen Vergleich
der Ergebnisse untereinander ermoglicht. Ohne Kotransfektion mit pcRev kann die UTR-
hivGFP-RRE-RNA im Zytoplasma nicht und im Kern nur schwach nachgewiesen werden.
Die UTRcuGFP-RRE-RNA dagegen &% dch wie die UTR-huGFP-RRE-RNA Rev-
unabhangig im Kern und Zytoplasma nachweisen, wobel die Bande der UTR-huGFP-RRE-
RNA jewells éwa um en Drittd d&rker ig. Diese Daten Snd damit im Einklang mit den
Ergebnissen aus dem FHuorimeter.

Verglecht man hier die RNA-Enthdpien der GFP-Konstrukte untereinander und setzt die
von huGFP auf 100% (-69,6 kka/mal), so hat, wie bereits erwdhnt, hivGFP enen Wert
von 26,01% ¢18,10 kka/mol) und cuGFP einen Wert von 106,9% (74,4 kka/mol). Die
Kongruktion von cuGFP (G/C: ca. 53%) basierte darauf, dass der G/C-Gehdt von huGFP
(GIC: ca 60%) soweit wie moglich gesenkt wird, ohne aber die humane Kodon-, Usage®
zu beanflussen. Die daraus resultierende cuGFP-RNA zeigt einen htheren Enthadpiewert
ds das ihm zugrunde liegende huGFP-Konstrukt. Dennoch ist ihre GFP-Expresson
(Fuorimeter) und RNA-Stahilitét (Northern Blot) geringer ds die des Ausgangkonstruktes.
Man kann vermuten, dass der humane Kodongebrauch fir die nukletre RNA-
Prozesserung ein in sich optimaes System i, und es insofern unmdglich ist, Anderungen
innerhdb der Nukleinsturesequenz  vorzunenmen, die dieses Sysgem (RNA-Stabilité,
Transkription, etc.) in keiner Weise beanflussen. Der grofiere A/U-Gehdt des cuGFP-
Kongruktes kann nicht fir die im Verglech zu mit huGFP trandfizierten Zdlen geringere
Expresson verantwortlich sein, da die dem Konstrukt zugrundeliegende RNA - aufgrund
héherer Enthdpiewerte - stabiler sein miilde ds die von huGFP.
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Abbildung D.-20. Northern Blot Analyse nukledrer und zytoplasmatischer RNA-
Fraktionen nach Kotransfektion von UTR-GFP-RRE mit pcRev bzw. leerem Vektor. Am
Vortag der Transfektion wurden die H1299-Zellen ausgesdt (1 x 108 Zellen pro
Petrischale). Am néchsten Tag wurde mit 30 pg UTR-GFP-RRE Plasmid-DNA nach der
CaHPO,-Methode transfiziert sowie zusatzZlich mit 15 pg pcRev oder leerem Vektor
(pcDNA3.1(+)) kotransfiziert. Nach 48 Sunden Inkubation wurden die Zellen schliefdich
geerntet und die RNA wie im Methodenteil beschrieben isoliert. Der Northern Blot wurde
wie im Methodenteil erlautert durchgeflihrt. Dabei wurden aus den Fraktionen jeweils 5 ug
Gesamt-RNA eingesetzt.
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D.3.3. Vergleichende Studien mit den kodonmodifizierten GFP-
Konstrukten

In ene letzten Studie wurden die mit den GFP-Kondrukten trandfizierten Zelen ener
FACS-Andyse unterworfen. Die DurchfluRzytometrie (fluorescenz activating cell sorting,
FACS ddlt ene wetere Methode zur Quantifizierung der GFP-Fluoreszenz dar. Bel
diesr Messung werden die lebenden trandfizieten Zdlen enzeln vermessen. Es ist dabel
madglich, die Intendtd der Huoreszenzdrahlung jeder enzenen Zdle zu besimmen.
Hierfir wurden H1299-Zdlen trandent mit den jeweligen GFP-Kondrukten trandfiziert
und nach 48 Stunden durch vorsichtiges Abtrypsnieren geerntet. Die FACS-Andyse

wurde jeweils mit etwa 20 000 Zellen durchgefihrt.
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Abbildung D.-21. FACS-Analyse nach Transfektion mit den GFP-Konstrukten. Die Darstellung
zeigt den Mittelwert und die Standardabweichung von drei unabhangig voneinander
durchgefiihrten FACS-Analysen. Dafiir wurden H1299- Zellen (1 x 10° Zellen pro Petrischal )
transient mit 30 ug GF- DNA transfiziert. Die Kotransfektion erfolgte mit 15 pg Rev-Plasmid
(pcwtRev) oder leerem Vektor (pcDNA3.1(+)). Nach 36 Stunden wurden die Zellen vorsichtig
abtrypsiniert und in PBSaufgenommen. Die FACS-Analyse wurde jeweils mit etwa 20 000 Zellen
durchgefihrt.

Die FACS-Ergebnisse nach Trandektion mit den jeweligen hivGFP- und huGFP-
Kongrukte snd im Einklang mit den Ergebnissen aus dem Fuorimeter.

Die Expresson von mit UTR-DsdGFP-RRE trandfizierten Zdlen ig nach Kotransfektion
mit powtRev be  diessr Andyse ungewohnlich gark. Allerdings ig hier auch die
Expresson von mit UTRDsdGFP-RRE trandizierten Zdlen bereits stérker als mit der
Fuorimeterauswertung beobachtet. Auch die mit eGFP trandfizierte Zdlen zeigen hohere
Expressonswerte. Verglichen mit den Werten nach Trandfektion mit UTR-DsdGFP-RRE
snd e im Einklang mit den Ergebnissen aus dem Northern Blot. Der Unterschied der
Kongtrukte in ihrer GFP-Expresson nach Auswertung mit dem FACS bzw. mit dem
Fluorimeter kann mit der verschiedenen Sengtivitét der Testsyseme begrindet werden
(FACS sengtiver ds Fuorimeter).
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Der ungewohnlich starke Abfdl der GFP-Expresson nach Trandektion mit UTR-e2GFP-
RRE und UTR-e3GFP-RRE in Vageech zu e2GFP- und e3GFP-trandizierte Zdlen kann
mit der im Northen Blot nachgewiesenen zweten spezifischen gfp-RNA-Bande erklart
werden. Die Kongrukte werden wahrscheinlich gespleil®, weshdb der Nachweis ihrer
Expresson zurtickgeht.

Die GFP-Expresson nach Trandektion mit e3GFP i mit der FACSAndyse
Uberraschenderweise  sehr  hoch, erecht aber immerhin nur ewa 50% von dem
Expressonswert von mit huGFP-trandizierten Zdlen, und dies, obwohl die A/U-Differenz
beider Konstrukte nur ca. 5% (RNA Enthdpiedifferenz: 5,4 kka/mol) betrégt.

Die Ergebnisse nach Trandfektion mit den cuGFP-Kongrukten snd ebenfdls im Einklang
mit der Fluorimeterauswertung. Ein direkter Verglech zwischen den cuGFP-Konstrukten
mit den anderen GFP-Kondgrukten zeigt, dass cuGFP-trandiziete Zdlen zwar ene
gaingere Expresson ds mit huGFP trandizierte Zdlen aufweisen, diese aber dennoch
hoher liegt ads nach Trandektion mit UTR-huGFP-RRE. Ebenso weisen die mit UTR-
CUGFP-RRE trandiziete Zdlen jewels nach den mit UTR-huGFP-RRE trandizierten
Zdlen die beste GFP-Expression auf.

Das Phdomen, dass en Pasnid mit ener hoheren RNA-Enthapie schlechtere
Expressonswerte aufzeigt, wird hier neben dem bereits ewédhnten huGFP- (-69,6
kka/mal) und cuGFP- (-74,4 kka/mol) Paar auch zwischen hivGFP (-18,1 kka/mal) und
DsdGFP (-28,3 kka/moal) deutlich. Die Differenz der Enthapiewerte liegt dabel sogar tber
zehn kkad/mol. Die FACS-Andysn tradizierter Zdlen snd hier im Einklang mit den
jeweiligen Northern Blots bzw. Huorimeter-Daten. Desweiteren verdeutlicht die FACS-
Andyse die Rev-Abhdngigkeit der GFP-Expresson der Plasmide UTR-(hiv, Dsd, €2,
e3)GFP-RRE.

Abbildung D.-22. gdlt die Ergebnisse der FACS-Andyse in Beziehung zu der RNA-
Enthapie, desweteren zegt Se die Gegenlberstdlung der Enthadpie zum A/U-Gehdt der
Konstrukte.

Diese Dagdlung zeigt, dass mit geigendem G/C-Gehdt (= snkendem A/U-Gehdt) der
GFP-Plasmide in der Regd auch die RNA-Enthapie zunimmt. Abweichend davon reagiert
das huGFP-Kongrukt. Obwohl es den kleingen A/U-Gehdt hat, ist die RNA-Enthapie
sine Sequenz schlechter ds die von cuGFP (A/U-Differenz. ca 7%; Enthdpie-Differenz
4.8 kka/mol). Dennoch zeigt es die stérkste GFP-Expresson. Man kann vermuten, dass
die bessere GFP-Expresson des huGFP-Plasmids auf den in saeiner Nuklensauressquenz
liegenden optimaen Kodongebrauch zurlick geht. Desweteren zeigt dch hier, dass der
A/U-Gehdt der GFP-Plasmide nicht direkt mit ihrer RNA-Enthadpie korrdiert, sondern
nur tendenziell.

Die untere Abbildung be D.-22. zeigt den direkten Vergleich zwischen der RNA-
Enthdpie der GFP-Kongtrukte und den jewells nach Trandfektion erreichten FACS-Daten.
Hier ig ebenfdls ene dlgemeine Tendenz erkennbar: Je hoher die RNA-Enthdpie der
Plasmide, desto besser auch die GFP-Expresson. Ebenso gibt es aber Ausnahmen:
Vergleicht man die Kongrukte hivGFP mit DsdGFP bzw. huGFP mit cuGFP, s0 zeigen
hier jewels die Kongrukte mit der kleneren Enthdpie (hivGFP, huGFP) ene dérkere
Expresson. Auch dies ist ein Bewes dafir, dass die RNA-Enthapie der Konstrukte zwar
von ihrem A/U-Gendt bednflusst wird, die Stabilitdé der RNA und ene efolgreiche
Expression aber von weiteren Faktoren abhangig i
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bildung D.-22. Vergleich der RNA-Enthalpien, GFP-Expressionsraten (mit FACS bestimmt)
und A/U-Gehalt der GFP-Konstrukte. Die RNA-Enthalpien wurden mit Hilfe der Internetseite
http: //mww.genebee.msu.su anhand der dortigen Standar deinstellungen berechnet. Der Wert von
huGFP wurde dann fur dieinterne Sandardisierung auf 100% gesetzt. ImVergleichdazu sind die
jeweils erreichten GFP-Expressionsraten der GFP-Konstrukte aus den FACS-Analysen (unten)
angegeben bzw. der A/U-Gehalt der Konstrukte (oben). MW steht fir Mittelwert.

D.3.4. Zusammenfassung

In dem zweiten Teill der Doktorarbeit wurden unterschiedliche GFP-Konstrukte entworfen,
um den Einfluss der Spleilfdonorstellen bzw. des A/U-Gehdtes der Sequenz auf die GFP-
Expresson augtesten zu konnen. Grundlegend dafir waren jeweils die bereits hergestellten
hivGFP- bzw. huGFP-Kongrukte. Mit Hilfe der neu konzipieten GFP-Konstrukte sollte
der Expressonsunterschied zwischen hivGFP und huGFP (niedrige, hohe Expression — Rev-
abhangige, Rev-unabhangige Expression) ergrindet werden.

In Tabelle D.-23. snd die Ergebnisse nach Transfektion mit den GFP-Konstrukten unter
dem Einflusscis- und trans-aktiver Elemente schematisch wiedergegeben.

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass die geringe GFP-Expresson nach Trandfektion mit
hivGFP gegeniber mit huGFP trandizieten Zdlen nicht auf den hohen A/U-Gehat der
Sequenz zuriickzuftihren ist. Ware der A/U-Gehdt die Ursache dafir, so hédte man nach
Trandfektion mit (e1l-e3)GFP enen sufenweisen Andieg (von el- Uber €2- zu e3GFP) der
GFP-Expresson beobachten missen. Dies war aber nicht der Fal. Bel der Herstdllung von
DsdGFP wurde versucht, - sowet wie moglich - dle ,normden” und ,kryptischen”
Spleilidonoren (SD) innerhalb der hivGFP-Sequenz zu zerstéren. Das Problem daba war
dlerdings, dass dch en  kryptische® SD dadurch auszeichnet, dass lediglich ene
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Ubereingimmung von 5/9 Nukleotiden zur normaen Sequenz  ausreicht, um  ds
Spleifdonor von den Splef¥aktoren erkannt zu werden. Gleichzdtig sollte der A/U-Gehdt
des GFP-Plasmides so gering wie moglich variiet werden. Deswveiteren beanflusst auch
die die SpleRstelle umgebende Sequenz, wie gut diese von den Splel¥aktoren erkannt
wird. (Im Anhang (F.6.) befindet sich eine Tabdle, die eénen Uberblick Uber die Anzahl
und Art der Spleiligtelenin huGFP, hivGFP und DsdGFP gibt.) Unter der Annahme, dass
in DsdGFP nahezu dle ,kryptischen* SD’s weitestgehend efolgreich ddetiert wurden,
kann man sagen, dass auch die SD’s nicht fur die schlechte Expresson von hivGFP
verantwortlich sain konnen. Wére dies der Fall, so hdtte UTR-DsdGFP-RRE Rev-
unabhangig exprimiert werden missen. Vergleicht man die Ergebnisse der Transfektion
mit den Kongtrukten (GFP, UTR-GFP-RRE, UTR-GFP-RRE + Rev) von e3GFP mit denen
von cuGFP, s0 erkennt man wesentliche Unterschiede. e3GFP-trandizierte Zelen haben
trotz htherem G/C-Gehdt von e3GFP ene schlechtere GFP-Expresson ds cuGFP-
trandizierte Zdlen. Der Grund dafir kénnte in der zugrundeliegenden RNA-Enthadpie der
GFP-Konstrukte €3GFP: -64,2 kka/mol; cuGFP: -74,4 kka/mal) liegen. Anderersats ist
die GFP-Expresson mit UTR-cuGFP-RRE trandizierte Zelen Rev-unabhdngig, wéhrend
de mit UTRe3GFP-RRE trandiziete Zdlen das HI-virde Regulaorprotein bendtigen.
Die GFP-Plasmide snd dabe jewels von enem anderen Ausgangskonstrukt konstruiert
worden. e3GFP ausgehend von hivGFP, indem der G/C-Gehdt der Sequenz - ohne
Berlickschtigung der Kodonwahl - erhoht wurde, cuGFP dagegen von huGFP, indem der
G/C-Gehdt - unter Bertickgchtigung der humanen Kodon,Usage® - gesenkt wurde.
Insofern konnte der dramatische Unterschied im Expressonsverhdten beider Plasmide in
der jewdls zugrunddiegenden - wenn auch veranderten - Kodonwahl liegen. Die cuGFP-
Sequenz kommt am né&chgen an den Kodongebrauch von huGFP heran, deshab zeigen
auch cuGFP-trandiziete Zdlen - nach huGFP-trandiziete Zdlen - die beste GFP-
Expresson.
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Abbildung D.-23. Schematische Gesamtdarstellung der Ergebnisse nach Transfektion mit den
GFP-Konstrukten unter dem Einfluss cis- und trans-aktiver Elemente. Die Tendenzen der
Resultate der GFP-Expression sind in Form von Balkendiagrammen (,, schlechte” , ,, gute*, ,, sehr
gute Expression) wiedergegeben, die vom Northern Blot (nukleére/ zytoplasmatische Fraktion)
als Bandenschema. Zytopl. = Zytoplasma.
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D.4. Teilkonzept I11: Bedeutung des Kodongebrauchs fur die
zeitlich regulierte Genexpression im Rahmen der

Replikation von chimaren HI-Proviren

In diesem letzten Abschnitt sollte der Einfluss des HI-virden Kodongebrauchs auf die
zattlich regulierte Genexpresson wéahrend der HIV Replikation untersucht werden.

Hintergrund: In der vorausgegangenen Doktorarbeit von Marcus Graf (,Untersuchungen iiber
das Zusammenspiel von cis-aktiven Sequenzen und viralen transaktiven Proteinen bei der Expression spéater
HIV-1 Genprodukte: Grundlage zur Entwicklung sicherer und effektiver Vektoren zur DNA-Vakzinierung
und lentiviralen Gentherapie®, 2000) wurde ausgehend von pHX10 en chimées proviraes
Konstrukt (HXsyngagpol, kurz: HXsyn) hergestellt, dessen Gag/Pol-Leserahmen an die
Kodonwahl von hochexprimierten Saugetiergenen angepa® wurde, ohne jedoch (i)
Soleillgdlen (innerhdb des 5-LTR sowie die Spleilfgdlen fur vif am 3-Ende des pol-
Gens), (ii) die fir den Leseragtersprung zwischen gag und pol notwendige ,,dippery sitée
und (iii) die Verpackungssequenz y zu zerstOren. In ersten Transfektionsexperimenten
konnte gezeigt werden, dass die p24“*-Expression des HXsyn-Plasmides im Vergleich zum
Wildtyp stark abnahm. Fihrte man die Transfektion dlerdings in Gegenwart des Tat-
Proteins (anhand Hela-Tat-Zdlen) durch, konnte die Expresson von p24“* zum Tell
wiederhergestellt werden. Diese ersen Experimente im provirden Kontext decken sch mit
der Annahme, dass die Kernretention spéater Transkripte sowohl auf die Kodonwahl ds
auch auf ineffizientes Spleffen zurlckzufihren i, Die beobachtete unterschiedliche
p24°A/Pr55%%9. Expression deutet - trotz der vorhandenen ineffizienten Spleifgtellen - auf
enen sofortigen Kernexport des ungesplefden Primértranskriptes nach Trandfektion mit
HXsyn hin. Dies wirde zur Folge haben, dass keine regulatorisch wirksamen frilhen
Proteine (Tat, Rev, Nef) mehr gebildet werden kdnnen. Insbesondere das Fehlen des Tat-
Proteins wirkt sch negativ auf die virde Genexpresson aus, da eine Tat-vermittdte
Transaktivieeung des provirden Promoters ausbleibt. In Zdlen, die Ta konditutiv
hergelen, konnte deshab die Represson der virden Genexpresson tellweise Uberwunden
werden.

Deshdb olite - zusitzlich baserend auf den Ergebnissen der chimé&en gag-
Reporterkonstrukte - im provirden Umfeld die Bedeutung der AT-reichen Sequenz im
Leserahmen von gag und pol untersucht werden.

[_u_l_l tat . nef
rey = |:|

gag | pol [[ vpr _
[LTR]T} : 5 o 8 LTR
]
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Abbildung D.-24. Schematische Darstellung des HXsyngagpol (= HXsyn)-Konstruktes. HXsyn
wurde von Marcus Graf wahrend seiner Doktorarbeit angefertigt (RIMMH, 2000). Der
kodonoptimierte Sequenzbereich ist grau hinterlegt.
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D.4.1. Herstellung der chimaren HI-Proviruskonstrukte

In Andogie zu den unter D.21.1. vorgestdlten chiméen gag-Konstrukten, wurden drei
chimére Proviren erzeugt, in denen bestimmte Sequenzbereiche innerhdb von gag an die
Kodonwahl von hochexpremierenden Saugetiergenen angepad wurden. Die synthetischen
Sequenzen wurden mittels PCR aus dem syngag-Plaamid amplifiziet (Primersequenz
dehe Maerid). Die erzeugten PCR-Fragmente wurden nach geeignetem Verdau Uber die
entstandenen sticky ends in den - mit demsdben Enzymen geschnittenen - plin8p55D4
Vektor (Ralf Wagner, Doktorarbalt, 1992) ligiert.

Betrachtet man die Abfolge der singuléren Schnittstellen im HX10-Provirus, o ergibt sich
auxgehend vom ATG-Kodon (112 bp) von gag folgende Rehenfolge (die Basen-
paarnummerierung bezieht sich auf die kodierende Sequenz und damit auf den BH10 Klon): Cla | (154 bp)
- el (830bp) - Apal (1333bp) -, dippery site’ - Bcl | (1788 bp).

Die Daten von Cui et al. weisen dlerdings darauf hin, dass fir eine sichere Verpackung
der Hi-virden RNA auch die ersen 255 nt innerhab des gag-Leserahmens notwendig sind
(Cui et al., 1999). Damit erschien es uns notwendig, den Bereich zwischen 154 bp und 830
bp von HX10 auf das Einfigen moglicher weterer sSngulrer  Schnittsdlen  zu
untersuchen. Da maglichs frih am 5-Ende die Chimé&iserung beginnen solite, wurde die
Nsp V-Schnittstelle an Podtion 337 bp ausgewdhlt. Diese Schnittstelle wurde in den
plin8p55D4 Vektor anhand ,site-directed® Mutagenese engefligt (,plingp55D4 + Nsp V)
(Mutagenessprimer  Sehe Materid). Damit danden uns folgende Schnittselen fur die
Hergdlung der chiméen Proviren zur Verfigung: Cla | (154 bp) - Nsp V (337 bp) - Spe |
(830 bp) - Apa | (1333 bp) und Bcl | (1788 bp).

Aus dieser Rehenfolge lassen sch die Primerpaare fur die dré entworfenen chiméren
Proviren ableiten. Die Namensgebung ,HXsynCla-Spe”, ,HXsynNsp-Spe* und ,HXsynSpe-
Apa“ bezieht dch dabel auf den Bereich zwischen den Schnittstiellen, der die kodon
adaptiete  Sequenz  beinhdtet. Die Kondrukte wurden mit folgenden Primerpaaren
hergestdlt, wobel for den forward-, rev den revers-Primer bezeichnet; - die chiméren
Proviruskongtrukte snd untergrichen: HXsynCla-Spe: Cla-for / Spe-rev, HXsynNsp-Spe:
Nsp-for / Spe-rev, HXsynSpe-Apa: Spe-for / Apa-rev.

Alle Klonierungen wurden durch Sequenzierungen Uberprift (Sequenzierprimer Sehe
Materid). Die so gewonnenen plin8p55D4 / + Nsp V — chiméden provirden Plasmide
wurden zuletizt mit Cla | und Bcl | verdaut und - nach Auftrennung Uber ein Agarose-Ge
und Reinigung Uber Qiagen-Saulchen - Uber diese Schnittstellen in pHX 10 kloniert.

Fur die folgenden Studien wurde die provirde DNA in GM2163 Bakterien transformiert.
Daraus isoliete DNA wurde dann mittdds Redriktionsverdau mit dem Enzym Hind IlI
charakterigert und nochmals sequenziert (Sequenzierprimer sehe Materid).

Im Nachfolgenden werden die pHX10-HXsyn(Cla-Spe-, Nsp-Spe-, Spe-Apa)-Plasmide
dem kodonmodifizieten gag-Gen entsprechend mit HXsyn(Cla-Spe, Nsp-Spe, Spe-Apa)
abgekirzt. In Analogie zu dieser Schreibweise wird pHX10 als HX10 bezeichnet.

Be der nachfolgenden Schilderung der Ergebnisse werden die Proviren, die aus
HXsynCla-Spe-, HXsynNsp-Spe-, HXsynSpe-Apa-, HX10- und HXsyn-trandizierten Zdlen
gebildet werden, as Proviren ,HXsynCla-Spe, ,HXsynNsp-Spe”, ,,HXsynSpe-Apa“,
»HX10" und ,,HXsyn" bezeichnet.
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Abbildung D.-25. Schematische Darstellung der Konstruktion der chiméren Provirusplasmide
mit den ihnen zugrundeliegenden singuléren Schnittstellen. AlsMatrize der Klonierungen diente
hierbei das Provirusplasmid pHX10, welches die provirale Sequenz von BH10 (accession number:
M15654) mit den flankierenden LTR-Regionen des|solatesHXB2 enthalt (Ratner et al., 1987). Die
» Slippery site® zwischen gag und pol ist stark vergrofRert dargestellt.

D.4.2. Expression der chiméren HI-Proviren und Nachweis ihrer RNA
D.4.2.1. Protein-Expression der chimaren HI-Proviren

Zur genaugren  Charakteriserung der  chimaen  Proviruskondrukte  <ollte  ihr
Expressonsprofil mit dem mit HX10 trandizieten Zdlen verglichen werden. Dazu
wurden humane H1299-Zdlen trandent mit HXsynCla-Spe, HXsynNsp-Spe, HXsynSpe-
Apa, HX10 (ds Pogtivkontrolle), HXsyn und pcDNA (ds Negativkontrolle) trandfiziert.
Die Zdlen und Ubergtinde wurden jeweils nach 60 Stunden geerntet und in énem p24
Capture Assay-ELISA (nach Stoiber) ausgewertet. Desweiteren wurden die Zdllysate und
aus dem Uberstand Uber 20% Saccharosekissen angereicherte VLPs anhand HIV-
spezifischer Antikdrper im Western Blot andlysiert.

Waéhrend der sogenannten spéaten Phase der Replikation erfolgt be HIV-1 die Synthese der
Gag und Gag/Pol-Vorlauferproteine, die neben Env  zur Ausknospung unrefer
Viruspartikel  benttigt werden. Wéhrend der Maturation werden dann aus den Gag
Vorléuferproteinen die Matrix- (pl7), Capsd- (p24), Nucleocapsid- (p7) und Link- (p6)
Proteine herausgespaten. In einem ersten Versuch wurde deshdb die gag-Expresson der
chiméren provirden Kongtrukte andysert.
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p24-Konzentration im Zelllysat und Kulturiiberstand von transfizierten H1299-Zellen:
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Abbildung D.-26. p24-Konzentration im Zelllysat und Kulturtiber stand von H1299-Zellen nach
Transfektion mit proviralen DNA-Plasmiden. Am Vortag der Transfektion wurden die Zellen
ausgesét (1 x 10° Zellen pro Petrischale; 5 Petrischalen pro Konstrukt). Am nachsten Tag wurde
die Transfektion mit 30 ug Plasmid-DNA nach der CaHPO,-Methode durchgefiihrt. Nach 60
Stunden Inkubation wurden die Zellen schliefdlich geerntet und mit RIPA-Lysepuffer wieim
Methodenteil beschrieben aufgearbeitet. Jeweils 50 ml Kultur Gber stand wurde durch ein 20%
Sacchar osekissen sedimentiert und in 100 pl PBS (ohne bivalente 1onen) resuspendiert. Fur die
interne Standardisierung erfolgte die quantitative Proteinbestimmung des Zelllysates mit dem
Bradford-Protein-Assay nach Angaben des Herstellers. Der p24 Capture Assay ELISA (nach
Stoiber) wurde wieim Methodenteil beschrieben durchgefiihrt. Die Abbildung gibt den Mittelwert
mit Standar dabwei chung von sechs unabhéngig voneinander durchgefiihrten Transfektionenim
Vergleich zu der p24-Expression von HX10 (auf 100% gesetzt) wieder (jeweilsdrei verschiedene
DNA-Praparationen in zwei Transfektionen getestet) Die p24-Konzentration lag nach Transfektion
mit HX10 im Zelllysat bei rund 600 ng/ml, im Kultur tiberstand bei rund 20 ng/ml.

Die p24-Expresson wa nach Trandfektion mit HXsynNsp-Spe und HXsyn schwach (5
bzw. 13% zum Wildtyp Niveau) detektierbar. HXsynCla-Spe-trandizierte Zdlen zeigten
im Durchschnitt 20% der Expressonsstérke, die mit HX10 trandiziete Zdlen aufwiesen.
Dagegen erechte die p24-Expresson nach Trandfektion mit HXsynSpe-Apa bis zu 93%
vom Wildtyp Niveau. Die Sekretionsraten der trandfizieten Zdlen waen mit ihren
Expressonswerten vergleichbar. Dies 183 darauf schlief¥en, dass die nach Trandfektion mit
HXsynCla-Spe und HXsynSpe-Apa produzierten Pr55%%-Vorlauferproteine korrekt und
andog der Wildtyp-Situation prozessert und ds Virus-dhnliches Gag-Partikel  (virus-like
partikel, VLP) abgeschnirt werden. Nach Transfektion mit HXsynNsp-Spe und HXsyn
wird wenig Gag exprimiert, so dass ewartungsgemal dessen Sekretion im Uberstand nur
in geingen Mengen (3 bzw. 9% zum Wildtyp Niveau) nachzuweisen ist. Diese Daten
ollten auch mit Hilfe des monoklonden p24-Antikorpers (16/4/2) im Western Blot
Uberprift werden.
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Detektion des Pr55%¢-Proteins mit seinen Prozessierungsderivaten im Western Blot:
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Abbildung D.-27. Nachweis von HI-viralem Gag im Zelllysat und in den im Kulturiberstand
angereicherten VLPsnach Transfektion von H1299-Zellen. AmVortag der Transfektion wurden
die H1299-Zellen ausgesit (1 x 10° Zellen pro Petrischale; 5 Petrischalen pro Konstrukt). Am
nachsten Tag wurde die Transfektion mit 30 pg Plasmid-DNA nach der CaHPO,-Methode
durchgefiihrt. Nach 60 Stunden I nkubation wurden die Zellen schlief3lich geerntet und mit RIPA-
Lysepuffer wieim Methodenteil beschrieben aufgearbeitet. Jeweils 50 ml Kultur tiber stand wurde
durch ein 20%-iges Sacchar oseki ssen mittel s Ultrazentrifugation sedimentiert und in 100 pl PBS
(ohne bivalente lonen) resuspendiert. Die quantitative Proteinbestimmung des Zelllysates erfol gte
mit dem Bradfor d-Protein-Assay nach Angaben des Her stellers. Fur die SDS-PAGE wurden pro
Ansatz 150 pg Gesamtprotein bzw. 32 ul des mit VLPs anger eicherten Kultur Gber standes mit 5-
fach konzentriertem SDS-Probenpuffer versetzt, drei Minuten bei 95°C denaturiert und auf ein
12,5%-iges SDS-Gel aufgetragen. Fir die Western-Blot-Analyse wurden die Proteine auf
Nitrocellulosetransferiert. Die Detektion des Pr55%%-Proteins und seiner Prozessierungsderivate
erfolgte mit Hilfe des monoklonalen 16/4/2-Antikor pers und anschief3ende AP-Farber eaktion.

Dea Wesern Blot zeigt die Expresson (Zdllysat) und Sekretion (VLPs) von Pr55%% und
seinen Prozesserungderivaten (p4l: Polyprotein von pl7 + p24 bzw. p40: Polyprotein
durch Trandationsbeginn an gag interner IRES (lokadisert am 5 Ende von p24): p24 + pl
+ p7 + p2 + p6 bzw. prozessertes p24) aus H1299-Zdlen 60 Stunden nach Transfektion
mit provirder Pasmid-DNA. Die sakse Expresson konnte nach Transfektion mit
HXsynSpe-Apa und HX10 ezidt werden, dabe zeigen mit HXsynSpe-Apa trandfizierte
Zdlen dassHbe Prozesserungsmuster des Gag-Vorlauferproteins wie die mit Wildtyp-
HX10 trandfizierten Zdlen auf. Die Expressonraten von Gag nach Trandfektion mit
HXsynCla-Spe, HXsynNsp-Spe und HXsyn snd mitenander vergleichbar, aber im
Veagledch zu mit HX10 trandizieten Zdlen auf enem sehr geringen Niveau. Die
Prozesserung des nach Transfektion mit HXsynNsp-Spe und HXsyn produzierten Pr55%%-
Proteins schent dhnlich fehlerhaft zu sein, da be beden Trandektionen gleichermalien
p4l nachzuweisen, aber p24 kaum noch zu detektieren ist. Das Verhdltnis von Pr55%% zu
p24 entspricht nach Trandektion mit HXsynCla-Spe dem von HX10-trandfizieten Zdlen.
Allerdings i noch ene weltere dominante Bande zu erkennen, die auf Hohe von etwa 30
kDa lauft. Sie konnte ein Polyprotein von p24 mit pl und p7 représentieren. Interessant ist
auch, dass eine p41/p40 Doppelbande nur nach Transfektion mit HXsynSpe-Apa und HX10
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zu ekennen ig. Bea den anderen dreé Proviren ist dagegen im Wesern Blot nur
prozessiertes p41 nachzuweisen.

Im Uberstand ist Pr55% und p24 nur noch nach Trandfektion mit HXsynCla-Spe,
HXsynSpe-Apa und HX10 detektierbar. Das Verhdtnis von Pr55%% zu p24 liegt hierbe bel
mit HXsynSoe-Apa und HX10 trandfizieten Zdlen endeutig af der Sdte des
prozesserten p24. Nach Trandfektion mit HXsynCla-Spe is diee Rdation fast
ausgeglichen, was auf einen Prozesserungsfehler von Gag riickschliel2en 18(%.

Bemerkenswert ist weiter, dass der Western Blot, der die Expresson aus H1299-Zdlen 72
Sunden nach Trandfektion dargelt (nicht gezeigt), ba mit HXsynCla-Spe trandfizierten
Zdlen nicht mehr die etwa 30 kDa grof3e Bande zeigt.

Die Bindung der HI-Viren an ihre Zidzdlen efolgt durch eine spezifische Interaktion von
virdem gpl20 mit zdlul&em CD4. Deshdb wurde ebenfdls der Nachwes von Env nach
Trandektion von H1299-Zdlen mit chimé&en provirden Plasmiden im Zdllyst und im
Uberstand durchgefiihrt.

Detektion von Env im Western Blot:
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Abbildung D.-28. Nachweis von Hl-viralem Env im Zelllysat und in den im Kulturtberstand
angereicherten VLPsnach Transfektion von H1299-Zellen. AmVortag der Transfektion wurden
die H1299-Zellen ausgesat (1 x 10° Zellen pro Petrischale; 5 Petrischalen pro Konstrukt). Am
nachsten Tag wurde die Transfektion mit 30 ug Plasmid-DNA nach der CaHPO,-Methode
durchgefiihrt. Nach 60 Stunden I nkubation wurden die Zellen schliefdlich geerntet und mit RIPA-
Lysepuffer wieim Methodenteil beschrieben aufgearbeitet. Jeweils 50 ml Kultur Uber stand wurden
durch ein 20%-ige Saccharosekissen mittels Ultrazentrifugation sedimentiert und in 50 pl PBS
(ohne bivalente Ionen) resuspendiert. Die quantitative Proteinbestimmung des Zelllysates erfol gte
mit dem Bradford-Protein-Assay nach Angaben des Her stellers. Fir die SDS-PAGE wurden pro
Ansatz 150 pg Gesamtprotein bzw. 32 pl des mit VLPs anger eicherten Kultur Gber standes mit 5-
fach konzentriertem SDS-Probenpuffer versetzt, drei Minuten bei 95°C denaturiert und auf ein
10%-iges SDS-Gel aufgetragen. Fir die Western-Blot-Analyse wurden die Proteine auf

Nitrocellulose transferiert. Die Detektion des Env-Proteins (gpl20) erfolgte mit Hilfe des

monoklonalen Env-Antikor pers und anschief3ender AP-Farbereaktion.

Die Env-Expresson und -Sekretion war nach Trandfektion mit HXsynSpe-Apa und HX10
gech gak. Nach Transfektion mit HXsynCla-Spe gelang der Nachwels von gpl20 im
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Uberstand nur sehr schwach nach Anreicherung Uber ein Saccharosekissen (im WB mit AR
Farbung fast nicht detektierbar; bestdtigt anhand ECL-Féarbung - nicht dargestellt). Die Gag
Vorlauferproteine und Env-Proteine ordnen sch wahend der Replikation an  die
Plasmamembran an und interagieren miteinander, bevor es schliefdich zur Ausknospung
unreifer Viruspartikd kommt. Da mit HXsynCla-Spe trandfizierten Zdlen schon ene sehr
geinge Pr55%9-Sekretion  zeigten, liegt hier die Vermutung nahe, dass zu  wenig
Viruspatikd vorliegen, um effektiv Env nachweisen zu konnen. Nach Transfektion mit
HXsynNsp-Spe und HXsyn konnte keine Env-Expresson anhand des Western Blots
detektiert werden. Die mit diesen chimé&en Kondrukten trandizierten Zdlen zeigten
ebenfdls keine Gag-Partikd im Uberstand (Western Blot). Insofern ist es méglich, dass
hier Env bereits unterhab der Nachweisgrenze liegt.

Waéhrend der Maturation von HIV kommt es zur autokataytischen Spatung der Protease
aus dem Pol-Vorlauferprotein. Diese prozessiert dann neben den bereits erwdhnten Gag
Proteinen auch die von Pol, so dass es zur Freisetzung der Reversen Transkriptase (RT)
und Integrase kommt. Deshalb wurde ebenfalls der Nachweis der Reversen Transkriptase,
die zur reversen Transkription des virden enzddrangigegn RNA-Genoms in ene
doppelstrangige DNA notwendig ist, durchgefihrt.

Detektion der RT mit ihren zwei Untereinheiten p66 und p51 im Western Blot:
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Abbildung D.-29. Nachweis der HI-viralen RT im Zelllysat und in den im Kultur Giberstand
angereicherten VLPsnach Transfektion von H1299-Zellen. AmVortag der Transfektion wurden
die H1299-Zellen ausgesat (1 x 10° Zellen pro Petrischale; 5 Petrischalen pro Konstrukt). Am
nachsten Tag wurde die Transfektion mit 30 pg Plasmid-DNA nach der CaHPO,-Methode
durchgefiihrt. Nach 60 Stunden I nkubation wurden die Zellen schliefdlich geer ntet und mit RIPA-
Lysepuffer wieim Methodenteil beschrieben aufgearbeitet. Jeweils 50 ml Kultur tber stand wurde
durch ein 20%-iges Sacchar osekissen mittel s Ultrazentrifugation sedimentiert und in 50 pul PBS
(ohne bivalente Ionen) resuspendiert. Die quantitative Proteinbestimmung des Zelllysates erfol gte
mit dem Bradford-Protein-Assay nach Angaben des Her stellers. Fir die SDS-PAGE wurden pro
Ansatz 150 pg Gesamtprotein bzw. 32 pl des mit VLPs angereicherten Kultur tber standes mit 5-
fach konzentriertem SDS-Probenpuffer versetzt, drei Minuten bei 95°C denaturiert und auf ein
10%-iges SDS-Gel aufgetragen. Fur die Western-Blot-Analyse wurden die Proteine auf

Nitrocellulosetransferiert. Die Detektion des RT-Proteinsin Formvon p66 und p51 erfolgte mit
Hilfe des monoklonalen RT-Antikdrpers und anschieRender ECL-Far bereaktion.
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Die Detektion der Reversen Transkriptase ist nur im Uberstand von trandfizierten Zelen
maoglich, da se et wéhrend der Maturation der Viren gebildet wird. Die Detektion des
RT-Proteins in Form von p66 und p51 efolgte nach Trandfektion mit HXsynCla-Soe und
HXsynSpe-Apa wie ba mit Wildyp-HX10 trandiziete Zdlen. Deshdb wird vermutet,
dass auch die Proteese be diesen zwe chiméen Proviren norma funktionsfahig is. Ein
RT-Nachweis aus mit HXsynNsp-Spe und HXsyn trandfizierten Zdlen war schon aufgrund
der ser geringen Ausbildung der Gag-Patikd nicht zu ewarten, da man damit wohl
schon unterhalb der Nachwesgrenze fir die Reverse Transkriptase liegt. Deshadb kann fir
diese Proviren keine Aussage Uber ihre Prozessierung gemacht werden.

D.4.2.2. RNA-Enthalpie vom gag-Gen der HI-Proviren

Verglecht man die RNA-Enthdpien (dehe Grafik D.-30.) des gag-Gens der chiméren
Proviren untereinander und szt die von HX10 auf 100% (-251 kka/mol), so hat
HXsynCla-Spe einen gag-Enthapiewert von 148% (371,2 kka/mol), HXsynNsp-Spe einen
von 131% (-329,1 kka/mol), HXsynSpe-Apa enen von 130% (-325,7 kka/mol) und
HXsyn einen von 185% (464 kka/mal). Sdlt man die Prozentwerte den jeweils erreichten
p24- Sekretionskonzentrationen der chiméren Proviren gegenlber, zeigt es sch, dass die
Stabilitdt der gag-RNA-Sekundarstruktur keinen Einfluss auf die p24-Expressionsrate
wahrend der zatlich regulieten HIV-Replikation hat. Dies welld daraufhin, dass neben
cisaktiven RNA Elementen auch trans-aktive Faktoren an der Rev/RRE-abhangigen
Expresson beteiligt snd. Desweteren konnen Computerandysen keinen Zusammenhang
zwichen dem A/U-Gehdt der provirden gag-RNA und den jewelligen Expressonsraten
der Proviren aufzeigen (Sehe Grafik D.-30.). Trotz anndhernd gleichen A/U-Gehat des
gag-Gens der chimaen Proviren (HXsynCla-Spe: 46,0%, HXsynNsp-Spe:  48,8%,
HXsynSpe-Apa: 48,8%) (Anmerkung: HX10: 559% A/U, HXsyn: 37,2% A/U) zeigen Se grole
Unterschiede in ihrer p24-Sekretion. Wie bereits beschrieben, erreichen mit HXsynCla-Spe
trandiziete Zdlen ca 20%, mit HXsynNsp-Spe trandfiziete Zelen ca 5% und mit
HXsynSpe-Apa trandfizierte Zdlen ca. 93% der p24-Expresson von mit HX10 trandfizierte
Zdlen.

371 -329  -326  -251 -464 Enthalpie [kkal/mol]
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Abbildung D.-30. Gegenuiberstellung der RNA-Enthalpien, der nach Transfektion erreichten
p24-Expressionsraten und des A/U-Gehaltes von gag innerhalb der chiméren
Proviruskonstrukte. Die RNA-Enthalpien wurden mit Hilfe der Internetseite
http://mww.genebee.msu.su anhand der dortigen Standar deinstellungen berechnet. ImVergleich
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dazu sind die nach Transfektion mit den chiméren Proviruskonstrukten jeweils erreichten p24-
Expressionraten aus dem Zell kultur Gber stand angegeben, wobei der Wert von HX10-trandfizerten
Zellen fur dieinterne Sandardisierung auf 100% gesetzt wurde. Desweiterenist in der Graphik
der A/U-Gehalt des gag-Genes angezeigt.

D.4.23. RNA-Verteilung nach Transfektion mit den chiméaren HI-
Proviruskonstrukte

Zur weteren Charakteriserung der chim&en Proviren solite ihre RNA-Vertelung mit
denen von mit HX10 trandfiziten Zdlen verglichen werden. Dazu wurden 293 T-Zedlen
trandent mit HXsynCla-Spe, HXsynNsp-Spe, HXsynJoe-Apa, HX10, HXsyn und UTR-
syngag-RRE (zur Kontrolle der Bindungseffizienz der ERR-Sonde) trandfiziert. Die Zellen
wurden jewells nach zwel, vier, sechs neun, zwdlf und 15 Stunden geerntet, die RNA
ioliet und in eine nukledre und 2zytoplasmatische Fraktion separiert. Anschlielfend
efolgte die Auswvetung der RNA im Northern Blot anhand Hybridiserung mit ener
radioaktiv markierten ERR-Sonde, die zur RRE Sequenz komplementdr ist. Um die RNA-
Préparationen vergleichen zu konnen, wurde die RNA in enem zweiten Auftrag mit ener
Sonde hybridisert, die spezifisch an die zdluldre b-Aktin-RNA bindet. Mit dem Nachweis
der b-Aktin-RNA kann man somit indirekt auf die Gesamt-RNA-Ausbeute schlief?en und
die erzidten Signde entsprechend normadisieren.

RNA-Verteilung sechs Sunden nach Transfektion:
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Abbildung D.-31. Northern Blot-Analyse nukleédrer und zytoplasmatischer RNA-Fraktionen
nach Transfektion von proviralen DNA-Plasmiden [Beschreibung siehe D.-32.].
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RNA-Verteilung zwdlf Sunden nach Transfektion:

LLl LLl
() o 12 ) @ &
g8 < s & &% g
& B @ S & g g S
o z & S 0 z & S
[ c [ < 5’ [= [ c < 5‘
R AR R AR A= A -
X X X X X FF X X X X X I
I T T T T D I T T T T DO
-'"P-"—' W e +_~9kb
> - - “— ~4kb
ERR-Sonde - ’ . «— ~2kb
3
b-Aktin-
Sonde 1 o . --m
Kern-Fraktion Zytoplasma-Fraktion
Abbildung D.-32.
Kern-Fraktion Zytoplasma-Fraktion

cla | Np | spe | Hx10 [Hxsn| cla | N | spe | HX10 | HXsyn

,counts® x mm?

ungespl. 43273 | 24968 | 92675 [ 143279 | 100017 || 8934 9917 73603 [ 94453 | 77344

einfach 20491 | 16690 | 83682 | 185658 | 36563 || 13789 | 17141 | 171103 | 319394 | 43714

mehrfach | 13436 8287 31355 | 58818 | 22401 7654 8366 65103 [ 120007 | 31069

b-Aktin | 183863 | 175822 | 186261 | 201258 | 298702 || 598916 | 543817 | 873574 | 711506 | 809883

,counts* xmm? - standardisiert zur b-Aktin-Sonde
(bezogen zum Wert der b-Aktin-RNA ausHX10-transfizierten Zellen)

ungespl. | 47367 | 28580 | 100137 | 143279 | 67389 || 10613 | 12975 | 59948 | 94453 | 67949

einfach 22430 | 19105 | 90420 | 185658 | 24635 || 16381 | 22427 | 139359 | 319394 | 38404

mehrfach [ 14707 | 9486 33880 | 58818 | 15093 9093 10946 | 53025 | 129007 | 27295

prozentuelles Verhaltnisder RNA-Typen
quantifiziert zur jeweiligen RNA-Fraktion ausHX10-transfizierten Zellen

ungespl. 33,06 19,95 69,89 | 100,00 | 47,03 11,24 13,74 6347 | 10000 | 71,94

einfach 12,08 10,29 48,70 | 100,00 | 1327 513 7,02 43,63 [ 100,00 | 12,02

mehrfach | 25,00 16,13 5760 | 10000 [ 2566 7,05 848 41,10 | 100,00 | 21,16

Verhéltnisder drei RNA-Typen einer Fraktion zueinander
(ausgehend von der ungespleiRten RNA - berechnet mit den absoluten ,, counts* x mm?)
(- die Wildtypsituation ist fettgedruckt dargestellt -)

ungespl. 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

einfach 047 0,67 0,90 1,30 037 154 1,73 2,32 3,38 057

mehrfach 0,31 0,33 034 0,41 0,22 0,86 084 0,88 1,37 0,40

Tabelle D.-33.

Abbildung D.-32 und Tabelle D.-33:

D.-32. Northern Blot Analyse nukledrer und zytoplasmatischer RNA-Fraktionen nach
Transfektion von proviralen DNA-Plasmiden. Am Vortag der Transfektion wurden die 293 T-
Zellen ausgesat (2 x 10° Zellen pro Petrischale; pro Konstrukt und Zeitpunkt der Ernte eine
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Petrischale). Am nachsten Tag wurde mit 30 pg Plasmid-DNA nach der CaHPO,-Methode
transfiziert. Nach zwei, vier, sechs, neun, zwolf und 15 Stunden Inkubation wurden die Zellen
geerntet und die RNA wieim Methodenteil beschrieben isoliert und analysiert. Dabei wurden aus
den Fraktionen jeweils 10 pg Gesamt-RNA eingesetzt.

Tabelle D.-33. Quantitative Auswertung der RNA-Verteilung zwolf Stunden nach Transfektion
mit proviraler DNA. Angegeben sind jeweils die absolut im sog. ,, Phosphor-Imager” gezahlten
»counts*, die , counts® nach Standardisierung zur b-Aktin-Sonde, der prozentuale Bezug
guantifiziert zumjeweiligen Wert von mit HX10 transfizierten Zellen, als auch die RNA-Vertalung
der drei HlI-viralen RNAs nach Transfektion mit der proviralen Plasmid-DNA. Folgende
Abkirzungen wurden verwendet: Cla - HXsynCla-Spe, Nsp - HXsynNsp-Spe, Soe- HXsynSpe-Apa,
ungespl. - ungespleildte RNA (ca. 9 kb), einfach - einfach gespleif3te RNA (ca. 4 kb), mehrfach -
mehrfach gespleilite RNA (ca. 2 kb).

Im Northern Blot konnte zwel bzw. vier Stunden nach Transfektion aus keinen Zdlen ene
RRE-spezifische RNA nachgewiesen werden. Zu diesen Zetpunkten war nur die b-Aktin-
RNA detektierbar (nicht dargestellt). RNA aus mit UTR-syngag-RRE trandfizierten Zdlen,
welche zur Kontrolle der Bindungseffizienz der RNA-Sonde diente, ergab erst zum dritten
Zeitpunkt der Ernte (sechs Stunden) ein postives RRE-Sgnd. In sdber Weise gdang der
Nachweis neun Stunden nach Transfektion (nicht dargestdlt). RRE-spezifische RNA
konnte nach Trandektion mit den provirden Plasmiden es zwdlf Stunden nach dem
Einbringen der DNA detektiert werden. Dabei gelang jewells nach Trandfektion mit dlen
provirden Plasmiden der Nachweis der ungespleif¥en (ca 9 kb), einfach (ca 4 kb) und
mehrfach (ca 2 kb) gepleilden virden RNA, telweise dlerdings in sehr niedrigen
Konzentrationen (siehe Tabelle D.-33. - ausgedriickt in ,counts’ x mn).

(Der Nachweis der mehrfach gespleiften RNA (Rev, Tat) gelang deshalb mit der ERR-Sonde (RRE ist
eigentlich nur im viralen Genom und in den mRNAs von Gag, Pol, Env, Vif, Vpr und Vpu vorhanden), da
die Sequenz von Rev und Tat mit der der RRE-Sonde Uberl appt war.)

Die nuklegre RNA-Vetdlung lag nur ba mit HX10 trandizierten Zdlen auf der Sate der
enfach geypleal¥en RNAs (Env, Vif, Vpr, Vpu), ba dlen anderen trandizieten Zdlen
waren die ungespleien RNAs (Gag, Gag/Pol, RNA-Genom) mehr oder weniger
dominant. Im Zytoplasma waren dagegen nach Trandfektion mit HXsynSpe-Apa und HX10
endeutig die einfach gespleifl¥en RNAs vorherschend und weniger stark ausgeprégt nun
auch ba mit HXsynCla-Spe und HXsynNsp-Soe trandizieten Zdlen. Nur nach
Trandektion mit HXsyn lag hier das RNA-Vehdtnis immer noch auf Sdten der
ungespleifen RNAs. Der Northern Blot, der schlieldich mit der letzten RNA-Ernte (15
Stunden) durchgefihrt wurde, zeigt densdben Nachwels wie der “12-Stunden-Blot” (nicht
dargesdlt).

Wie bereits erwéhnt, werden in der frihen Phase der Transkription von HIV-1 mehrfach
gesplefde RNAs generiet und damit zunéchst ausschliefdich mehrfach gesplelf¥e virde
RNA-Transkripte aus dem Zelkern in das Zytoplasma trangportiert. Im dargestdlten
Northern Blot sind aber bereits be der Wildtyp-Kontrolle dle drei RNA-Typen von HIV-1
detektierbar. Damit konnte der Unterschied zwischen der frihen Synthese mehrfach
gepleflder mRNAs und der gspdten Synthese einfach gesplefder bzw. ungesplefder
MRNAs im Northern Blot zwar nicht dargestellt werden, dennoch zeigt sch ein deutlicher
Unterschied zwischen den jeweils dominanten RNA-Spezies be den Proviren. Nur nach
Trandektion mit HXsynSpe-Apa und HX10 Uberwiegen im Zytoplasma eindeutig die
anfach gesplefden RNAs. Berlckschtigt man den Nachwes von b-Aktin, der fir die
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Kernfraktion deutlich schwécher it ads be den Proben aus dem Zytoplasma, so kann
weiter gesagt werden, dass be mit HXsynCla-Spe und HXsynNsp-Spe trandizierten Zdlen
kein effektiver Export der virden RNA dattfindet. Dies erkennt man auch be der
tabdlarischen Aufgelung an den rund bis zur Hdafte geringeren prozentuden Werten der
RNAs im Zytoplasma - bezogen auf mit HX10 trandizieten Zdlen - gegenlber den im
Kern erechten. Dagegen werden die RNAs nach Trandfektion mit HXsyn in das
Zytoplasma trangportiert, so dass das Verhdtnis diessr RNAs zum Wildtyp im Kern und
Zytoplasma gleich bleibt. Darlber hinaus scheint die ungespleiffe RNA von mit HXsyn
trandfizierten Zdlen sogar effizienter exportiert zu werden ds seine enfach bzw. mehrfach
gesoleilden RNAS, da hier das Verhdtnis zum Wildtyp gegentiber dem nuklegren Wert um
ca 25% gedtiegen ist. Das Verhdtnis der Stérke der RRE-RNA-Banden nach Transfektion
mit HXsynSpe-Apa und HX10 is im Ken ds auch im Zytoplasma gleich, wenn auch die
der HXsynSpe-Apa-trandfizierten Zdlen immer schwécher snd ds die des Wildtyps. Damit
sollte der Unterschied in der Protein-Expresson der chiméaen Proviren auf RNA-Ebene
zurlckzufihren  sain.  Inwiewelt Kern-Degradierung, desolate Transkription, ineffektiver
Export oder zytoplasmetischer Abbau dafir verantwortlich sind, steht zur Diskussion.

D.4.3. Infektiositat der chimaren HI-Proviren

Zur weiteren Charekterisgerung der chiméen Proviren ollte ihre Infektiostéd mit dem
Wildtyp verglichen werden. Dazu wurden folgende zwel Versuche durchgefihrt:

MAGI(multinuclear activation of galactosidase indicator)-Assay:

Hier efolgt der indirekte Nachwels der Ta-Expresson nach Infektion mit Provirus-
Ubersand mit Hilfe der Indikatorzdllinie HelLa-LTR-b-Gd. Die CD4" Hela-Zdllinie
trégt en in das Genom der Zedle integrierte Kopie des b-Galaktosdase Gens unter der
Kontrolle des HI-virden LTR-Promoters, der zunéchgt inektiv ist. Nach erfolgreicher
Infektion der Zdle durch die nach Trandfektion freigesetzten Proviren wird as enes der
ersten Genprodukte von HIV das Regulatorprotein Tat produziert. Dadurch wird der LTR-
Promoter aktiviert und die b-Gaaktosdase produziert. Die b-Gaaktosdase tréagt zudem
ene atifizidle Kernlokaiserungssequenz, so dass nach Zugabe ener Subdratlosung die
b-Gdaktoddase exprimierenden und somit  infizieten Zdlen an  e@ne  intendven
Blauférbung der Zdlkerne zu erkennen sind.

Titration des Provirus-Uberstandes mit CEM-Zellen:

Der eareichte Viruditer im Ubestand von transfizieten H1299-Zelen wurde dadurch
bestimmt, dass CEM-Zdlen damit infiziet wurden. Dafir wurde ene seridle Verdinnung
von Zdlkulturibergand im zehnfachen Anstz auif CEM-Zelen gegeben. Nach
sebentdgiger Inkubation wurde der Zdlkulturibersand abgenommen und in enem p24
Capture Assay-ELISA (nach Stoiber) ausgetestet. Der reziproke Wert der Verdinnung,
wobel in der Hafte von zehn Ansdizen ene Virugeplikation nachweisbar war, ergab den
Virudtiter ausgedriickt as Dosis, bel der 50% der Gewebekultur infiziert wurden.
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Fur beide Vesuche wurden humane H1299-Zdlen trandent mit HXsynCla-Soe,
HXsynNsp-Spe, HXsynSpe-Apa, HX10 (ds Postivkontrolle), HXsyn und pcDNA (as
Negativkontrolle) trandfiziet. Die Uberstéande wurden jeweils nach 60 bis 72 Stunden
geerntet und auf die jeweligen Zdlen gegeben und inkubiert. Hierbe wurde mit ener
Vedinnungsreihe gearbeitet. Nach der entsprechenden Kultivierung wurden die Proben
shliefdich wie im Methodenteil erlautert andysert. Zur internen Standardiserung wurde
die Konzentration des p24-Capsid-Antigens im Kulturibersand der H1299-Zdlen in
enem p24 Capture Assay-ELISA (nach Stoiber) bestimmt und bel der Auswertung der
Daten berlicksichtigt.

Ergebnis: ,,MAGI“-Assay:
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Abbildung D.-34. , MAGI*“ -Assay. AmVortag der Transfektion wurden die H1299-Zdlen ausgesit
(1 x 10° Zellen pro Petrischale; 5 Petrischalen pro Konstrukt). Am néchsten Tag wurde die
Transfektion mit 30 ug Plasmid-DNA nach der CaHPO,-Methode durchgefiihrt. Nach 60 bis 72
Stunden Inkubation wurde der Zellkultur Giber stand geerntet auf die,, MAGI* -Zdlen gegeben (2x
10" Zellen pro 48-Wellplatte; pro Verdinnung drei Ansétze). Hierbei wurde eine Verdiinnungs-
reihe erstellt. Nach funftagiger Inkubation wurde der , MAGI* -Assay wie im Methodenteil

erlautert durchgefiihrt.. Zur internen Standar disierung wur de ebenfal | s die p24-Konzentrationim
ZellkulturUberstand der H1299-Zellen bertcksichtigt. Die Grafik gibt das Ergebnis aus drei

unabhéangig voneinander durchgefiihrten ,, MAGI* -Assays wieder.

Mit dem Uberstand von H1299-Zdlen nach Transfektion mit HXsynCla-Spe, HXsynNsp-
Soe und HXsyn konnte bel keiner Verdinnung ene Blaufabung der ,MAGI*-Zdlen nach
Zugabe der Subdralosung erecht werden. Nur der  Zdlkulturlbersand der mit
HXsynSoe-Apa bzw. HX10 trandfizieten H1299-Zdlen fihrte bae der Auswertung zu
Blauverférbungen der Indikator-Zdlen. Dabel wurde die Anzahl der jewels ermittelten
blauen Zdlen auf die p24-Konzentration im eingesetzten Uberstand bezogen (infizierte
Zdlen pro 100 ng p24). Nach Inkubation des unverdinnten Uberstands der HXsynSpe-
Apa-trandfizierten Zdlen war die Anzahl der blau gefabten ,MAGI*-Zdlen um rund en
Funfte (Mittelwert: 4,72; Standardabweichung: 1,37) geringer as bel der Pogtivkontrolle ¢1x10).
Mit der 1 zu 1 - Vedinnung lag der Faktor zwischen beiden HI-Proviren bereits zum Tel
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Uber 30 (Mittelwert: 23,26; Standardabweichung: 8,45). Dieser Unterschied konnte dadurch eklart
werden, dass sch nach Trandfektion mit HX10 im unverdinnten Ubersand zu vide
infektiose HIV-1-Patike gebildet haben, die aufgrund ihres hohen Virulenzverhdtens
warend der funftégigen Inkubationszeit nach Infizierung schlieflich zum Abgterben der
Indikator-Zdlen fihrten. Damit lagen be dea Pogtivkontrolle weniger Zdlen zum
Auszdhlen vor, ds bem Versuchsansaiz mit dem Provirus ,HXsynSpe-Apa“, was enen
kleineren Unterschied im Infektiogtésfaktor ergibt. Die Auswertung der ,MAGI“-Assays
zeigt somit, dass neben dem Wildtyp nur die Viren, die vom chiméen provirden
Konstrukt HXsynSpe-Apa gebildet werden, infektios sind.

Dieses Ergebnis sollte durch Infizierung von Lymphozyten - ebenfdls mit  Zdlkultur-
Uberstand nach Transfektion - bestdtigt werden. Gleichzetig sollte anhand ener seridlen
Virusstockverdiinnung der jeweilige Virugtiter bestimmt werden.

Ergebnis: Virustitration
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Abbildung D.-35. Virustitration: AmVortag der Transfektion wurden die H1299-Zellen ausgesat
(1 x 10° Zellen pro Petrischale; 5 Petrischalen pro Konstrukt). Am néchsten Tag wurde die
Transfektion mit 30 pg Plasmid-DNA nach der CaHPO,-Methode durchgefiihrt. Nach 60 Stunden
Inkubation wurde der ZellkulturUber stand geerntet und in einer seriellen Verdinnung auf die
CEM-Zellen gegeben (2 x 10* Zellen pro 48-Wellplatte; pro Verdinnung zehn Ansétze). Nach
siebentégiger Inkubation wurde der Zellkulturtiber stand von den CEM -Zdlenabgenommenundin
einem p24 Capture Assay ELISA (nach Stoiber) ausgetestet (néhere Beschreibung siehe
Methodenteil). Zur internen Standardisierung wurde ebenfalls die p24-Konzentration im
Zellkultur Uber stand der H1299-Zellen ber ticksichtigt. Die Grafik gibt den von vier unabhéngig
durchgefiihrten Titrationen maximal erreichten Titer sowie das Verhdltnis der Virus-Titer
gegeniber zum Wildtyp an.
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Die Viruditration erbrachte fir die chiméen Proviren folgende infektidsen Einheten unter
Berlickschtigung der p24-Konzentration im  Zdlkulturlbersand der H1299-Zdlen:
»HXsynCla-Se”: 250, ,HXsynNsp-Spe’: 50 (drei md 0), ,,HXsynSpe-Apa“: 1000,
»HX10“: 100000 und ,HXsyn“: 100. Anders as beim ,MAGI*“-Assay konnte hier fur die
Proviren ,HXsynCla-Spe*, , HXsynNsp-Spe und , HXsyn* p24 im Uberstand der CEM-
Zdlen detektiert werden. Allerdings besteht keine Moglichkeit zwischen von H1299- und
CEM-Zdlen sezernietem p24 zu unterscheiden. Insofern kann  nicht  ausgeschlossen
werden, dass beim ELISA fir die Titrationsandyse sezerniertes p24 aus den H1299-Zdlen
nachgewiesen wurde. Deshdb wurde in e@nem zusdtzlichen Titrationsversuch die p24-
Konzentration aus lysierten CEM-Zdlen datt aus dem Uberstand bestimmt. Dabei ergaben
gch folgende Virus-Titer: ,,HXsynCla-Spe®: 100, ,HXsynNsp-Spoe®: 0O, ,,HXsynSpe-Apa“:
500, ,HX10*: 100000 und ,HXsyn"“: 100. Diese Werte sind entweder Uberhaupt nicht oder
nur um 50% niedriger ds die zuvor bedimmten. Eine wetere Moglichket, den
Unterschied in der Infektiostét zu erkléren, ist der Einsaiz unterschiedlicher Zdlinien (und
somit verschiedener zelluldrer Faktoren). Desweiteren wurden die Lymphozyten langer mit dem
Kulturlberstand inkubiert (beim ,MAGI“-Assay wird der Virusiiberstand nur zwei Stunden auf die
Zellen gegeben und wird dann durch frisches Medium ersetzt) und lagen in ener hoheren Zdlzahl
Vor.

Bemerkenswert ist hierbei noch, dass die Unterschiede der Titer der chiméren Proviren
anndhernd der prozentuden Differenz zwischen ihrer p24-Expresson (Abbildung D.-26.)
entspricht.

D.4.4. Replikationsverhalten der chiméaren HI-Proviren
D.4.4.1. Replikationsverhalten der chimaren HI-Proviren im “Kurzzeitversuch”

Um die Replikationsféhigkeit der chiméden Proviren bestimmen zu kodnnen, wurden CEM-
Zdlen mit HXsynCla-Spe, HXsynNsp-Soe, HXsynSpe-Apa, HX10 (ds Pogtivkontrolle),
HXsyn oder pcDNA (ds Negativkontrolle) transfiziert und Uber einen Zeitraum von bis zu
30 Tagen kultiviert. Die Zdlen wurden jewels nach 48 Stunden 1 zu 1 gesplittet, wobe
gachzatig Zdlkulturlberstand fir den p24 Capture Assay-ELISA (nach Stoiber)
abgenommen wurde.

Abbildung D.-36. Replikationsverhalten. 7,5 x 10° CEM Zellen wurden mit je 1 pg der Plasmide
HXsynCla-Spe, HXsynNsp-Spe, HXsynSpe-Apa, HX10, HXsyn und pcDNA mittels FUGENE 6 nach
Angaben des Herstellerstransfiziert und tber einen Zeitraumvon 30 Tagen kultiviert. Die Zellen
wurden jeweilsnach 48 Stunden 1: 1 gesplittet, wobei gleichzeitig Zellkultur Gber stand fir den p24
Capture Assay-ELISA (nach Stoiber) abgenommen wurde. Dargestellt sind alle vier - voneinander
unabhéngig durchgefiihrten - Versuche (Dafr ,, HXsynCla-Spe" , ,, HXsynNsp-Spe und,, HXgyn'*

kei ne Replikation nachgewiesen wer den konnte, sind nur die Ergebnisseder Proviren,, HXsynSpe-
Apa* und , HX10" dargestellt.).
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Abbildung D.-36. Replikationsverhalten.

Fir die chiméen Proviren ,,HXsynCla-Soe", ,,HXsynNsp-Spe” und ,,HXsyn* konnte kein
Replikationsverhalten nachgewiesen werden, da zu keinem Zeitpunkt p24 detektiert wurde.
Da die Zdlen berets nach 48 Stunden zum erden Md gesplittet wurden, steht dieses
Ergebnis nicht im Widerspruch zur Titrationsandyse. Hier wurden  Kulturibersténde
engestzt, die est bis zu 72 Stunden nach der Trandfektion von H1299-Zdlen zum
Infizieren der CEM-Zdlen gearntet wurden und somit mehr sezerniertes p24 arreichen
konnten. Der HXsynSpe-Apa-Provirus zeigt gegeniber dem Wildtyp dets ene lecht
verzogerte Replikation (zwe bis vier Tage) mit ebenfdls reduzierten p24 Maximawerten
(ca. 60% von HX10-trandfizierten Zdlen).

D.4.42. Mutationen in der gag-Sequenz der chimaren HI-Proviren nach

Kultivierung im “Langzeitversuch”

Neben der Andyse der Replikationskingtik wurde auch das Replikationsverhdten der
chimaen  Provirus-Vaianten im  ,Langzat‘-Zdlkulturexperiment  verfolgt.  Eine
Segeung der Replikationsfahigket in Zdlkultur Uber die Zet <ollte mit ener
Angleichung der  RNA-Vetdlung und ener <thrittweisen Reverson der  im
K odongebrauch veranderten Sequenz hin zum Wildtyp fuhren.

Fur diese Replikationsstudie wurden MT4-Zdlen mit HXsynCla-Spe, HXsynNsp-Spe,
HXsynSpe-Apa, HX10 (ds Pogtivkontrolle), HXsyn oder pcDNA (als Negativkontrolle)
trandfiziert und Uber einen Zeitraum von drel Monaten kultiviert. Dabe wurde in der Regd
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dle 14 Tage die Lebendzellzehl durch Zugebe neuer Zdlen auf 7,5 x 10° eingestellt. Fiir
die Analyse des p24-Capsid-Antigens mit dem p24 Capture Assay-ELISA wurde dle zwel
bis dree Wochen Zdlkulturlberstand abgenommen. Gleichzeitig wurde pro Kondgrukt en
Aliquot an Zdlen zur spderen Isolierung der genomischen DNA engefroren. Infizierte
Zdlen tragen die HIV-Provirus-DNA integriert in ihrem Genom. Deshdb kann ene
Analyse dieser DNA dazu dienen, etwaige Mutationen im HIV-Provirus aufzufinden.

Die Gewinnung der genomischen DNA efolgte durch den QlAamp DNA Kit (QIAGEN,
Duren) nach Angaben des Hergtellers. Mittels PCR wurde daraus das provirde gag-Gen
amplifiziert (Primersequenz dehe Material). Der forward-Primer lag dabel vor der Cla I-
(innerhalb des UTR Bereiches), der revers-Primer hinter der Bcl |-Redtriktionsstelle, wobe
bekannt is, dass beide Schnittstdlen sngula im HIV-Provirus vorliegen und die gag-
Sequenz  enschliefen. Damit  konnte die amplifiziete DNA nach Verdau mit diesen
Enzymen Uber die entstandenen sticky ends in den - mit demsdben Enzymen geschnittenen
- plin8p55D4 Vektor ligiet werden. Zuletzt wurde das geschaffene Plasmid in GM2163
Bakterien trandformiert. Daraus isoliete  DNA wurde schlieldich zum  Sequenzieren
gegeben.

Um en extren verzogetes Replikationsverhdten be den Proviren ,,HXsynCla-Spe”,
»HXsynNsp-Se“ und ,HXsyn" auschlie?en zu kdnnen, welches durch die Versuchs-
durchfiibrung des sogenannten , Kurzzeit‘-Versuches (48-stiindiges Splitten der Zellen und damit
Ausverdinnung des Virusiiberstandes) hicht zu detektieren gewesen wdare, wurden im
sogenannten , Langzeit‘-Versuch®  in regedméldigen Abgtdnden die p24-Konzentrationen
aus dem Zdlkulturibersand bestimmt. p24 war dabel bel keinem diesr Proviren zu
irgendenem Zeitpunkt zu detektieren. Dies ig jetzt dlerdings im  Widerspruch  zur
Titrationsanadlyse. Eine mogliche Erkl&rung wéare die Eigenschaft der MT4-Zdlen, die Sch
zwar leichter ds die CEM-Zdlen infizieren, dafir im Gegensatz zu diesen schwerer
trandfizieren lassen (Erfahrungswert unserer  Arbeitsgruppe). Es wurde zwar  versucht,
sowohl den ,Kurzzeit- ds auch ,Langzet‘-Versuch mit beden Zdllinien durchzufihren,
- das Problem dabel war alerdings, dass abwechsend die MT4- oder die CEM-Zdlen
nict - fir Vesuchszwecke optima - zu kultivieren waren. Deshab wurde das
Replikationsverhdten nur in CEM-Zdlen andyset, wahrend die ,Langzet’-Sudie nur in
MT4-Zdlen durchgefihrt wurde.

Da nur aus den Vesuchsansdtze mit HXsynSpe-Apa und HX10 trandfizieten Zellen p24
nachzuwesen war, wurde nur aus diesen Zdlen genomische DNA isoliet und wie
beschrieben andysiert.

Fur die Zetpunkte zwe, drel, funf, acht und zehn Wochen nach Trandfektion wurden
jewals zehn Klone zum Sequenzieren gegeben. Die unterschiedliche Anzehl an den
Gesamtsequenzierungen ergab sich daraus, dass nicht dle Sequenzen auswertbar waren.
Die Mutationsate (berechnet wie im Paper von O'Nel et al., 2002) bezieht Sch auf die
Mutationen im anayserten Sequenzbereich zwischen der Redriktionsschnittstdlen Spe |
und Apa | (503 bp) und der Gesamtbasenpaaranzahl (503 bp x Anzahl der ausgewerteten
Klone) (dehe Abbildungen D.-37. bisD.-41.).
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Analyse der Sequenz zwischen Spel und Apa | HXsynSpe-Apa HX10

Anzahl der analysierten Sequenzen 5 10
Gesamtzahl der Klone ohne Mutationen 3 6
Gesamtzahl der Klone mit Mutationen 2 4
eine Mutation pro Klon 2 3

zwel Mutationen pro Klon - 1
Punktmutationen 2 3

Deletionen - 2 (jeweilsvonA)
Reversion zur Wildtyp-Sequenz 0

A®G - 2

Ce®T 1 -

T® C - 1

T® A 1 -

M utationsrate im Bereich von Spe | und Apa | 7952 x 10 994 x10*

Tabelle D.-37. Gesamtiibersicht Uber die Mutationen, -typen und -rate nach zweiwdchiger

Kultivierung.

Analyse der Sequenz zwischen Spel und Apa | HXsynSpe-Apa HX10

Anzahl der analysierten Sequenzen 7 10
Gesamtzahl der Klone ohne Mutationen 6 8
Gesamtzahl der Klone mit Mutationen 1 2
eine Mutation pro Klon 1 -

zwei Mutationen pro Klon - 2
Punktmutationen 1 3

Deletionen - 1(vonC)
Reversion zur Wildtyp-Sequenz 0

A® G - 1

G® A - 2

C®T 1 -

M utationsrate im Bereich von Spe | und Apal 284x10* 7952x10*

Tabelle D.-38. Gesamtlbersicht Uber die Mutationen, -typen und -rate nach dreiwéchiger

Kultivierung.

Zwe und drei Wochen nach Trandfektion konnte in der Sequenz von HXsynSpe-Apa noch
keine Reversonsmutation zum Wildtyp andysert werden. Der hierbel beobachtete grolie
Differenz bl der Mutationsrate vom HXsynSpe-Apa-Provirus ig auf die unterschiedliche

Anzahl der untersuchten Klone mit Basenpaaraustausche zurtickzuftihren.
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Analyseder Sequenz zwischen Spel und Apa | HXsynSpe-Apa HX10
Anzahl der analysierten Sequenzen 8 7
Gesamtzahl der Klone ohne Mutationen 5 6
Gesamtzahl der Klone mit Mutationen 3 1
eine Mutation pro Klon 3 1
Punktmutationen 3 1
Reversion zur Wildtyp-Sequenz (G ® A (Position 1222)) 1
A® G - 1
G® A 2 -
T® C 1 -
Mutationsrate im Bereich von Spe | und Apa | 7455x 10 284x10*

Tabelle D.-39. Gesamtubersicht Uber die Mutationen, -typen und -rate nach funfwochiger

Kultivierung.

Analyseder Sequenz zwischen Spel und Apa |
Anzahl der analysierten Sequenzen

HXsynSpe-Apa

HX10

Gesamtzahl der Klone ohne Mutationen

Gesamtzahl der Klone mit Mutationen

eine Mutation pro Klon

Punktmutationen

R e - |~

Reversion zur Wildtyp-Sequenz

C®T

R o~ - |- |~

T® G

1

M utationsrate im Bereich von Spe | und Apa |

2485x 10

2485x 10*

Tabelle D.-40. Gesamtuibersicht Gber die Mutationen, -typen und -rate nach achtwochiger

Kultivierung.

Analyse der Sequenz zwischen Spel und Apa | HXsynSpe-Apa HX10
Anzahl der analysierten Sequenzen 7 8
Gesamtzahl der Klone ohne Mutationen 4 3
Gesamtzahl der Klone mit Mutationen 3 5
eine Mutation pro Klon 3 5
Punktmutationen 3 5
Reversion zur Wildtyp-Sequenz (C® T (Position 1020)) 1
A® G 1
G® A 1 1
C®T 1 -
M utationsrate im Bereich von Spe | und Apa | 852x10% 12425 x 10

Tabelle D.-41. Gesamtuibersicht Uber die Mutationen, -typen und -rate nach zehnwaochiger

Kultivierung.
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Zum Zeitpunkt von funf und zehn Wochen nach Trandfektion konnte die erste Reverson in
HXsynSpe-Apa zur Wildtyp-Sequenz andysert werden. Dies wurde zum einem durch eine
C® T bzw. G ® A Mutaion erecht. Der telweise grole Unterschied zwischen den
Mutationsraten innerhalb der Proviren ,HXsynSpe-Apa“ und ,HX10* muss auf die geringe
Anzahl (max. zehn) der ausgewerteten Sequenzen zuriickgefihrt werden.

Fir beide Versuchsansidtize wurden deshdb nach dremonatiger Kultivierung jeweils 90
Klone zum Segquenzieren gegeben, um ene datisische Abscherung der Daen zu
gewdhrleigen. Dabel konnten fur den Provirus , HXsynSpe-Apa“ 85 und fur den Wildtyp
,HX10" 84 Sequenzen andyset werden, - die redlichen Sequenzierungen waren zu
schlecht, um ausgewertet werden zu kénnen.

Analyseder Sequenz zwischen Spel und Apa | HXsynSpe-Apa HX10
Anzahl der analysierten Sequenzen 85 &4
Gesamtzahl der Klone ohne Mutationen 52 61
Gesamtzahl der Klone mit Mutationen 33 23
eine Mutation pro Klon 27 17
zwei Mutationen pro Klon 5 5
drei Mutationen pro Klon 1 1
Punktmutationen 37 30
Insertionen 2 (jeweilsvon C)
Deletionen 1(von G)
Reversion zur Wildtyp-Sequenz (immer Gber C® T) 4
A®G 11 10
G® A 9 12
C®T 10
T® C 6 7
A®T 1
A® C - 1
M utationsrate im Bereich von Spe | und Apa | 9,355 x 10™ 71x10%

Tabelle D.-42. Gesamtuibersicht Uber die Mutationen, -typen und -rate nach zwolfwochiger
Kultivierung. Die Mutationsrate prasentiert die Anzahl der Mutationen pro analysi erten Abschnitt.
Damit wurde die Mutationsrate wie folgt berechnet: Mutationsrate= Gesamtzahl der Mutationen/
Gesamtzahl der Basenpaare (503 bp x analysierte Klone). HXsynSpe-Apa: 40 / 42755 = 9,355 x 10™;
HX10: 30/ 42252 = 7,1 x10™.

Bem Versuchsansatz mit dem Provirus ,,HXsynSpe-Apa“ zeigten nahezu 61% der Klone
keine Mutationen auf, ba der Studie mit dem Wildtyp-Provirus waren es anndhernd 73%.
Bemerkenswert it hierbel, dass die unterschiedliche Anzahl der Klone mit Mutationen
(HXsynSpe-Apa:33; HX10: 23) wohl auf die zehn C ® T Audtausche innerhab der HXsynSpe-
Apa-Sequenz  zurtickzufihren snd. Aufgrund der hohen intrazdlulé&ren Konzentration an
diTP im Zdlken und der hohen Fehlerate der Reversen Transkriptase wird die
Transverson von C nach T gefordet (Vartanian et al. 1994). Diese fuhrten in 40% der
Fdle zur Wildtyp-Sequenz. Allerdings konnte hier keine manifedierte  Reverson
beobachtet werden (C ® T-Austausch an Position 870, 1020, 1022, 1185 innerhalb von BH10). Der C
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® T Audausch an Stelle 1020 trat zwar zwei Wochen vorher beraits auf, dlerdings war er
be den zehn C ® T Mutationen nur einmd vertreten. Dartiber hinaus hat der chimére
Provirus eine Mutationsrate, die annshernd dem Literaturwert entspricht (9,2 x 10°%:
O'Nel et al., 2002). Insofern kann man sagen, dass dieses Kongrukt keinem
Sdektionsdruck unterliegt.

D.4.5. Zusammenfassung

In diesem letzten Tellabschnitt der Doktorarbeit wurden in Analogie zu den unter D.2.1.1.
vorgestdlten chimé&en gag-Kongrukten drel chimére Proviren erzeugt, um den Einfluss
der Sequenz auf die zatlich regulierte Genexpresson im Rahmen der Replikation von HIV
austesten zu konnen. Dabel wurden bestimmte Sequenzbereiche innerhdb von gag an die
Kodonwahl von hochexpremierenden Sdugetiergenen angepaldt.

Die Andyse der p24-Expresson zeigte be den chiméren Proviren, deren 5°-Ende von gag
kodonoptimiert it (,HXsynCla-Spe”, ,HXsynNsp-Spe* und ,HXsyn“ as , gagpol-
gynthetischer”  Provirus), eine drastische Reduzierung der p24-Produktion. Die Detektion
von Pr55%% und sainer Derivate im Western Blot deutet dabel auf ene fehlerhafte Gagr
Prozesserung hin, wobei die Prozessierung des nach Transfektion mit HXsynNsp-Soe und
HXsyn gebildeten Gag-Proteins in gleicher Weise zu verlaufen scheint. Der Nachweis von
Env gdingt fir die chimé&en Proviren nur nach Trandektion mit HXsynCla-Spe und
HXsynSpe-Apa, bel denen ebenfals mindestens 30% der Wildtyp (HX10) p24-Sekretion
detektierbar war. Deshab kann nicht ausgeschlossen werden, dass nach Transfektion mit
HXsynNsp-Spe und HXsyn die Konzentration an produzierten Env bereits unterhab der
Nachweiggrenze liegt. Die Reverse Transkriptase i wie Env nur aus mit HXsynCla-Spe,
HXsynSpe-Apa und HX10 trandfizierten Zdllen detektierbar.

Betrachtet man die RNA-Vetalung der chimdren Viren, 0 liegt diese nach Transfektion
mit HXsynSpe-Apa und HX10 im Zytoplasma endeutig auf der Sete der enfach
gesplefden RNAs (ca 4 kb), nach Transfektion mit HXsynCla-Spe, HXsynNsp-Spe und
HXsyn dagegen id¢ das Vehdtnis zwischen ungesplef@er und enfach gesplelder
zytoplasmatischer virder RNA zunehmend ausgeglichener bzw. liegt ganz auf der Seite
der ungespleiften RNA (be HXsyn-trandizieten Zdlen). Glechzatig zeigt sch en
deutlicher Unterschied in der Effektivitét des RNA-Trangportes. Damit snd die
Differenzen der chimé&en Proviren in ihrer Protenexpresson auf RNA-Ebene
zurickzufthren.  Inwieweit Kern-Degradierung, schlechte  Transkription,  ineffektiver
Export oder desolate Trandation der RNA daflr verantwortlich sind, steht zur Diskussion.

Be der Infektion von ,MAGI“-Zdlen mit Kulturiberdand nach trandenter Trangfektion
von H1299-Zdlen fuhrten nur die Viren, die nach Transfektion der Zdlen mit HXsynSpe-
Apa und HX10 gebildet wurden, zu einer Blaufarbung der Indikatorzellen. Be der Andyse
des Viruditers mit CEM-Zdlen waren dagegen dle Proviren - wenn auch mit
unterschiedlichem Titer - infektios. Hier kann dlerdings nicht ausgeschlossen werden, dass
sezaniertes p24 von H1299-Zdlen telweise mitnachgewiesen wurde. Eine  andere
Moglichkeit, diesen Unterschied be den Ergebnissen zu eklaen, id der Einsaz
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unterschiedlicher  Zdlinien. Desweteren wurden die Lymphozyten langer mit dem
Kulturiiberstand inkubiert und lagen in einer htheren Zdlzahl vor.

Zuletzt wurde schlieldich noch das Replikationsverhdten in enem ,Kurzzet- bzw. enem
yLangzat‘-Vesuch® andydet. Erderer diente dazu die Replikationskingtik im Verglech
zum Wildtyp zu betrachten. Zweiterer diente der Beobachtung etwaiger Rickmutationen
mit der Zet. Daba konnte nach Transfektion mit HXsynCla-Spe, HXsynNsp-Spe und
HXsyn zu keinem Zetpunkt p24 im Zdlkulturibersand detektiert werden. Der chimére
Provirus HXsynSpe-Apa zeigt gegenlber dem Wildtyp HX10 ene lecht verzogerte
Replikation mit eberfals reduzierten p24-Maximadwerten. Die Andyse des integrierten
HIV-Genoms ergab nach Trandektion mit HXsynSpe-Apa nach dred Monaten fur den
chimé&en gag-Beech en rdaiv ausgeglichenes Verhditnis zwischen Pyrimidin- (16) und
Purinaustausche (22), wahrend der Wildtyp vor dlem auf Purin-Ebene (22; - Pyrimidin-
audausche: 7) mutiert. Manifedierte Reversonen zum Wildtyp konnte nach Transfektion
mit HXsynSpe-Apa nicht beobachtet werden. Interessant ist, dass die C ® T Augausche
nur in der gag-Sequenz von HXsynJoe-Apa aufgetreten ist, wodurch zu 40% ene
Reversgon datfand. Eine manifediete RUckmutation  zur  Wildtyp-Sequenz  konnte
dlerdings nicht beobachtet werden. Insgesamt mufd zudem betont werden, dass die meisten
Sequenzandysen bel beiden Proviren Gberhaupt keine Mutationen aufzeigten.
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E. Diskussion

E.1. Bedeutung des Kodongebrauchs fur die Genexpression
und den nuklearen Export von chimaren gag-Konstrukten
bzw. threr nach Transfektion gebildeten RNA (unter und
ohne Einfluss cis- und trans-aktiver HI-viraler Elemente)

E. 1.1. Bedeutung der 5"-Halfte von wtgag fiir die Genexpression

Ausggehend von den Plasmiden wtgag und syngag wurden chimée gag-Konstrukte
entworfen, die in unterschiedlicher Zusammensetzung Wildtyp- und synthetische gag-
Sequenzen und damit auch jewels enen divergierenden Antell der  podulierten
inhibitorischen Sequenzen (INS) beinhdteten. Anhand diessr Kongrukte konnte gezeigt
werden, dass die 5-Hafte des gag-Gens fur die niedrige Pr55%%9-Expresson mit wtgag
trandfizieten Zdlen verantwortlich ist. Aufgrund der Expressonsunterschiede nach
Trandektion mit chl (sehr gute Expresson), chl-2 (gute Expresson) und chl-3 (sehr
schlechte Expresson) wird davon ausgegangen, dass die hierbe zunehmende Pr55%%-
Represson  auf enen additiven inhibitorischen Effekt  innerhadb der wtgag- Sequenz
zurckzufihren i, Ferner konnte gezeigt werden, dass die Stabilitdt der gag-RNA-
Sekundarstruktur einen Einfluss auf die Pr55%%-Expresson hat. Dies kann dlerdings nicht
mit dem zugrundeliegenden A/U-Gehdt der gag-Konstrukte erklat werden. Einen
dhnlichen Befund erhidt Collier 2002 be HPV (Human Papillomavirus). Er konnte
ebenfdls zeigen, dass die 5-Hdfte (514 nt) des L1 (Capsidprotein)-Gens von HPV-16
darke inhibitorische Sequenzdlemente benhdtet, ohne en bestimmtes Sequenzmotiv
dafir verantwortlich machen zu kénnen. Er weist jedoch darauf hin, dass das 5-Ende (129
nt) von L1 in enen Pyrimidin-reichen 5- und in e@nen A/U-reichen 3'-Abschnitt getelt
werden kann (Callier et al., 2002). Daneben scheinen die INS Elemente von HPV-16, wie
dievon HIV-1, keinen Einfluss auf die Trandationseffizienz zu haben.

Zudem ig noch nicht eklat, waum die GagSekretion mit chl-2 trandizieten Zelen
gegentber ihrer Expresson um mehr ds 60% snkt. In diesem Punkt weichen se von den
Transfektionen mit den anderen chimaen Kongdrukten ab, die nur eine Erniedrigung von
20 bis 30% zeigten.

E. 1.2. Detektion von Sequenzmotiven fir RNA-bindende Proteine
innerhalb von wtgag

,»A/U-rich elements (ARE)“

Da die bisherigen Ergebnisse der gag-Expressionen darauf hingewiesen haben, dass im 5'-
Anteil des wtgag-Gens die Ursache fir die schlechte Pr55%-Expresson liegen mul,
wurde die wtgag-Sequenz fanhand selbstgeschriebenen Dateien) Computeranaysen unterworfen,
um darin etwaige Besonderheiten aufzudecken. Dabel wurde berlicksichtigt, dass das von
Schwartz beschriebene INS-1 Element sch innerhdb des erden Fragmentes von wtgag
befindet und die von Schneider dargestellte INS-2 Sequenz Uber dem dritten und vierten
Fragment liegt (Schwartz et al., 1992; Schneider et al., 1997). Fir INS-1 konnte en
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UAAAU-Motiv entdeckt werden, das komplement&r zu dem bekannten RNA-Bindemotiv
ARE (A/U-rich elements; 5-AUUUA-3) ist.

AREs wurden als RNA-Destabilisierungselemente im untranslatierten 3"-Bereich vieler zelluldrer mRNAs
gefunden, die vor allem fir Proto-Onkogene, fir nukledre Transkriptionsfaktoren oder Cytokine (z.B. ¢-myc,
c-fos, cmyb, IFN-a, -b, -g TNF-a, IL-1, IL-3) kodieren (Hentze, 1991). Shaw konnte bereits 1986 zeigen,
dass AUUUA -Moative, die Ursache fir die schnelle Degradation zelluldrer GM -CSF-mRNAs sind (Shaw et
al., 1986). Chen und Shyu nehmen an, dass kurzlebige RNA Uber eine einleitende Deadenylierung - sowohl
unter dem Einfluss ARE(adenylate/uridylate-rich element)-bindender Proteine, als auch dem
mRNP(messenger ribonucleoprotein)-Komplex - Exo- oder Endonukleasen zugéanglich gemacht wird (Chen
et al., 1995).

Ferner beinhaltet INS-2 - neben den von Schneider genannten zwel AUUUA-Moativen - die
Sequenz 5 -AUUAAAUAA-3. Als RNA-Bindemotiv fir ARE-bindende Proteine wurden
auch die Sequenzen 5-UUAUUUA(A/U)(A/U)-3* genant (Lagnado et al., 1994).
Auffdlig id, dass das in INS-2 liegende Motiv zu dieser bekamten 3'-5'-Sequenz
komplementér ist. Allerdings ist in der Literatur weder bekannt, dass die neu entdeckten
Sequenzen ene inhibitorische Eigenschaft aufweisen, noch, dass die bekannten AREs-
RNA-Bindemotive auch komplementar und/oder orientierungsunabhéangig wirken kénnen.

Ein Problem fir die Regulation der Replikation von HIV-1 ig, dass die zdlulare
Genexpresson en extensves Netzwerk dargtdlt. Transkription (Initiation, Elongation,
Temination), RNA Prozesserung (5-Capping, Spleif3en, 3'-Poly-Adenylierung), mRNA
Export und RNA-,Surveillance® (nonsense-mediated decay (NMD), RNA-Degradierung)
snd derat miteinander gekoppdt, dass mehrere Faktoren unterschiedliche Rollen bei der
Genexpression spilen kdnnen und miissen (zum Uberblick: Maniatis & Reed, 2002).
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Abbildung E.-2. Uberblick tiber das Netzwerk der gekoppelten Interaktionen wahrend der
Genexpression (verandert nach Maniatis & Reed, 2002).
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»Spleilen und daran beteiligte cis- und trans-aktive Elemente*

Bereits 1998 vermutete Stefan Schwartz, dass zdluldre trans-aktive Faktoren fur die
inhibitorische  Wirkung der INS Elemente notwendig snd. Durch die frihzetige
Erkennung und Bindung von Rev an die RRE-hdtige RNA wéahrend der Transkription,
werden bestimmte Schritte des RNA-Prozesserungsweges umgangen, so dass die obligate
Interaktion der inhibitorischen Sequenzmotive mit den unbekannten, zdluld&ren, trans-
wirkenden Faktoren unterbunden wird (Schwartz, 1998). Berlickschtigt man zum enen
das zdluldre Regulationsgeflecht der Genexpression, so liegt es nahe, dass Rev nicht nur
ads Exportfaktor fir die RRE-hdtige HI-virde RNA fungiet. Zum anderen weist das
Moddl von Schwartz darauf hin, dass fir die retrovirde Expressonskontrolle auch
zdlul&e Faktoren wichtig sind. Die frihe Bindung von Rev an die frisch transkribierte
RRE-hdtige RNA und die Notwendigkeit der Anwesenheit von UTR, der den 5'-
Spleilidonor beinhdtet, fir die Rev-abhdngige Genexpresson deuten hietbe auf ene
Interaktion mit der Splelmaschinerie und somit mit Spleil¥aktoren hin (Chang et al.,
1989, Hammarskjold et al., 1989, Kjems et al., 1991). Deshab wurde die gag-RNA auch
auf Bindestellen fUr Faktoren hin untersucht, die @) bei der Regulation des Spleil3prozesses
betelligt snd, da Rev fir den Export un- und einfach gespleifder RNA bendtigt wird, und
b) obligat fir das Spleif3en und daran gekoppelte Prozesse sind.

,-Regulierende Spleifl3faktoren*

An Pogtion 1301 im Leserahmen von wtgag befindet sch die hnRNP Al-Bindestdle
(5-UAGGGA-3) (Moativ ztiert in Ngera et al., 1999), die innerhab von syngag nicht
vorkommt.

HNRNPs (heterogeneous nuclear ribonucleoproteins) sind nukledgre RNA-bindende Proteine, die die
Transkripte der RNA-Polymerase Il komplexieren. Sie sind in zahlreiche regulatorischen Prozesse wahrend
der Genexpression involviert, und einige von ihnen kénnen zwischen Kern und Zytoplasma shutteln. Zu der
sogenannten grof3en (, major*) Gruppe der hnRNPs gehdrt hnRNP  Al. HhnRNP Al wird im Kern eine
Funktion beim Spleil3en (als Exon Repressor, indem es an ESS(exonic gplicing silencer) bindet) und beim
mMRNA-Transport zugesprochen. HNRNP A1l fungiert als Antagonist zu den SR-Proteinen, indem es deren
Exon-Erkennung durch Bindung an ESS blockiert. Nach einer initiadlen Bindung an die erforderliche ESS-
Sequenz werden weitere hnRNP A1l an die , stromaufwarts’ liegende Exonregion heran rekrutiert. Die zu den
SR-Proteinen gehtrenden Spleiffaktoren SC35 und SF2/ASF erkennen beide stromeufwérts orientierte
ESE(exonic splicing enhancer)-Sequenzen, aber nur SF2/ASF kann die zusétzliche Bindung weiterer hnRNP
A1 blockieren und damit die Inhibition des SpleifRens durch hnRNP A1 aufheben (zum Uberblick: Zhu et al .,
2001). Desweiteren konnte Hamilton 1997 nachweisen, dass hnRNP Al im Zytoplasma an das Sequenzmotiv
5-AUUUA-3 (ARE) in vivo bindet und so die RNA stabilisiert. Allerdings beeinflusst zum einen die RNA -
Sekundarstruktur diese RNA -Protein-Interaktion, zum anderen héngt die RNA-bindende Aktivitdt von
hnRNP A1 von ihrer zelluléren Lokalisierung ab. Der Aufenthaltsort von hnRNP A1l wird dabei durch die
unterschiedliche Phosphorlierungen (Serin, Threonin) des Proteins bestimmt. Da die Nukleinsduresequenz
die RNA-Sekundérstruktur beeinflusst, ist somit auch der Kontext des ARE-Motivs fur den sog. ,,RNA -
Turnover* bedeutend (zum Uberblick: Hamilton et al., 1997 bzw. zum Uberblick tber hnRNPs: Krecic und
Swanson, 1999).
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Berlickgchtigt man die ExonRepressor-Funktion von hnRNP Al so zeigen die
Ergebnisse, dass das RNA-Bindemotiv fir hnRNP Al in wtgag keinen Einfluss auf die
Expresson der chgag-Plasmide hat. Es befindet sch an Postion 1301 innerhdb von wtgag
(Dieses Element begrenzt das finfte Fragment am 3-Ende) und ist deshdb nur in den
Konstrukten ch5, ch4-5, ch4-6, ch5-6 und chl-5 vorhanden. Bidang konnte aber gezeigt
werden, dass die 5-Hdfte von wtgag fir die Rev-abhéngige Reguation der Gag
Expresson entscheidend ist. Deshab dirfte die hnRNP Al-Bindestdle keine Funktion bel
der zdtlich regulieten Hi-virden Genexpresson Ubernehmen. Es befindet sch zwar im
kodogenen DNA-Srrang fur wtgag an Podtion 427 nochmas ene hnRNP Al-Bindesdle
(5"-UAGGGU-3) (Moativ zitiert in Ngera et al., 1999.), die dlerdings 3'-5 orientiert ist.
Wie bel den bereits genannten, neu entdeckten A/U-reichen Sequenzmotiven konnten auch
hier in der Literatur keine Hinwelse darauf gefunden werden, dass die hnRNP A1-RNA-
Bindestdlen komplement&r und/oder orientierungsunabhéngig wirken konnen. Deshdb i
diesem zweiten Motiv fir hnRNP A1 ebenfalls keine Bedeutung zuzusprechen.

Beachtet man welter die Fahigkat von hnRNP Al, im Zytoplasma an ARE binden zu
koénnen, und berlicksichtigt ferner das vorgeschlagene Modell Uber die RNA-Degradierung
anhand der ARE-Motive, welches bidang nur fur das Zytoplasma diskutiert wird (zum
besseren Uberblick siehe Abbildung E.-3.), SO kdnnen zwel Feststellungen getroffen werden:

1. Der posulierte unbekannte zdlulére Faktor, der bel der Rev-abhdngigen Expresson
beteiligt ist, kann nicht hnRNP Al sain, da dieses Protein an ARE nur im Zytoplasma
bindet und seine eigentliche RNA-Bindestdlein wtgag an Position 1301 liegt.

2. Fur die zatlich reguliete Genexpresson im Rahmen der HIV-Replikation kann nicht
das klasssche Moddl der ARE-vermittdten Degradierung der RNA verantwortlich
sin, da die RNA-detabiliserende Wirkung der ARE es im Zytoplasma zum Tragen
kommt, der Abbau der wtgag-RNA aber bereitsim Kern Sattfindet.

(Ein Aspekt ist aber interessant: Schneider grenzte in seiner Studie von 1997 die Lokalisierung der INS
Elemente anhand von gag-Konstrukten mit unterschiedlichen Kombinationen tiber Punktmutationen ein
(Schneider et al. 1997). Berlicksichtigt man die Positionen dieser Sequenzaustausche und der der eben
genannten A/U-reichen Motive innerhalb von wtgag, so kann man feststellen, dass dadurch alle
Bindestellen fiir ARE-bindende Proteine zerstort wurden.)
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Abbildung E.-3. A: Modell der ARE-vermittelten mRNA-Degradierung anhand aweier distinkter
Deadenylierungsmechanismen fur GM-CSF und c-fos. B: Einfluss von ActD und DRB (beide
Inhibitoren der Transkription) auf die Destabilisierungsfunktion der AREs. GM-CSF =
granulocyte-mar crophage col ony-stimulating factor; ActD = actinomycin D; DRB= 5,6-dichloro-
1-3-D-ribofuranosyl-benzimidazole (verandert nach Chen et al., 1995).

Deshdb wurde die gag-RNA auf weitere Bindestellen fur Faktoren hin untersucht, die -
wie bereits eewdhnt - @) bel der Regulation des Spleif¥prozesses beteiligt und b) obligat fur
das Spleif3en und daran gekoppelte Prozesse sind.

» Obligate Spleil¥faktoren”

Bel dieser Andyse konnten fir ASF/SF2 (5-RGAAGAAC-3" bzw. 5-SRSASGA-3’) und
SC35 (5-UGCNGYY-3 bzw. 5-AGCAG-3) die jewells in Klammern angegebenen
RNA-Sequenzmotive detektiert werden (N: A/U/CIG; R: AIG; Y: U/C, S: G/C) (Moative
Ztigt in Liu et al., 1998, Tacke & Manley, 1999 bzw. Graveley, 2000.). Die Bindestelen
fur ASF/SF2 liegen dabel an Position 208, 217, 363 und 930, die fir SC35 an Postion 111,
350, 353, 370, 548, 707, 1350, 1386 und 1459 und sind 3-5 orientiett, sowie
komplementér an Pogtion 357, 630 und 1047 innerhdb der wtgag-Sequenz lokdisert. Ein
Einfluss beider Faktoren auf die HIV-Regulaion wird, wie bereits erwdhnt, in der Literatur
immer wieder diskutiert.

Beide Spleil¥faktoren gehtren zur Familie der SR-Proteine. Die SR-Proteine besitzen ein oder zwei Amino-
terminal gelegene RNA -bindende Doménen und eine in der Regel Carboxy -terminal |okalisierte RS-Domane,
die aus einer jeweils unterschiedlichen Anzahl von Arginin-Serin-Dipeptid-Wiederholungen besteht. Es
handelt sich um eine Klasse sequenzspezifischer RNA -Bindeproteine mit jeweils unterschiedlichen RNA -
Spezifitdten. Die Protein-Protein-Interaktion der SR-Proteine findet vermutlich Uber ihre RS-Doméne statt.
Desweiteren werden die SR-Proteine lUber ihre RS-Doméne in die im Kern |okalisierten ,Speckles* dirigiert.
Dabei hangt die Aktivitét der RS-Doméne direkt von der Anzahl der vorhandenen Arginin- und Serin-Reste
ab (zum Uberblick: Tacke und Manley, 1999).
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Die SR-Proteine sind essentielle Spleif3faktoren und kénnen konzentrationsabhangig die Auswahl alternativer
Spleilstellen regulieren, - teilweise auch dadurch, dass sie die Aktivitdt von hnRNP A1l antagonistisch
unterbinden. Sie agieren sehr friih beim Aushilden des SpleiRosoms und haben unterschiedliche Aufgaben
beim konstitutiven und alternativen Spleif3en. Eine dieser Rollen ist das Erkennen von ,exonic splicing
enhancer” (ESE) Elementen. Diese Segquenzmotive stellen in hoheren Eukaryonten ein effizientes und
genaues SpleiRen der pra-mRNA sicher, welches einer préazisen Erkennung der Intron-Exon-Grenzen durch
das Spleiffosom bedarf. Die ESE bestehen aus degenerierten Sequenzmotiven. Dadurch kdnnen sie von
verschiedenen SR Proteinen anhand Uberlappender Bindestellen mit unterschiedlichen Affinitaten erkannt
werden. Dies ist eine wichtige Eigenschaft der ESE Elemente, da ihre Funktion dadurch reguliert werden
kann. Dariber hinaus wird vermutet, dass ESE-bindende SR-Proteine U2AF und Ul snRNP an die
SpleiRstellen von Exons mit schwachen SpleiRmotiven heranfilhren (zum Uberblick: Liu et al., 1998,
Hastings et al., 2001, Caputi et al., 2002).

1997 zeigte Powoll, dass eine Uberexpression von SF2/ASF die Rev-Funktion und die
virde Replikation Uber die Bindung an RRE inhibieren kann (Powoll et al., 1997). Es
wurde vermutet, dass die Interaktion von Rev mit verschiedenen Spleif3proteinen in der
,hatrlichen* Umgebung die notwendige Entfernung der Splel¥aktoren von Intron
hatiger RNA vermittet. Pongoski konnte fUnf Jahre spéter dardtellen, dass eine erhthte
Konzentration an SF2/ASF und SC35 zdltypabhdngig einen Einfluss auf das Verhdtnis
ungepleifter zu enfach gegplefder virder RNA haben kann (Pongoski et al., 2002).
Dabel zeigten beide SR-Proteine keinen Einfluss auf die subzdluldre Vertelung von Rev
und sainer Fahigkeit zu ,shutteln“. Allerdings konnte SC35 den Rev-vermittelten RNA-
Export inhibieren.

Eine Aussage dalber, wechen regulierenden Enflus die SF2/ASF- und SC35-
Bindestdllen bei der Expresson der chimé&en gag-Plasmide haben, kann, unter
Berlickschtigung der Computeranadysen fir die enzenen Kondrukte, nicht getroffen
werden. Durch die Chimeriserung werden nicht nur diese Motive zerstort, sondern auch
wieder an anderer Stelle neu kreiert. Schneider hat 1997 mit gag-Plasmiden gearbeitet, die
enzdne Punktmutationen enthidten, um die Lokdiserung der INS Elemente engrenzen
zu konnen. Vergleicht man diee Stdlen mit den gefundenen Bindemotiven fir SF2/ASF
und SC3, 0 ddlt man fest, dass er dabel kein enziges der vorgestellten Maotive fur die
Soleil¥aktoren in wtgag zerstért hat (Schneider et al., 1997). Daraus kann geschlossen
werden, dass sich die Bindeselen von SF2/ASF und SC35 in der wtgag-RNA nicht auf
die Rev-abhdngige Expression von wtgag auswirken.

» ESE (exon splicing enhancer) und ESS (exon splicing silencer)”

Pongoski zeigte 2002, dass der Einfluss der SR-Proteine auf die Rev-Funktion nicht auf
ene Interaktion mit den ESE Elementen beruht (Pongoski et al., 2002). Er vermutete, dass
de Uber Bindung an anderen RNA Regionen fungieren. Er konnte zeigen, dass die
Deletion der ESE- und / oder ESS-Mative in der virden RNA enen sgnifikenten Einfluss
auf die Rev-Funktion hat. Das Entfernen der ESE Elemente verhinderte das Spleif3en der
virden RNA. Dartber hinaus war auch der Rev-abhangige RNA-Export blockiert, was
nicht nur auf der Inhibition des Splef¥ens berunt. Wurden hnRNP Al-Bindestdlen in die
RNA engefligt, so wurde das Spleifen der RNA gleichermal3en gehemmt, ohne jedoch
eénen Einfluss auf den Export zu haben. Desweteren konnte er zeigen, dass eine Deetion
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der ESS-Mative keinen Einfluss auf die Spleif¥ate hat. Hieraus schlofd Pongoski, dass die
Rev-Abhdngigkeit auf die Anzahl und Art der Faktoren zuriickzufihren i, die an ESS
binden. Er vermutete, dass ESS-bindende Proteine die RNA entweder in einen Komplex
enschlielen oder enem ,Pathway* zufihren, wodurch se dem Rev-vermitteten
Transport entzogen wird.

Die Anwesenheit von ESS-Motiven im virden Genom und ihre regulierende Funktion
bem Spleilfen der HIV-1-RNA igt schon lange bekannt (Amendt et al., 1994, 1995; Staffa
et al., 1995). 2001 konnte Bilodeau zeigen, dass das Spleilfen der Tat-mRNA Uber ESS
durch Bindung von Mitgliedern der hnRNP A/B-Proteinfamilie reguliert wird. Die Gruppe
der hnRNP A/B igt ubiquitdr, so dass se vermutlich fir die Represson des Spleif3ens der
Hl-virden RNA in zahlreichen Zdltypen verantwortlich snd (Bilodeau et al., 2001).
Desweiteren konnte gezeigt werden, dass hnRNP Al nicht nur - wie berdts erldutert - an
sn  gezifisches RNA-Bindemotiv und an die AR-Elemente (,A/U-rich elements’)
assoziiert, sondern zuséizlich Gber ESS mit RNAs interagieren kann.

Aufgrund  der  degenerierten  Sequenzmotive fir ESE und ESS ig¢ es  schwer,
Computerandysen durchzufiihren. Sucht man nach bereits beschriebenen ESE und ESS
Elementen, so konnen ene Vidzahl davon innerhdb von wtgag detektiert werden. Durch
die Chimeriserung werden nicht nur diese Motive zersdrt, sondern auch wieder an
anderer Stelle neu geschaffen. Aufgrund der enormen Anzahl kann dlein durch Computer-
andysen keine Aussage Uber ihre Funktion getroffen werden. Desweteren mufd
berickschtigt werden, dass die Aktivitd von ESE und ESS auch von der RNA-
Konformation abhdngig i (Amendt et al., 1995, Muro et al., 1999), was die Daten
ausvertung welter erschwert. Aulerdem kann nicht mehr ausgeschlossen werden, dass
hnRNP Al bel der Regulation der Expresson von wtgag eine Rolle spidt. Da hnRNP Al
auch an ESS binden kann, eine Bewertung der Funktion der ESS in wtgag aber dlen
anhand von Computerandysen nicht machbar igt, ist ene Aussage Uber ene Interaktion
von hnRNP A1 mit den ESS Elementen von wtgag nicht moglich.

Sam68

Innerhdb von wtgag konnten vierzehnn RNA-Bindestellen (5-UAAA-3) fir Sam68 (Lin
et al., 1997) entdeckt werden, die dlesamt innerhab der ersten vier Fragmente von wtgag
liegen (drei innerhdb von INS-1, zwel zwischen INS-1 und -2 und neun innerhab von
INS-2) und s0 bisher nicht in diessr Weise in der Literatur genannt snd (Anmerkung: Li et
al. detektierten diese RNA-Bindestele fir Sam68 bisher innerhadb von HIV nur im Steem:
Loop | von RRE (Li et al., 2002).)

Sam68 (68-kDa Scr-associated substrate during mitosis) ist ein nukleédres Protein, dass bekannterweise
wahrend der Zellzyklusregulation von den ¢-Src- und Cdc2-Kinasen phosphoryliert wird. Es besteht aus 443
Aminosauren und beinhaltet zwei RNA -Bindedoméanen: eine sogenannte RGG-Box (Arg-Ay-Gly-Mative)
und eine KH(hnRNP K homology)-Doméne. Die RGG-Box ist fur die RNA-Bindung und Multimerisierung
von Sam68 verantwortlich. Wéahrend die KH-Doméne sowohl fur die Selbst-Assoziierung, die RNA -Bindung
als auch die zellul&re Lokalisierung von Sam68 essentiell ist (zum Uberblick: Reddy, 2000).

Reddy konnte 2000 zeigen, dass Sam68, RHA (RNA helicase A) und Tap wahrend der
post-transkriptionalen Regulation von HIV-1 miteinander kooperieren (Reddy et al., 2000).
Seit mehreren Jahren wird Sam68 ene Funktion beim Export HI-virder RRE-hdtiger
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RNA zugesprochen. Das von Li kirzlich vorgesdite Moddl wes Sam68 ds
Transportfaktor aus, welcher den Ran-GTP/Crm-1/Rev/RRE-Komplex Uber direkte
Bindung an die NES von Rev an die Kernpore dirigiert. Dort kommt es zur Interaktion von
Crm-1 mit den Nukleoporinen, wodurch der Komplex durch die Kernpore geschleust wird,
waéhrend Sam68 im Nukleus verblelbt (Li et al., 2002 a).

Da gch diesss Moddl auf eine Assoziation von Sam68 mit Rev bezieht, kann es zur
Diskusson der Expresson der Plasmide UTR-gag-RRE mit und ohne Kotrandfektion mit
pcRev dienen. Innerhdb von syngag konnte keine Sam68-RNA-Bindeselle detektiert
werden. Verglecht man die unterschiedlichen Expressonssteigerungen mit UTR-syngag-
RRE (relativ geringe Steigerung) und UTR-wtgag-RRE (sehr hohe Steigerung) trandfizierten Zellen
nach Kotransfektion mit pcRev, so konnte der Unterschied dadurch erkl&rt werden, dass
gch Sam68 nicht nur an die NES von Rev bindet, sondern auch innerhadb der zu
transportierenden RNA. Deshdb efolgt die Trandokdiserung der UTRwtgag-RRE-RNA
an die Kernpore hier schndler und effektiver as die UTR-syngag-RRE-RNA, denn diese
wird trotz der Anwesenheit von UTR und Rev/RRE hauptsichlich nur Uber den Crm-1
unabhéngigen Kernexportweg trangportiert. Da dle chim&en UTR-gag-RRE-Plasmide
eénen Antel der in wtgag vorkommenden UAAA-Motive haben, konnte ihre gegentiber
mt UTRsyngag-RRE trandizieten Zdlen groRere Expressonssteigerung  nach
Kotrandfektion mit pcRev auf eine Interaktion mit Sam68 zurlickzufiihren sain. Aufgrund
der verschiedenen RNA-Enthapiewerte der chimé&en gag-Konstrukte kann davon
ausgegangen werden, dass ihre RNAs unterschiedliche Sekundarstrukturen ausbilden. Die
Unterschiede in der Expressonserhhung nach Transfektion mit den chimé&ren UTR-gag-
RRE-Plasmide konnte man dann dadurch erkldren, dass die UAAA-Sequenz innerhab
ene Schlefe liegen mul3, um von Sam68 erkannt werden zu konnen, und nicht nur von
der absoluten Anzahl der Elemente abhangt (Itoh et al., 2002).

Neueste Studien von Coyle et al., weisen Sam68 dlerdings eine andere Ralle zu (Coyle et
al., 2003): Sam68 soll nicht den nuklegren Export der gag-pol-mRNA fordern, sondern fir
die effiziiente Trandaion diesser RNA im Zytoplasma notwendig sein. Da hbisher keine
direkte Interaktion zwischen Sam68 und RRE bzw. CTE nachgewiesen werden konnte,
s0ll Sam68 mit anderen Elementen in der RNA interagieren (- dies spricht fiir die vermutete
Interaktion von Sam68 mit den UAAA-Motiven innerhalb von wtgag). Insofern ist es auch mdglich,
die unterschiedlichen Expressonssteigerungen mit UTR-gag-RRE trandfizieten Zelen
nach Kotransfektion mit pcRev auf die Trandationsebene zurlickzufGhren.

Sam68 ist aulBerdem ein wichtiger Bestandteil der perinukleoldren Struktur SNB (Sam68 nuclear body), die
vor allem an der nukledren Peripherie positioniert ist (zum Uberblick: Huang, 2000). SNBs sind reich an
RNA -bindenden Proteinen und Nukleinsduren, was darauf hin weist, dass SNBs zahlreiche RNPs beinhalten
konnten. Sie scheinen aber weder neu-synthetisierte RNA in sich zu konzentrieren, noch mit snRNPs
angereichert zu sein. Auch ist bislang unklar, welche Funktionen SNBs innerhalb des Zellkerns haben.
Darliber hinaus konnte gezeigt werden, dass Sam68 auch mit anderen RNA -bindenden Proteinen wie z.B.
hnRNP K und YT521-B (splicing-associated factor) interagiert, wobei unklar ist, ob diese Proteine
zusammen mit Sam68 in den SNBs kolokalisiert werden.

Es wird ebenfdls sat langerer Zeit kontrovers diskutiert, ob die HI-virde RRE-hdtige
RNA in en besimmtes nuklefres Kompartiment dirigiert wird, wo de dann von Rev
erkannt und exportiert wird. Bidang gibt es noch keine Untersuchungen, ob und wiewelt
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die wtgag-RNA aufgrund ihrer zahlreichen UAAA-Motive wegen der Bindung von Sam68
in den SNBs kolokdisert wird. Die Kongtrukte chl-2 und chl-3 unterscheiden sch in der
Anzahl der Sam68-RNA-Bindestdlen. Innerhdb von chl-2 liegen funf, innerhdb von chl-
3 dagegen df der inggesamt 14 in wtgag vorkommenden UAAA-Sequenzen. Wirde die
wtgag-RNA aufgrund der UAAA-Moative in die SNBs dirigiet, konnte man den
Unterschied in der Pr55°-Expresson von mit chl-2 (gute Expression) und chl-3 (sehr
schlechte Expresson) trandfizierten Zdlen darauf zurlickfihren, dass die chl-3-RNA zwar
besser in die SNBs lokadisert wird, fir den nukledren Export daraus aber dann auf die
Anwesenhet von Rev und damit RRE agewiesen ig. Die chl-2-RNA hingegen wird
wegen der Bindung von Sam68 kaum in die SNBs trangportiert und kann deshab leichter
von den zdlul&ren Transportfaktoren erkannt und exportiert werden.

Lawt der Homepage des Max-Planck-Ingituts fir Neurobiologie, Martingied
(http:/Amww.mpg.de, ,Neuronspezifischen Spleilfen*), hat Sam68 ene Funktion bem
dternativen Spleilfen. Es liegen derzeit aer noch keine Studien vor, ob diese Aktivitét
vom Zdltyp abhdngig ist. Mit dieser Eigenschaft kann erklat werden, warum die Pr55%%-
Expresson mit UTR-chl-2-RRE trandizieten Zdlen gegeniber der Trandfektion mit
chl-2 dragtisch reduziert ist: Durch das Anflgen von UTR und RRE an das gag-Plasmid
werden wohl Spleif¥aktoren an die gag-RNA heranrekrutiert. Anhand der UAAA-Moative
innerhdb von gag wird nun glechzatig ene Interaktion mit Sam68 ermoglicht. Durch die
Anwesenheit der Splef¥aktoren kommt es unter Vermittlung von Sam68 zum dternativen
SpleiRen der RNA, weshalb die Pr559%-Expression nach Transfektion mit UTR-ch1-2-RRE
geringer ig ds die mit chl-2 trandizierten Zdlen. Da bam dternativen Spleil}en auch ESE
und ESS Elemente beteiligt snd, kann davon ausgegangen werden, dass der Antell des
dternativen Spleilfens der chim&en gag-RNAs nicht nur von der Anzehl der Sam68-
Bindestellen abhéngig id, sondern zusdzlich Uber ESE und ESS Motive reguliert wird.
Dartiber hinaus mu3 das UAAA-Moativ innerhdb einer Schlefendruktur liegen, um von
Sam68 erkannt zu werden (Itoh et al., 2002). Aufgrund der verschiedenen RNA-
Enthapiewerte der chiméren gag-Kongrukte kann davon ausgegangen werden, dass ihre
RNAs unterschiedliche Sekundérstrukturen ausbilden. Deshdb zeigen mit chl-2, chl-3,
ch3 und ch4-6 trandfizierte Zdlen nach Anfigen von UTR und RRE an die chimé&en gag-
Plasmide jeweils einen andersartigen Riickgang der Pr55%%9- Expression.

Verglecht man nun die Sam68-Bindestdlen von wtgag wiederum mit den von Schneder
gesetzten Punktmutationen innerhdb von wtgag, stellt man fedt, dass dadurch dle
5-UAAA-3 Motive zerstdrt wurden (Schneider et al., 1997). Auch dieser Zusammenhang
wurde bisher in der Literatur noch nie beschrieben.

E. 1.3. Einfluss von UTR und RRE aufdie Expression von gag und auf
den nukle&ren Transport der gag-RNA (unter und ohne Einfluss trans-

aktiver Hl-viraler Elemente)

Um den Einfluss cisektiver Elemente auf die Expresson der chiméen gag-Plasmide
auzuteten und glachzatig enen ewagen Zdltyp-goezifischen Effekt auszuschlielien,
wurden verschiedene Zdllinien trandent mit UTR-chgag-RRE trandfiziert. Hierbel konnte
gezeigt werden, dass die Gag-Expresson mit UTR-ch(1-2, 1-3)-RRE trandizieten Zdlen
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nach Kotransfektion mit pcRev in Primaterzdlen zum Tel erheblich gesteigert werden
konnte, wahrend die nach Trandfektion mit UTR-ch(3, 4-6)-RRE anndhernd gleich blieb.
Dies deutet darauf hin, dass der Wildtyp-Sequenzanteil am 5-Ende der chimédren gag-
Plasmide fir die Rev-abhdngige Gag-Expresson unter glechzatigem Einfluss der cis
aktiven Elemente verantwortlich ist. Inwiewelt Sam68 daran betelligt sein konnte, wurde
bereits diskutiert.

Im Gegensatiz dazu konnte gezeigt werden, dass die untersuchten Nagetierzelen ene
Rev/RRE-abhangige Expresson des virden Strukturproteins Pr55°% nicht  beglingtigen.
Mariani konnte bereits 2000 zeigen, dass die mMRNA-Synthee in murinen Zdlen im
Vergleich zur Produktion in humanen Zdlen geringer adlauft (Maiani et al., 2000).
Ebenso ig in Mausezdlen das Assambly von Gag anschenend blockiert. Mariani et al.
fuhrten die geddrte Maturation von HIV-1 in diesen Zdlen darauf zurlick, dass die
Strukturproteine nach ihrer  Expresson in  zytoplasmatischen Strukturen - entweder
aufgrund des Fehlens eines humanen Hilfsfaktors oder wegen der Anwesenheit eines
murinen inhibitorischen Fektors -  zurlickgehdten werden. In diessr Arbeit  konnte
dlerdings gezeigt werden, dass nur die murinen Fibroblastenzdlen (NIH-3T3) gegeniber
den Primatenzdlen (H1299, COS7) en gedtortes GagAssembly aufwesen. Murine
Muskdmyblasten (C2C12) hingegen haiten eine bis zu dreifach hohere Konzentration an
Pr55%% im Kulturlberstand as die H1299- und COS-7-Zéllen fhach Transfektion mit syngag).
Alexandra Bojak konnte in ihrer Doktorarbeit (,Strategien zur Optimierung von DNA-Vakzine
Kandidaten gegen das humane Immundefizienzvirus Typ 1*) bereits zeigen, dass zdltypspezifische
Unterschiede in der Partikdfresetzung nicht ausschlieflich auf Nagetierzdlen bezogen
werden konnen (A. Bojak, Doktorarbeit-RIMMH, 2001).

Neueste Studien von Marques et al. wesen darauf hin, dass die gesidrte Hi-virde
Replikation in  Méusezdlen auf ene engexchrankte Rev-Funktion (aufgrund  einer
Wechselwirkung der Cterminden Domédne von Rev mit zelluldren inhibitorischen Faktoren)
zurickzufihren it (Marques et al., 2003). Aufgrund der Beobachtung, dass nach
Trandektion der murinen Zdlen mit UTR-ch(1-2, 1-3)-RRE und UTRwtgag-RRE nahezu
keine Gag-Patikd - auch nicht nach Kotransfektion mit pcRev - in das Zytoplasma
entlassen werden, - die Aminosiuresequenz der chiméren gag-Konstrukte aber diesalbe i,
kann ferner davon ausgegangen werden, dass zusdtzlich RNA-bindende Faktoren fir den
gefundenen Rev-Defekt notwendig sind. Diese missen am 5-Ende der gag-RNA binden,
da eine S6rung des Gag-Assamblys, vor dlem in NIH-3T3-Zdlen, weder ba UTR-ch3-
RRE- noch ba UTR-ch4-6-RRE-trandfizierten Zdlen nachzuweisen id. Damit  konnte
gezeigt werden, dass die geddrte Funktion von Rev in murinen Zdlen vom Zdltyp
abhdngt as auch auf Faktoren zuriickzufiihren i, die am 5-Ende der gag-RNA binden.
Die Ergebnisse von Alexandra Bojak, die bereits zeigen konnte, dass sch weder der RNA-
Export, die Protein-Expresson, die Ausbildung und Freisetzung Virus-ahnlicher Pr55%%¢-
und  Pr55%9Pr16099°. partikel, noch die Prozesserung der Vorlauferproteine in
Nagetierzdlen von den Prozessen in humanen Zdlen dggnifikant  unterscheiden,
unterstiitzen diese Hypothese (A. Bojak, Doktorarbeit-RIMMH, 2001).

Zudem konnte gezeigt werden, dass nur die Expresson der UTR-ch(1-2, 1-3)-RRE- und
UTRwtgag-RRE-Plasmide sengtiv auf die Kotransfektion mit pcRevM10 reagiet. Dies
spricht dafir, dass der Kernexport der nach Transfektion gebildeten RNA Rev-abhangig
ist. Berlickschtigt man ferner die unterschiedliche Pr55°-Expresson mit ch1-2- und
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UTR-chl-2-RRE-trandfizierten Zdlen so kann daraus geschlossen werden, dass die HI-
virde Rev-abhéngige Expresson dch in dem kombinatorischen Zusammenspid von cis-
und trans-aktiven Elementen begriindet.

Betrachtet man den RNA-Export nach Trandfektion mit den chiméen gag-Konstrukten, so
ist der Trangport der UTR-ch(1-2, 1-3)-RRE-RNA in gleichermaien wie der der UTR-
wtgag-RRE-RNA Rev-abhdngig und kann durch RevM10 inhibiet werden. Be UTR-
chl-2-RRE- und UTR-chl-3-RRE-trandiziete Zdlen konnte zudem im Northern Blot ene
weitere - weniger weit ds die UTR-gag-RRE-RNA laufende - RRE-spezifiscche RNA
nachgewiesen werden (Nachweis teilweise nur auf Kodak-Filmen erkennbar). Dies spricht dafUr,
dass durch das Anflgen von UTR und RRE an chl-2 und chl-3 Spleif¥aktoren an die
UTR-ch(1-2, 1-3)-RRE-RNA heranrekrutiert werden, und es aufgrund des Vorhandenseins
zusitzlicher bestimmter 5-cis-gandiger Elemente zum Spleifen diessr RNA kommt. Ergte
Andysen der zytoplasmatischen RNA-Fraktionen anhand von RT-PCR und anschlief3ender
Subklonierung ergaben, dass eine verkirzte gag-RNA vorliegt, die anhand des 5-SD im
UTR und einer - nicht néher charakteriserten - Splel3akzeptorstdle innerhdb von gag (vor
der Postion 720) gesplefd wurde. Eine néhere Veifizierung diesser RNA gdang nicht, da
gch die Uber RT-PCR amplifizierte cDNA nicht vollsandig sequenzieren lief3 Trotzdem
ig diee unvolgéndige Anadyse bemerkenswert. Es scheint, dass ene am 5'-Ende
verkirzte gag-RNA Rev-unabhéngig exportiert werden kann. Dies spricht dafir, dass der
Rev-abhangige Export der UTR-wtgag-RRE-RNA auf bestimmte cis-aktive Sequenzmoative
innerhab des 5-Endes von wtgag zurtickzufiihren it. Desweiteren mul3 von einem RNA-
dedabiliserenden Effekt diesr Elemente ausgegangen werden, da im Ken nach
Trandektion mit UTR-chl-2-RRE nur die verkirzte gag-RNA nachzuweisen is. Nach
Kotrandfektion mit pcRev ig wieder die vollgandige UTR-chl-2-RRE-RNA, neben der
kleneren Form, im Kern detektierbar, die dann auch exportiet wird. Daraus kann
gechlossen werden, dass Rev enen Einfluss auf die in cisStdlung wirkenden 5-RNA-
Elemente und/oder in trans-Stellung daran bindenden Fektoren hat. Aul3erdem ist die
Degradierung der UTRwtgag-RRE-RNA auf cis-aktive Sequenzmotive am 5'-Ende von
gag zuriickzufUhren.

E. 1.4. Einfluss von RRE auf die Expression von gag und auf den
nuklearen Transport der gag-RNA (unter und ohne Einfluss trans-

aktiver Hl-viraler Elemente)

Um den Einfluss des 5-SpleiRdonors auf die Gag-Expresson andyseren zu konnen,
wurden Transfektionsstudien mit ch(1-2, 1-3, 3, 4-6)-RRE durchgeftirt.

Be chl-3-RRE-trandfizieten Zdlen konnte sdbst nach Kotrandfektion mit pcRev keine
Gag-Expresson nachgewiesen werden. Dagegen haten mit chl-2-RRE trandizierte Zdlen
ene mittmalge Expresson, die nach Kotransfektion mit pcRev auf dem Niveau von
syngag-RRE-trandfizierten Zdlen lag. Die anderen beden trandfizierten Zdlen (mit ch3-RRE
bzw. ch4-6-RRE transfiziert) zeigten bereits ohne Kotransfektion mit pcRev sehr gute Pr559%-
Expressionswerte.
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Be Berachtung des RNA-Exportes, gelt man ferner fest, dass nur die RNAs von mit
ch(3, 4-6)-RRE und syngag-RRE trandfizieten Zdlen berets ohne Kotransfektion mit
pcRev effizient in das Zytoplasma transportiert werden. Die gag-RNA von mit chl-3-RRE
und wtgag-RRE trandizieten Zdlen is dagegen nie nachzuweisen, wéhrend die von mit
chl-2-RRE trandizieten Zdlen - ohne Kotransfektion mit pcRev zwar nur schwach -
detektierbar ist.

Damit geht fedt, dass 5'-gelegene, gag-interne, cis-aktive Elemente neben dem 5-SD eine
wichtige Rolle bei der Gag-Expresson Ubernehmen. Die Elemente unterliegen einem
additiven Effekt (mittelmaRige Expression bei chl-2-RRE-transfizierte Zellen, keine Expression bei
ch1-3-RRE-transfizierte Zellen) und sind deshadb nur, wenn vollsandig vorhanden, inhibitorisch
wirksam. Ferner wirkt der 5-SD (UTR-ch(1-2, 1-3)-RRE, UTR-wtgag-RRE) Sabiliserend auf die
RNA von INS-hdtigen Plaamide (ch1-2-RRE, chl1-3-RRE, wtgag-RRE). Diese Beobachtung
wurde bereits mehrfach in der Literatur erwdhnt und bestétigt die Resultate von Marcus
Graf (Lu et al., 1990, Seguin et al., 1998, Cui et al., 1999, M. Graf, Doktorarbeit-RIMMH,
2000).

E. 1.5. Schluf3¢folgerung

Die Ergebnisse des Einflusses der HIl-virden cis-gténdigen und trans-aktiven Faktoren auf
die Expresson der chiméren gag-Plasmide snd in folgender Graphik kurz dargestellt:

Kern Zytoplasma
chimére gag-Konstrukte
5 syn-/3 wigag T gute Gag-Expression
—\/::—C-’- Rev-unabhéngiger RNA-Export
—— Rev-unabhangiger RNA -Export

Sw-/3syngag B e desolate Gag-Expression

59

= mmmmfl= Rev-abhingiger RNA -Export

RNA -Degradierung

_\/ UTR mit5-SD

== RR-Element

1 Wildtyp-Sequenz
1 Kodon-optimierte Sequenz

Abbildung E.-4. Abhangigkeit der Expression der chgag-Plasmide von cis-stédndigen Elementen
und trans-aktiven Faktoren bezogen auf die Position der Wildtyp-Sequenzen.

Unter Berickschtigung dler Daten kann nun folgendes Model aufgestdlt werden: Die
Genexpresson von HIV-1 wird auf Spleiliebene bzw. mit Faktoren reguliert, die am
Spleifjprozess beteiligt sind. Ohne 5-SD (UTR) und bel Anwesenheit der 3'- (RRE) und
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dler 5'-lokdiserten gag-internen cis-aktiven Elemente (ch1-3-RRE und wtgag-RRE) kommt es
zu ener Degradierung der nach Trandfektion gebildeten RNA. Ist der 5-SD vorhanden,
doer nicht dle cisaktiven Elemente (UTR-chl-2-RRE), S0 i nach Trandektion ene
verkirzte gag-RNA nachzuweisen und eine gegentber mit chl-2 trandizierten Zdlen sark
reduzierte Pr559%-Expresson festzustellen. Ferner konnte gezeigt werden, dass chl-2-
trandizierte Zelen einen Defekt im Assembly von Gag haben. Daraus kann nun folgendes
gechlossen  werden: Die  verkirzte gag-RNA sanmmt  aus enem  dternativen
Solefdvorgang. Es kommt nur effizient zum dternativen Spleifen, wenn der 5-SD aber
nicht dle gag-internen cis-aktiven Elemente vorhanden snd (UTR-chi-2-RRE). Exidieren
dagegen dle diese Motive, so Uberwiegt die destabiliserende Eigenschaft der Elemente,
und es kommt zur Degradierung der RNA (ch1-3-RRE). Ergt nach Anfligen des 5°-SD it
diese RNA dabilisert (UTR-ch1-3-RRE). Fehlen dlerdings sowohl der 5-SD as auch der 3'-
SA (ch1-3), 0 kann immerhin eéne mddg gute Expresson des gag-Plasmides erreicht
werden. Daraus folgt, dass die Anwesenheit von 5-SD inhibitorische Sequenzmotive in
der gag-RNA dabiliseren kann, diese Motive aber fiur ihre starke destabiliserende
Wirkung das RR- Element benttigen.

Die gegentber chl-2-trandizieten Zdlen dak reduziete GagExpresson nach
Trandfektion mit UTR-ch1-2-RRE rihrt daher, dass es bel Vorhandensein des 5-SD bel
der daraus gebildeten RNA effizient zum dternativen Spleilfen kommt. Erge Anaysen
lassen vermuten, dass dem Spleif¥produkt bis zu 720 Nukleotide am 5-Ende von gag
fenlen. Deshab kann nicht dchergestdlt werden, dass das verkirzte Gag-Protein mit dem
p24-Antikorper nachgewiesen werden kann. Desweteren kann vermutet werden, dass
berdts die RNA von mit chl-2 trandizieten Zdlen dterndiv gesplefd wird. Dadurch
wirden dch, neben den normaen Gag-Proteinen auch 5-verkirzte Isoformen an die
Plasmamembran anordnen. lhnen wirde aber die Myridilierungsstele fehlen, weshdb es
zu énem gedorten Assambly von Gag kommt, welches Sch in einer sark verminderten
Sekretion von Pr55%% auRert.

Dartber hinaus 18% sch der Unterschied in der Expresson der Plasmide chl-3, UTR
chl-3-RRE und chl-3-RRE wie folgt eklden: Die nach Trandfektion mit chl-3-RRE
resultierende  RNA  wird aufgrund ihrer  gag-internen  cis-aktiven  destabiliserenden
Elementen degradiert. Bei Anwesenheit des 5-SD und des 3'-SA (UTR-ch1-3-RRE) eflillt
dieses RNA die (typisch eukaryontische) Voraussetzung anhand des Spleiffens prozessiert
werden zu konnen. Deshdb ist auch die Gag-Expresson nach Trandfektion mit UTR-
wtgag-RRE gegenlber der von wtgag-trandfizieten Zedlen gedeiget. Der Unterschied
zwisthen UTR-ch1-3-RRE- und UTR-wtgag-RRE-trandfizieten Zdlen in der Expressons-
rate kann dadurch erkléart werden, dass durch den synthetischen Antell von chl-3 die RNA-
Enthapie und mit ihr die Stabilitdt aufgrund der renen Nukleinsuresequenz verbessert
wird. Die schlechte Gag-Expresson nach Trasfektion mit chl-3 kdnnte mit ener
Lokdiderung der ch1-3-RNA in SNBs (siehe Diskussion iber Sam68) zusammenhéangen. Dabel
konnte auch hier die andersartige Stabilitdt der RNA fir den Expressonsunterschied von
chl1-3- und wtgag-trandfizierten Zdlen verantwortlich sain.
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E.2. Bedeutung von ,,kryptischen®, internen Spleil3donoren
fur die Genexpression von HIl-viralen GFP-Konstrukten
und fur den nuklearen Export der HI-viralen GFP-RNA
(unter und ohne Einfluss cis- und trans-aktiver Hl-viraler

Elemente)

Esist seit langerer Zeit bekannt, dass Spleil3stellen als cis-aktive Repressorsequenzen (, Cis-acting repressor
sequences’, CRS) fungieren und die Expression Rev-abhangiger RNA regulieren kénnen (Chang et al ., 1989,
Barksdale et al., 1995, Mikadlian et al., 1996). 1999 konnte Borg darstellen, dass RNA -Produkte, die einen
~Kryptischen $lei3donor enthalten, fur die zytoplasmatische Akkumulation der ungespleifiten RNA Rev
bendtigen, wahrend gespleifite RNA unabhangig von Rev ist (Borg et al., 1999). Desweiteren zeigte Borg,
dass Wildtyp-Konstrukte, denen der 5-SD fehlte, anhand , kryptischen“ Splei3donoren die Rev-Regulation
beibehalten kdnnen.

Um zu Uberprifen, inwiewet ,kryptische® Spleilidonoren ds CRS die Rev-Abhéangigkeit
virder RNAs besimmen und be der Regulaion der hivGFP-Expresson zum Tragen
kommen, wurde ein Plasmid entworfen, indem sowohl ale internen ,konsensus® ds auch
- 0 weat wie moglich - dle ,kryptischen* Spleifdonoren innerhdb von hivGFP mutiert
wurden (DsdGFP).

Da DsdGFP-trandiziete Zedlen dassdbe Expressonsverhdten wie hivGFP-trandfizierte
Zdlen zeigen, konnen ,kryptische® Spleilidonoren nicht fur die HIV-typische Expressons-
abhangigkeit (Notwendigkeit der Anwesenheit von cis- und transaktiven Elementen) hach
Trandektion mit hivGFP verantwortlich sein, da sonst die Expresson dieses Plasmides
von diesem Regulationssysem entkoppelt sein mifde (Diese Aussage wird unter der
Annahme gemacht, dass dle ,kryptischen* Spleiidonoren erfolgreich deetiert wurden!
- Sehe Zusammenfassung D.3.4.).

Ferner konnte hier dargestellt werden, dass die RNA-Enthapie einen Einfluss auf die
Stabilitét der RNA hat, sich aber nicht aus dem A/U-Gehdt der Plasmide begriindet.

Fuhrt man @nhand einer selbstgeschriebenen Datei) Computerandysen durch, so sdlt man fedt,
dass in der Sequenz fur hivGFP 15 Sam68-Bindestellen kreiert worden sind, das DsdGFP-
Kongrukt immerhin noch zehn Sam68-Motive aufweist und das huGFP-Plasmid nur eine
enzige UAAA-Sequenz besitzt.

(Desweiteren wurden in hivGFP auch ARE-, SC35- und SF2/ASF-Bindestellen detektiert:

Da die Bedeutung diessr RNA-Motive be der HIV-1 virden Genexpresson aber wie
bereits diskutiert eher zu vernachlassgen sind, werden se hier nicht weiter beschrieben.)

Schluf3folgerung

Es konnte anhand dieser Studie gezeigt werden, dass die durch die Kodonadaption von
huGFP an HIV erzeugten ,kryptischen” SpleiRdonoren nicht die Ursache fir die Rev-
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abhéngige Expresson von hivGFP snd. Bemerkenswert ist auch hier die grof3e Anzahl der
Sam68-Bindestdlen innerhab von hivGFP.

E.3. Bedeutung des Kodongebrauchs fur die Genexpression
von HIl-viralen GFP-Konstrukten und fir den nukleéren
Export der HI-viralen GFP-RNA (unter und ohne Einfluss

cis- und trans-aktiver HI-viraler Elemente)

Darliber hinaus wurden weltere GFP-Reporterkonstrukte entworfen, um zu Uberpriifen,
invieweit der A/U-Gehdt von hivGFP (ca 69% A/U) fir die Rev-abhdngige GFP-
Expresson dieses Kongtruktes verantwortlich ist. Ba diesen Plasmiden wurde jewells der
Antel von A/U in der gfp-Sequenz schrittweise gesenkt ohne dabel Ricksicht auf den HI-
virden Kodongebrauch zu nehmen (elGFP: ca 55, e2GFP: ca 50, e3GFP: ca 45% A/U). Als
Kontrollplasmid diente ferner ein GFP-Konstrukt, dessen G/C-Gehdt soweit wie maglich
vermindert wurde, ohne aber den humanen Kodongebrauch zu verdndern (cuGFP: ca 47%
A/U).

Anhand dieser Kongrukte kann belegt werden, dass der hohe A/U-Gehdt von hivGFP
nicht fir ssine Rev-abhéngige GFP-Expresson verantwortlich ist. Dies is die erse Studie
dartber, inwieweit der blofle A/U-Gehdt eine Rolle ba der HI-virden Genexpresson
gidt. Es hat gch auch hier erwiesen, dass unterschiedliche RNA-Sabilitdten auf die
zugrundeliegenden  Enthalpien zurtickzufihren snd, diese dch aber nicht mit dem A/U-
Gehdt der Plasmide erkldren lassen. Fener zeigen diese Versuche, dass zwar mit
deigendem G/C-Gehdt in dar Reged auch die RNA-Enthdpie zunimmt, das beste
Expressonsplasmid (fir Versuche in humanen Zellen) aber nicht die beste RNA-Enthdpie
bendtigt, sondern den humanen Kodongebrauch. Dies i en Indiz dafir, dass die RNA-
Enthdpie vom A/U-Gehdt nur in gewissem Mal3e beanflusst wird (Ein sehr hoher A/U-Gehalt
der Expressionsplasmide flhrt zu einer schlechten Expression, allerdings fihrt stufenweise Erniedrigung des
A/U-Gehaltes der Expressionsplasmide nicht zu einer stufenweise Verbesserung der Expression.), die
Stabilitt der RNA und ene efolgreche Expresson aber grundsizlich von weiteren
Faktoren abhangt.

Fuhrt man hier die berets beschriebenen Computeranadysen durch, so findet man in
elGFP vier, in e2GFP zwd, in e3GFP dreé und in cuGFP keine Sam68-Bindestellen.
Wirde sch herausstdlen, dass die Motive fir Sam68 eine Bedeutung fur die HI-virde
Genregulation haben, so konnte man die verbesserte GFP-Expresson nach Transfektion
mit (1, 2, 3)GFP gegenuber hivGFP-trandfizierte Zelen auch dadurch erkléren, dass bel
den eGFP-Kongrukten erheblich weniger Sam68-Bindestdlen vorhanden dnd, weshdb
ihre Expresson von der Regulaion durch ciss und trans-ektive Elemente tellwese
entkoppelt Snd (immerhin méRig gute GFP-Expression nach Transfektion mite(1, 2, 3)GFP).

Die doch erheblich schlechtere GFP-Expresson nach Trandfektion mit e3GFP gegenlber
huGFP-trandizieten Zdlen (der A/U-Gehat dieser GFP-Plasmide variiert nur um 5%) kann zudem
dadurch erklart werden, dass be e3GFP die HI-virde Kodon,Usage* zugrunde lag,
weshalb die Expression des e3GFP-Plasmides im humanen System schlechter is.
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Der Rickgang der GFP-Expresson trandfizieter Zdlen nach Anfigen von UTR und RRE
an die GFP-Plasmide konnte neben ener schlechteren Trandektionseffizienz (UTR und RRE
verlangern die Plasmide um nahezu 1 kb) auch darauf zuriickzufUhren sein, dass es durch die
Zugabe von 5-SD und 3'-SA telwese zum Spleilfen der nach Trandfektion gebildeten
RNA kommt, weshdb die daraus resultierenden GFP-Proteine in den jeweligen
Tedtsystemen nicht mehr erkannt werden. Dafir sprechen die zusédizlich im Northern Blot
aufgefundenen  RNA-Banden be  UTRhuGFP-RRE- und UTRe(l, 2, 3)-RRE-
trandfizierten Zdlen.

Die Unterschiede in der GFP-Expresson von UTR-e(l, 2, 3)GFP-RRE-trandizierten
Zdlen nach Kotrandfektion mit einem Rev-Plaamid, die nicht mit der absoluten Anzahl der
Sam68-Bindestellen in  den  GFP-Kondgrukten  korrelieren, konnten  damit
zusammenhangen, dass bel diesen Plasmiden durch Erhdhung des G/C-Gehdtes zu einem
gewissen Tel die humane Kodon,Usage® verwendet wurde, deren Vertelung in der
Nukleinsiuresequenz von e(1, 2, 3)GFP aber zufalsmdldg gedtreut ist. Ebenso erklat sch
die dets schlechtere GFP-Expresson der cuGFPs (cuGFP, UTR-cuGFP-RRE)-
trandizierten Zelen gegeniber den huGFPs (huGFP, UTR-huGFP-RRE)-trandizierten
Zdlen dadurch, dass hier nicht das absolut optimale humane K odon verwendet wurde.

Schluf3folgerung

Es konnte hier zum ersen Md gezeigt werden, dass nicht der reine A/U-Gehdt fir die
Regulation wéhrend der HI-virden Gerexpresson verantwortlich ist. Daher kann man
durch ene dufenweise Erniedrigung des A/U-Gehdtes Rev-abhangiger Reporter-
kongtrukte keine schrittweise Verbesserung der Genexpresson der Plasmide bewirken.
Dies ig en Indiz dafir, dass die RNA-Enthdpie vom A/U-Gehdt nur in gewissem Mal3e
beanflusst wird (Ein sehr hoher A/U-Gehalt der Expressionsplasmide fiihrt zu einer schlechten
Expression, alerdings fihrt stufenweise Erniedrigung des A/U-Gehaltes der Expressionsplasmide nicht zu
einer stufenweise Verbesserung der Expression.), die Stabilitée der RNA und eine efolgreiche
Expresson aber grundsitzlich von weiteren Faktoren abhdngen. Ebenso wird fir ene
optimae Genexpression im humanen System der humane K odongebrauich bendtigt.

E.4. Bedeutung des Kodongebrauchs fur die zeitlich
regulierte Genexpression im Rahmen von HlIl-viralen

chimaren Provirus-Konstrukten

Bevor die Ergebnisse der Provirus-Konsrukte diskutiet werden, soll an die bereits
gemechten Ausfihrungen (Einleitung / Diskusson) Uber die Regulation der eukaryor:
tischen sowie der HI-virden Genexpression erinnert werden.

Es ha dch in der Vergangenheit immer wieder ds schwer und problematisch erwiesen,
Ergebnise von HI-virden Reporterkonstrukten auf den HI-Provirus zu Ubertragen. Hier
daf nicht vergessen werden, dass man ba Expeimenten mit HI-Provirus-K onstirukten
unter dem Einfluss der HI-virden Regulaion seht bzw. diese beenflusst (nattrlich
nichtsdesoweniger im zdlul&en Umfdd), mit HI-virden Reporterkonstrukten dagegen
zusdtzlich HI-virde Transkripte in die zellulére Genregulation einbringt.
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Desveiteren soll ene in diesr Arbeit noch nicht diskutierte HI-virde Regulaionsanhet
erléutert werden, um spéter darauf zurlickgreifen zu konnen. Neben der unumdtrittenen
Rev-abhéngigen Regulation der  Genexpresson  spdter  HIV-Transkripte, gibt  es
wahrscheinlich noch ene wetere, die warend der Replikation zum Tragen kommt. Diese
s0ll an dieser Stelle erwahnt werden.

IRES (,, Internal Ribosome Entry Site*)

Die Initiation der Erkennung der 7-MethylguanosiniumKappe ist das Kennzeichen eukaryontischer
Trangdation. Mittlerweile hat man aber eine Reihe von Viren entdeckt, deren Translation von den internen
Ribosomen-Eintrittsstellen  (IRES)  ausgeht  (zum  Uberblick:  www.rangueil.inserm.fr/iresdatabase).
Klassische IRES-Elemente liegen in der 5"-Nichtkodierungsregion. Sie umfassen einige hundert Nukleotide
in Sekundérschleifen und enthalten als typisches Merkma eine Strecke mit zahlreichen Pyrimidin-
Nukleotiden, in kurzem Abstand gefolgt vom AUG-Startkodon. Voraussetzung fir die Verwendung von
IRES zur Trandation sind zellulére Proteine, die an die RNA-Schleifen und an die Polypyrimidin-Strecke
binden. Daraufhin werden die Proteine elF-4A und elF-4B (elF -, eukaryotische Initiations-Faktoren®)
herangezogen, die die RNA-Struktur glétten und dadurch die Assoziation der 40S-Ribosomen-Untereinheit
vorbereiten (zum Uberblick: Knippers, Molekulare Genetik, Lehrbuch, 1997).

2001 konnte Buck im gag-Leserahmen von HIV-1 IRES-Aktivitét feststellen. Er vermutete, dass sie fur die
Produktion von Pr55%9 und einer verkirzten Isoform von Gag (p40) genutzt wird (interner
Translationsbeginn von wtgag anhand AUG an Position 424) (Buck et al., 2001). Darber hinaus spekulierte
er, dass p40 fir die Wachstumskinetik von HIV in vitro benétigt wird und glaubte, dass die gag-interne IRES
dazu dient, strukturelle Barrieren an AUG,; zu umgehen, indem sie direkt Ribosomen an den gag-L eserahmen
heranrekrutiert. Die neueste Studie von Brasey konnte nun auch im 5-LTR von HIV-1 ene IRES
identifizieren (Brasey et al., 2003). Sie Uberlappt im HIV-1-Genom mit der Primerbinde- (PBS) und
Dimerisierungsstelle (DIS), dem 5™-Spleif3donor und einem grofRen Anteil der Verpackungssequenz y und
endet vor dem Startkodon von gag. Diese IRES sollte fur die Translation von Gag und Gag-Pol wéahrend der
G/M-Phase verantwortlich sein und somit eine aktive Rolle wahrend der HIV-1-Replikation Gibernehmen.
Desweiteren sollte die von Buck entdeckte IRES bedeutungslos firr die Herstellung von Pr55%% sein. Ferner
wurde beobachtet, dass die |RES-vermittelte Initiation der Translation die RNA stabilisiert.

Das interne Startkodon der von Buck lokaliserten IRES befindet sch an Postion 424.
Damit ig die IRES-Struktur von gag nur in dem chiméren Provirus-K onstrukt HXsynSpe-
Apa und dem Wildtyp HX10 enthdten. Die von Brasey identifizierte IRES sollte dagegen
in dlen hier vorliegenden Provirus-K onstrukten enthalten sein.

E.4.1. Bedeutung des Kodongebrauchs chimarer HI-Proviren fir die
Expression und Partikelbildung
E.4.1.1. Protein-Expression der chimaren HI-Proviren

In Andogie zu den vorgestelten chimédren gag-Konstrukten, wurden drel chimére Proviren
erzeugt, in denen bestimmte Sequenzbereiche innerhdb von gag an die Kodonwahl von
hochexpremierenden  Saugetiergenen angepald wurden. Desweiteren wurde eine Mutante
verwendet, bel der fast der gesamte gagpol-L eserahmen kodonoptimiert war.
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Zur genaueren Charakteriserung der chimé@en Proviren <ollte die molekularbiologische
Beschaffenhat ihrer Proteine mit dem Wildtyp verglichen werden.

Hierbe konnte anhand enes p24 Capture Assay-ELISA’s gezeigt werden, dass die
chiméren Proviren, die an 5-Ende synthetische Sequenzen haben, einen starken Riickgang
der p24-Expresson gegeniber dem Wildtyp haben. Diese korrdierten mit den jewaligen
p24-Sekretionsraten. Der Virus, der am 3-Ende von gag kodonoptimiert ist, hatte dagegen
ene gute p24-Expresson. Darliber hinaus konnte anhand von Western Blots nachgewiesen
werden, dass die erniedrigte p24-Expresson der chimd&en Proviren mit enem
Prozesserungsfehler von Gag zusammenhangt.

Aul¥erdem exprimierten nur die Proviren (,HXsynCla-Spe*, ,HXsynSpe-Apa“, ,HX10%),
deren p24-Protein im Wegsern Blot nachzuweisen war, auch Env und RT (Reverse
Transcriptase) detektierbar. Bel den Virusmutanten ,, HXsynNsp-Spe* und ,,HXsyn® kann
man vermuten, dass aufgrund fehlender Interaktion zwischen Gag und Env  ene
Partikdlausbildung wéhrend der Replikation unterbleibt, oder auch, dass Env berets
unterhalb der Nachwesgrenze liegt. Eine dritte Erklaung wére hier, dass die Expresson
von gag s0 schnell abgeschlossen i, dass es zur Ausknospung “nackter” Viruspartikel
kommt (deren Gag-Derivate aber unterhab der Nachweisgrenze liegen).

Damit fuhrt ein Prozesserungsdefekt von Gag ebenfdls zu einer gestOrten Expresson von
Env und RT.

Bereits vor zwei Jahren wurde berichtet, dass die Aktivitét der identifizierten gag-internen IRES fur den
HIV-Lebenszyklus wichtig ist (Buck et al., 2001). Es wird inzwischen vermutet, dass RNA -Strukturen im 5°-
LTR, die bei der Regulation des Spleil3ens, Polyadenylierung, Dimerisierung, Verpackung, Primerbindung
und reverse Transkription beteiligt sind, die Translation inhibieren, indem sie die Assoziierung der 40S-
Ribosomen blockieren (zum Uberblick Buck et al., 2001). Buck vermutete deshalb, dass die gag-internen
IRES dazu dienen sollen, strukturelle Barrieren am AUG, zu umgehen, um Ribosomen direkt an den
L eserahmen von gag heranzuziehen.

Mit Hilfe des GagWestern Blots konnte gezeigt werden, dass p40 nur nach Transfektion
mit HXsynSpe-Apa und HX10 nachzuweisen id. Aufgrund der Eigenschaft von IRES
Elementen, ausgeprégte Sekundérstrukturen auszubilden, wird wohl die gag-interne IRES
aufgrund der 5'-Sequenzmodifiketionen in HXsynCla-Spe, HXsynNsp-Spe und HXsyn
zergOrt worden sein. Somit fehlt den daraus resultierenden Proviren das Element, das eine
von der 7-Methylguanosnium-Kappe unabhdngige Trandation ermdglicht. Deshdb it die
schlechte  Expression der chim&en Viruskondrukte mit den 5'-kodonoptimierten
Sequenzanteilen wohl auch auf Trandationsebene zurlickzufthren.

Ba HXsynCla-Spe-trandizieten Zdlen i¢ im GagWeden Blot ene zusiziche
spezifische Bande von etwa 30 kDa nachzuweisen. Da der Western Blot mit dem 16/4/2-
Antikorper durchgefihrt wurde, ist davon auszugehen, dass dieses Gag-Derivat p24
beinhatet. Nach 72 Stunden konnte im Western Blot dieses Produkt nicht mehr
nachgewiesen werden. Aufgrund der  durchgefiihrten  Sequenzmodifikationen  wird
vermutet, dass dieses Gag-Derivat aus einem dternativen Spleifldvorgang hervorgegangen
ig. Es entgteht dlerdings nicht bai HXsynNsp-Spe- und HXsyn-trandfizierten Zellen. Das
kann dadurch erklart werden, dass diese drei Plasmide zwar dle zwischen der Nsp V- und
Soe [-Schnittstelle  kodonoptimierte  Sequenzen  beinhdten, HXsynCla-Spe und HXsyn
jedoch zusdtzlich bis zur Cla I-Redriktionsstele und HXsyn bis zur ,dlippery site
modifiziert wurden. Damit i davon auszugehen, dass die nach Trandektion gebildete
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RNA jewells unterschiedliche Sekundérstrukturen ausbilden. Nur die Konformation der
HXsynCla-Spe-RNA ermoglicht dabel einen Spleifdvorgang, der zur Trandation des etwa
30 kDa-grol¥en Proteins fuhrt. Ob und wiewet das etwa 30 kKDA-Proten zur fehlerhaften
Prozessierung des HXsynCla-Spe- Proviruses beitragt, kann aber nicht gesagt werden.

E.4.1.2. RNA-Stabilitat und RNA-Verteilung nach Transfektion mit den HI-

Proviruskonstrukten

Verglecht man die RNA-Enthapien und den A/U-Gehat des gag-Gens der chiméren
Proviren untereinander, so gelt man fest, dass die RNA-Enthdpie mit seigendem G/C-
Gehdt zunimmt. Es exidiet jedoch keine Korrdation zwischen der RNA-Enthadpie bzw.
dem A/U-Gehdt und der jeweligen Expressongraten der Provirus-Plasmide. So zeigt der
Provirus mit der schlechtesten RNA-Enthdpie und dem hochsten A/U-Gehdt (,HX10%)
die beste p24-Expressongate. Bertickschtigt man ferner, dass die Stabilitdt der RNA auch
von deen Sekundérstruktur abhdngt, die wiederum von der  Nukleinsduresequenz
bednflusst wird, so0 ist dies ein Indiz daflr, dass cis-standige Motive Uber trans-aktive
Faktoren einen stabiliserenden Einfluss auf HI-viradle RNAS haben.

Zudem wurden Northern Blot-Andysen durchgefiihrt um  nachzupriifen, inwiewet die
schlechte Protein-Expressionsrate auf RNA-Ebene zurtickzufiihren ist. Hier konnte gezeigt
werden, dass die RNA-Vertealung nach Transfektion mit den chiméren Kongtrukten, deren
5°-gag-Sequenz  kodonoptimiert snd (HXsynCla-Spe, HXsynNsp-Spe), nicht mehr 0
dominierend auf der Sdte der enfach gegpleifden RNAs liegt wie ba mit Wildtyp
trandfizieten Zdlen bzw. zur ungeplefden RNA (be  HXsyn-trandiziete Zdlen)
verschoben ist. Nach Transfektion mit HXsynSpe-Apa und HX10 dagegen sind eindeutig
die einfach gespleif¥en RNAs vorherrschend.

Aulerdem konnte nach Transfektion mit HXsynCla-Spe und HXsynNsp-Spe auch nach 15
Stunden kein effizienter RNA-Export nachgewiesen werden. Demzufolge korrdiert die
schlechte Gag-Expresson dieser Provirus-Kongrukte mit einer geringen Konzentration an
ungespleifder RNA im Zytoplasma. Die niedrige nukledre Konzentration an virder RNA
kann durch das Fehlen von Ta bedingt sain. Aufgrund des synthetischen Sequenzanteiles
kann es zu einer basden Transkription der 5-modifizierten Proviren kommen, 0 dass
zwar die ungesplefde RNA nachzuweisen i, aber aufgrund der Abhéngigket des LTR
Promoters von Ta diese nur in ene sehr geringen Quantitdt auftritt. Insgesamt kann
dlerdings nicht gesagt werden, inwieweit Degradierung, schlechte Transkription oder
ineffizienter Trangport der RNA nach Trandfektion mit HXsynCla-Soe und HXsynNsp-Spe
zusammen spien.

Die niedrige p24-Expresson nach Trandfektion mit HXsyn dagegen scheint nicht auf ener
schwachen Konzentration der ungespleiffen RNA im  Zytoplasma begrindet  liegen.
Insofern sind hier fir die desolate GagExpresson zytoplasmatische RNA- und/oder
Protein-Prozesserungsprozesse  verantwortlich zu  machen. Demzufolge konnte mit  der
Northern Blot-Anayse gezeigt werden, dass die bisher vermutete Annahme, dass die
niedrige p24-Expresson nach Transfektion mit HXsyn auf ein Fehlen von Ta hin und
damit auf eine geringe Transkription begrindet liegt, nicht zutrifft (M. Graf, Doktorarbeit-
RIMMH, 2000). Insofern weist die beobachtete Steigerung der p24-Expresson von

115



DISKUSSION

HXsyn-trandizierten Zellen nach Kotrandektion mit pcTat auf eine wetere Funktion von
Tat im Replikationszyklus von HIV-1 hin.

Beraits 1992 konnte Parkin zeigen, dass ein efolgreicher Leserastersprung (,frameshift”)
zwischen gag und pol in vivo von der Sekundérstruktur der 3'-Sequenzumgebung der
»Sippery sit¢* ahangig i (Parkin et al., 1992). Da die Sequenz von HXsyn direkt bis zum
Beginn der ,dippery sité’ kodonoptimiert ist, konnte es sein, dass dSch die 5'-Sequenz-
umgebung der ,dippery siteé’ auf die Sekundarstruktur ihrer 3'-Sequenzumgebung derart
auswirkt, dass sch die fir den efolgreichen Leserastersprung bendtigte 3'-Konformation
nicht mehr ausbilden kann. Demzufolge kommt es zu keiner oder reduzierten Bildung der
Gag/Pol-Fusonsproteine, was dch  letztendlich in einer  gestOrten  Virusprozessierung
aulert.

Die zur Wildtyp-Situation geénderte RNA-Vertelung nach Transfektion mit den 5'-kodor+
optimierten chimé&en Provirus-Kongrukte konnte in enem Wechsdspid von ESE, ESS,
Sam68 und der Spleilfosomenmaschinerie begriindet liegen. ESE und ESS sind, wie bereits
erlautert, bei der Auswahl der Spleillstellen betelligt. Insofern kdnnte es sein, dass durch
neue ESE- und ESS-Motive in diesen Kongrukte nicht mehr in gleicherweise auf den SD
fur die virden Hilfsprotene (enfach gesplaf¥e RNAS) zurlickgegriffen wird, wie es
wahrend der zetlich regulierten HI-viralen Genexpression der Fl i<

Betrachtet man nun inwieweit die Sam68-Bindestdlen durch die Chimeriserung der
Sequenz zerstort wurden (HX10 in Analogie zu wtgag 14, HXsyn in Analogie zu syngag keine Sam68-
Motive im gag-Leserahmen), SO kann man folgendes feststdlen: Be HXsynCla-Spe wurden die
esen acht Motive ddetiert, baei HXsynNsp-Spe die Motive drel bis acht, wohingegen
HXsynSpe-Apa die ersten acht der insgesamt 14 Sam68- Bindestellen von wtgag besitzt.

Das zuvor diskutiete Moddl fir die Beteligung von Sam68 an der Regulatiion der
Expresson von wtgag kann jetzt nicht in sdber Weise auf den Provirus Ubertragen werden.
Zuwvor wurde ein Hl-virdes Transkript in die zdluldre Genregulation eingebracht. Danach
wurde erlautert, weche zusizlichen zdluldren Faktoren aufgrund cis-sténdiger RNA-
Motive heranrekrutiert werden und ene Rolle ausiben konnten, die se im normaen
zdlul&ren Umfeld nicht héiten. Jetzt aber hat man Provirus-Kongrukte, die unter dem
Einfluss der HI-virden Regulation stehen, verdndert. Deshadb mul jetzt betrachtet werden,
ob dadurch das Heranziehen notwendiger zdluldrer Faktoren verdndert wird und wie sch
das auf die HIV-Regulation auswirkt. Dies stellt sozusagen einen Perspektivenwechsd dar.

Unter der zuvor dargestdlten Aussagen Uber die Funktionen von Sam68 und unter
Bertickschtigung, dass Rev nur ,im Entstehen begriffene® RNA-Transkripte ds Substrate
fur den Export benutzt (lacampo und Cochrane, 1996), 1&% sich nun folgendes, bisher noch
nie beschriebenes, Modd| aufstellen:

Ba Anwesenhat von Rev und den UAAA-Motiven in der RNA wird Sam68 an den
SpleiRosomenkomplex herangezogen. (Es wurde bidang immer wieder spekuliert, dass die
spdten HIV-1-Transkripte aufgrund der Splefdlen mit  unterschiedlicher  Effizienz
(starker SD, schwacher SA) oder aufgrund cis-aktiver Elemente im SpleiRosomenkomplex
héngen bleiben (Chang et al., 1989; Kjems et al., 1991; Nasioulas et al., 1994; Mikadlian
et al., 1996).) Die Préasenz von Sam68 sorgt dann fur eine frihzetige Rekrutierung von
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RHA (RNA helicase A an die Spleilfmaschinerie (Reddy et al., 2000 — Interaktion von Sam68 mit
RHA), wodurch die noch ungepleil¥e bzw. es enfach gegpleie RNA aus dem
Spleilzosomenkomplex entlassen werden kann und nun fir den Kernexport zur Verfliigung
deht. Es wurde bereits diskutiert, dass Sam68 eventuell auch eine Rolle bem HI-virden
RNA-Trangport und Trandation zukommt.

Mit diessm Moddl konnten nun die unterschiedlichen p24-Expressongsraten nach
Trandfektion mit den chiméren Viruskongtrukte erklart werden. Den 5'-kodonoptimierten
Provirus-K ongrukten fehlen mehr oder weniger die 5'-lokdiserten UAAA-Mative in gag.
Die Bedeutung der 5-Hdfte von gag und der virden Splellddlen bei der HIV-
Replikation wurde immer wieder in der Literatur as auch in dieser Arbeit belegt (Schwartz
et al., 1992, Schneider et al., 1997, Borg et al., 1997, Cui et al., 1999). Zusdtzlich sind aber
die daken bzw. schwachen Hi-virden Spleil}donor- und -akzeptorstellen vorhanden.
Deshab kam die chimé&e RNA, die nach Trandektion mit diesen Konstrukten produziert
wurde, nicht effizient vom Spleifosom freigesetzt werden. Der Unterschied in der RNA-
Vetdlung nach Trasfektion mit HXsynCla-Spe, HXsynNsp-Spoe und HXsyn kénnte wie
folgt erklart werden. Die Expresson der Kongrukte mit dem groleren synthetischen Antell
(HXsynCla-Spe, HXsyn) unterliegen aufgrund der humanen Kodont, Usage® weniger der
Regulation durch Rev ds HXsynNsp-Spe-trandiziete Zdlen. Hier kommt es zu ener
wechsd satigen Kombination des zdluléren mit dem virden Regulationssystem.

E.4.1.3. SchluRfolgerung

Im provirden Umfdd konnte dargestdlt werden, dass Zdlen, die mit den HI-
Proviruskongtrukten trandfiziert wurden, die Sequenzmodifikationen am 5°-Ende von gag
hetten, reduzierte p24-Expressonen ds auch -Sekretionen zeigen. Zudem verursacht die
Verdnderung des Kodongebrauchs bel den Proviren eine gestdrte Prozesserung von Gag
und es kommt zu enem vermindeten oder keinem Einbau von Env in de
korrespondierenden  Viruspartikel. Die erniedrigte Expressonsrate der spéten HIV-Gene
kann dabe auf RNA-Ebene zuriickgefuhrt werden. Inwieweit Sam68, ESE, ESS und Tat
zur schwachen Konzentration der RNA betragen wurde diskutiert. Dartiber hinaus wird
vermutet, dass nicht nur SplelfRen und Transkription, sondern auch die Trandation anders
adsbeim Wildtyp verlauft.

E.4.2. Bedeutung des Kodongebrauchs der chimaren Proviren fur die

Infektidsitat der gebildeten Viruspartikel

Zur weiteren Charakteriserung der chiméen Proviren <ollte ihre Infektiosta andysert
werden. Dazu wurde zum einen der ,MAGI“-Assay herangezogen, zum anderen wurden
die infektidsen Einheiten mittels Titration bestimmt.

Hierbel wurde gefunden, dass nur Zelkulturiberstand von mit HXsynSpe-Apa bzw. HX10
trandizierten H1299-Zdlen Hela-LTR-b-Ga-Zdlen infizieren konnte. Je nech Virus-
verdinnung war der freigesstzte chimée Virus im Durchschnitt um den Fektor funf bis 20
weniger infektios ds der Wildtyp. Da die ausgezéhiten blauen Zdlen jewels auf 100 ng
p24 standardisert wurden, dirfte diessr Unterschied auf eine verzigerte Replikation des
HXsynSpe-Apa-Proviruses gegeniber dem Wildtyp zurtickzufihren sein.  Die ,Nicht-
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Infektiogta” der anderen chiméren Proviren kann dadurch erklat werden, dass es be
ihnen zu enem fehlerhaften bzw. keinem Einbau von Env in die Virugpatikd kommt.
Dadurch fehlt der virde Interaktionspartner (gpl20) fiur den zdlul&ren CDA4-Rezeptor,
wodurch die Viren nicht an ihre Zid zdle binden kdnnen.

Fur die Titration wurden humane Lymphozyten mit einer seridlen Zdlkulturibersands
verdinnung trandfizieter H1299-Zdlen infiziet. Dabe konnten fir dle Proviren
Viruditer berechnet werden. Das Verhdltnis der infektibsen Einheiten der chiméen HI-
Proviren zueinander entsprach dabel der Tendenz der ermittdten prozentuden p24-
Expressongraten. Der Wildtyp zeigte den besten Titer, gefolgt vom Provirus ,, HXsynSpe-
Apa“; der Provirus ,HXsynCla-Spe" war etwa doppet so infektios wie der Provirus
»HXsyn", wéhrend die Infektiostd vom Provirus , HXsynNsp-Spe” nur noch hab so hoch
war, wie die vom Provirus ,HXsyn“. Damit geht die unterschiedliche Infektitgtéat der
Proviren auf ihre p24-Expresson zurtick. Allerdings ist die Tendenz von Titer und p24-
Expresson nur be den chim&en Virusmutanten untereinander anndhernd linear
miteinander zu verglechen. Die bis zu 20-fach bessere p24-Expresson vom Wildtyp
aulert dch in @ner bis zu 2000-fach besseren Infektiogtéat. Dies spricht daflr, dass die
Replikation der chiméren Proviren gegentiber dem Wildtyp verzogert ablauft.

De Unterschied zum Ergebnis aus dem ,MAGI“-Assay, be dem freigesetzte Viren aus
mit HXsynCla-Spe, HXsynNsp-Spe und HXsyn trandfizierten H1299-Zdlen nicht infektios
waren, kann dadurch erklart werden, dass die Testsysteme unterschiedlich sengtiv snd.
Aulerdem wurden die Lymphozyten langer mit dem Kulturiberstand inkubiert und lagen
in ene héheren Zdlzahl vor. Es konnte daher hier moglich gewesen sain, die Summe
minimal verlaufender Infektionen nachzuweisen.

Schluf3folgerung

Anhend der Infektionsstudien konnte gezeigt werden, dass Proviren mit  Sequenz-
modifiketionen am 5-Ende von gag ene geringeren Infektiosta as der Wildtyp haben.
Dabel korrdiert die geringe Fahigkeit zur Infektion mit einer reduzierten p24-Expression.
Allerdings i die Tendenz der ermittdten infektibsen Einheiten und der p24-Produktion
nur be den chiméaen Proviren linear miteinander vergleichbar. Dies ig en Indiz dafir,
dass die Replikation der Virusmutanten verzogert abléuft. Die gestorte Virusvermehrung
ig dartber hinaus auch auf enen fehlerhaften bzw. kenen Einbau von Env in die
Viruspartikd zurtickzufUhren.

E.4.3. Bedeutung des Kodongebrauchs der chimaren Proviren fur die

zeitlich regulierte Replikation

Um die Replikationskinetik der chiméren Proviren direkt bestimmen zu konnen, wurden
CEM-Zdlen mit HXsynCla-Spe, HXsynNsp-Spe, HXsynSpe-Apa, HX10 und HXsyn
trandfiziet und Uber enen Zetraum von 30 Tagen kultiviet. Dabei wurden die Zelen
jeweils dle 48 Stunden 1:1 gesplittet und die p24- Expression bestimnnt.

Fir die chimé&en HI-Viren mit 5-Sequenzmodifiketionen konnte kein Replikaions-
verhdten nachgewiesen werden. Da die trandizierten Zdlen bereits nach 48 Stunden zum
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eggden Md gexlittet wurden, deht dieses Ergebnis nicht im  Widerspruch  zur
Titrationsandyse. Hier kamen Kulturlibersdnde zum Einsaiz, die st bis zu 60 Stunden
nach der Transfektion von H1299-Zdlen zum Infizieren der CEM-Zdlen geerntet wurden
und somit mehr sezerniertes p24 angereichert hatten. Insofern ist der Unterschied zwischen
den Ergebnissen der Titraionsandyse und den der Replikationsstudie auch en Hinwes
darauf, dass die 5-kodonmodifizierten Proviren enen sehr langsames Vermehrungszyklus
haben. Der Provirus ,HXsynSoe-Apa“ zeigte gegenlber dem Wildtyp ,HX10* dagegen nur
ene lecht verzogerte (zwel bis vier Tage) Replikation mit reduzierten p24-Maximawerten
(ca 60% von HX10-trandizieten Zelen). Somit beantrachtigen Sequenzmodifikationen
an 3-Ende von gag kaum das HI-virde Replikationsverhdten. Dies ig im Enklang mit
den Ergebnisse dar Studie mit den chimé&en gag-Reporterkonstrukten. Hier zeigten auch
die Kongrukte mit dem 5-Wildtyp-Antel unter dem Einfluss der virden cissténdigen
und trans-aktiven Elemente (UTRch(1-2, 1-3)-RRE) diesdben Expressonsagenschaften wie
das UTR-wtgag-RRE-Plasmid.

Neben der Analyse der Replikationskinetik wurde auch das Replikationsverhaten der
chimdren  Provirus-Vaianten im  ,Langzeit‘-Zdlkulturexperiment  verfolgt.  Eine
Segerung der  Replikationgfahigkeit in Zdlkultur Uber die Zet <ollte mit ener
Angleichung der  RNA-Vetelung und ener <chrittweisen Reverson  der im
Kodongebrauch verdnderten Sequenz hin zum Wildtyp fuhren. Dazu wurden MT4-Zdlen
mit den entsprechenden Virus-Plasmiden trandfiziet und Uber einen Zeitraum von dre
Monaten kultiviert (genaue Durchfiihrung siehe Methodenteil).

Hierbel konnte bei den Mutanten mit den 5-Sequenzmodifikationen zu keinem Zeitpunkt
p24 detektiet werden. Dies it jetzt dlerdings im Widerspruch zur Titrationsandyse. Eine
mogliche Erklaung wéare die Eigenschaft der MT4-Zdlen, die Sch zwar leichter ds die
CEM-Zdlen infizieren, dafir im Gegensaz zu diesen schwerer trandizieren  lassen
(Erfabrungswert unserer Arbeitsgruppe). Es wurde zwar versucht, sowohl den ,Kurzzeit®-
als auch ,Langzat*-Versuch mit beiden Zdllinien durchzuflihren, - das Problem dabel war
dlerdings, dass dowechsdnd die MT4- oder die CEM-Zdlen nicht - fir Versuchszwecke
optima - zu kultivieren waren. Deshdb wurde das Replikationsverhdten nur in CEM-
Zdlen andysert, wahrend die ,, Langzeit’-Studie nur in MT4-Zdlen durchgefihrt wurde.

Nach Trandektion mit HXsynSpe-Apa und HX10 konnte immer ene p24-Produktion
nachgewiesen werden. Diese Expressongrate lag zwischen beiden Proviren aber Uber die
Zeit jewdlls unterschiedlich hoch zueinander, wie nachfolgender Tabelle zu entnehmen is.

2.Woche | 3.Woche | 5.Woche | 8.Woche | 10. Woche | 12. Woche

x-fach hohere p24-
Expression nach
Transfektion mit HX10
ggu. HXsynSpe-Apa-
transfizierten Zellen

20,45 56,93 18,61 8,38 2353 4,43

Tabelle E.-5. Ermittelter Faktor zwischen der p24-Expression nach Transfektion mit HXsynSpe-
Apa und HX10 im Laufe der dreimonatigen Kultivierung.

119




DISKUSSION

Die beobachteten Differenzen konnen dadurch erklat werden, dass die beiden Proviren
éne andersatige Infektiogtét aufzeigen: Die Zdlen werden durch den Provirus ,HX10*
schndler infiziet ds durch den Provirus ,HXsynSpe-Apa“, und die Ausschnirung von
Virugpartikeln it hoher. Deshdb kann deutlich mehr p24 be HX10-trandfizieten Zdlen
detektiert werden. Auf der anderen Seite Sterben die Zellen durch den Provirus
»HXsynJpe-Apa“ langsamer ab, deshdb ig tellweise wieder en klenerer Unterschied in
der p24-Expresson zwischen beiden Proviren zu beobachten. Der Wildtyp-Virus findet zu
wenig lebende Zdlen um sEine prozessve Replikation voranzutreiben. Nach Zugabe von
frischen Zdlen kommt es deshdb wieder zu einer erhbhten Vermehrung des Wildtyps, und
die Differenz der p24-Produktion zum Provirus ,HXsynSpe-Apa“ wird wieder grof3er (siehe
Zeitpunkt 3. und 10. Woche).

Nach dreimonatiger Kultivierung ging es aber beiden Zelkulturen sehr schlecht, was zum
Tel auch an der Versuchsdurchfihrung sdbst liegt. Um zu verhindern, dass replikations-
féhige, aber in ihrer Vermehrung langsame Viren heraus verdinnt werden (Diese Moglichkeit
bestand vor allem bei den Virusmutanten, die sich aus HXsynCla-Spe-, HXsynNsp-Spe- und HXsyn-
transfizierten Zellen gebildet haben), Sollten &) die Zdlen nicht gesplittet bzw. durch Zugabe
von frischen Zdlen die Zdlzahl anndhernd kongtant gehdten und b) das Medium immer
nur teillweise erneuart werden. Allerdings mufden die Zdlkulturen der Viren mit 5'-
Sequenzmodifikationen dann doch gesplittet werden, da keine Infektion Sattfand, und die
Zdlen 3ch deshdb gut vermehrten. Zudem war es sehr schwer, eine anndhernd kongtante
Zdlzahl aufrecht zu erhdten, ohne die Zdlen mit zu viden Strel}Stuationen (gleichmaRige
Resuspension der Zellen zum Z&hlen, Arbeiten unter der Sterilbank unter nicht optimalen Zellkultur-
bedingungen (CO,-Gehalt, Temperatur)) zu konfrontieren.

Es ig bekannt, dass die Reverse Transkriptase (RT) im zdlfreen Sysem bzw. in vitro ene
hohe Fehlerquote beim Nukleotideinbau verursacht (25 x 10 his 58 x 10* (zellfreies System)
bzw. ca 9,2 x T* (in vitro fir HXB2 (LTR)) (zum Uberblick: O'Neil et al., 2002)). Deshalb sollte nach
drei Monaen Kultivierung eine eventudl vorliegende Rickmutation bereits zu beobachten
sin, weshdb der Versuch - auch aufgrund des schlechten Zugtands der Zdlen -
abgebrochen wurde.

Aufgrund der daidischen Abscherung der Daten, soll hier nur auf die Andyse der
Sequenzen der Proviren aus HXsynSe-Apa- und HX10-trandizieten Zdlen nach
zwolfwochiger Inkubation eingegangen werden.

Theoretisch kann es bei der HIV-Vermehrung wéahrend (i) der Transkription durch die RNA-Polymerase I,
(i) der DNA-Synthese durch die virale Reverse Transkriptase oder (iii) der Replikation durch die zelluldre
DNA-Polymerase zu Mutationen in der viralen Nukleinsduresequenz kommen. Wegen der hohen
Genauigkeit wahrend der DNA-Replikation, die nur in 10° bis 10 Falen zu Substitutionen im Genom
fihrt, und wegen der 3" - 5" Exonukleasen Aktivitdt der RNA-Polymerase I, sind die meisten Mutationen
jedoch auf die Aktivitét der Reversen Transkriptase zurtickzufiihren (O’Nell et al., 2002).

Die Mutationsrate vom Provirus HX10“ lag bei 7,1 x 10, die vom Provirus ,HXsynSpe-
Apa“ dagegen be 9,355 x 10™*. Damit war die Fehlerquote der RT beim HXsynSpe-Apa-
Virus nahezu identisch mit dem in der Literatur bereits beschriebenen Wert (9,2 x 104,
O'Nell et al., 2002). Be diesem HI-Provirus konnte zudem keine gefestigte Reverson hin
zur  Wildtyp-Sequenz  beobachtet werden. Dies kann damit erklért werden, dass die
Replikation vom Provirus ,HXsynSpe-Apa“ gegeniber dem Wildtyp nur leicht verzogert
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(zwe bis vier Tage) und die Polyproteinprozesserung fehlerfra abléuft. Deshdb unterliegt
die Virusmutante keinem eigentlichen Sdektionsdruck. Die um Uber 20% gedteigerte
Mutationswvahrscheinlichkeit vom Wildtyp ,,HX10" gegeniber dem Befund von O'Nell
liegt wohl daran, dass zur Aktivitdée der RT auch virde und/oder zeluldre Faktoren
beitragen (O'Nell et al., 2002). Wegen der hohen ,Durchsetzunggrate’ der Zellen die mit
HX10 trandiziert wurden, ging es diesen Kulturen schlechter as denen, die mit HXsynSpe-
Apa trandfiziet und inkubiert wurden. Deshdb fehlten hier fir die Funktion der RT
notwendige zellul&re Faktoren, wodurch die Aktivitéd der RT und damit ihre Mutationsrate
anders war.

Die Aktivitd der Reversen Transkriptase hangt aber auch von der Konformation der in
cDNA zu schreibenden virden, genomischen RNA &b (Derebail et al., 2003). Darin kénnte
auch der Grund liegen, warum - sdbst im ,Langzeit“-Versuch - keine angehende Infektion
nach Transfektion mit HXsynCla-Spe, HXsynNsp-Spe und HXsyn beobachtet werden
konnte. Aufgrund der 5'-Sequenzmodifikationen wird die reverse Transkription bei diesen
Virusmutanten derart behindert, so dass es zu keiner oder stark verzogerten Produktion der
virden cDNA kommt. Dies wirde bedeuten, dass 5 -kodonoptimierte Proviren wahrend
ihres Replikationszykluses an unterschiedlichsten Punkten (RNA-, Protein-Prozessierung, Env-
Einbau, reverse Transkription) gestort werden, die in ihrer Summe den Vermehrungszyklus zum
Stoppen  bringen. Die aufgrund der  Sequenzmodifikationen  behinderte  reverse
Transkription kénnte auch beim Provirus ,,HXsynSpe-Apa“ der Grund fir die gegeniber
dem Wildtyp zeitlich verzogerte Replikation sein.

Die beobachtete G ® A Mutation, die vor dlem bam Wildtyp zu beobachten war, geht
auf die bereits beschrieberne Eigenschaft der virden RT zurlick, bevorzugt Adenosin
enzubauen (Vatanian et al., 1991). Bemerkenswert ist aber, dass die bekannte
Transverson von C nach T nur bem chimé&en Provirus auftrat (Vartanian et al., 1994).
Eine Erklarung dafir ist bisher nicht bekannt. Beide vermehrt erscheinende Mutationen
(G® A und C ® T) wurden bereits von Bourara in chronisch infizieten H9-Zdlen
beobachtet (Bouraraet al., 2000).

De  Vollgandigkeit hdber s hier noch ewédhnt, dass mit der beschriebenen
Durchfihrung der Genom-Andyse (Isolierung des gag-Gens durch PCR-Amplifikation und Sub-
klonierung in einen Expressionsvektor zum Sequenzieren) Rekombinaionsereignisse nicht erfald
wurden.

Buck gdlte bereits 2001 fest, dass eine Provirusmutante, die nicht mehr féhig i, die
verkirzte Isoform von Gag (p40) anhand AUG44 mit Hilfe der gag-internen IRES zu
bilden, ene dramatisch reduziete Wachstumskinetik aufzeigt. Wurde dagegen p40 in trans
Zzu dem Versuchsansatz gegeben, so konnte die Replikation norma ablaufen (Buck et al.,
2001). Geht man davon aus, dass p40 auch eine Funktion bei der HI-virden Replikation
zukommt, so liegt wohl der Verlus der Replikationsféhigkeit der Proviren ,,HXsynCla-
Se*, HXsynNsp-Spe* und ,,HXsyn* auch am Fehlen von p40 (bereits an anderer Stelle
dargestdlt). Die Funktion von p40 be der HI-virden Replikation wird inzwischen
dlerdings bedritten (Brassy et al., 2003). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbat silitzen
die Hypothese von Buck.
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SchluRfolgerung

Es konnte gezeigt werden, dass chimé&e Provirusmutanten, die am 5-Ende
Sequenzmodifikationen beinhdten, nicht mehr nachweisbar replizieren konnen. Dies kann
() auf ene fehlerhafte Prozesserung von Gag, die zu enem gestOrten baw. keinem Einbau
von Env in die korrespondierenden Viruspartikel fihrt basieren, (i) auf das Fehlen des
trans-aktiven virden p40-Proteins begrindet liegen und/oder (iii) auf ene gestOrte
reversen Transkription zurlickgefihrt werden. Der Provirus mit der  kodonoptimierten
Sequenz am 3-Ende von gag zeigt gegeniber zum Wildtyp eine - wie bereits vermutet -
nur leicht verzogerte Replikation mit ener reduzierten p24-Produktion. Damit steht dieser
chimére Provirus unter keinem Sdektionsdruck, weshdb bel ihm auch keine Rickmutation
zur Wildtyp- Sequenz zu beobachten ist.

E.5. Ausblick

Die in dieser Arbet gewonnen Erkenntnisse bilden die Basis fir grundlegende Unter-
suchungen Uber die Wirkungsweise cis-dandiger Elemente ba der zatlich regulierten
Genexpression im Rahmen der HIV-Replikation.

E.5.1. Analyse der Bedeutung von Sam68 bei der Expression spater

HIV-1 Produkte

Neueste Studien sprechen Sam68 immer wieder eine Bedeutung bel der HI-virden
Repliketion zu (siene Diskussion Uber Sam68). In diessr Arbeit wurden verschiedene neue
Modele der Beeligung von Sam68 an der Regulation der Genexpresson von HIV
diskutiert. Anhatspunkte dafir snd hauptsichlich die innnerhdb von gag lokdiserten
Bindestellen fir Sam68. Bemerkenswert hierbel idt, dass diese Motive bereits 1997 von
Schneider zufdlig diminiert wurden, ds e versuchte, die charakterisischen Merkmale der
sogenannten inhibitorischen Sequenzmotive (INS) zu andysieren (Schneider et al., 1997).

Inzwischen ist gesichert, dass RNA -Synthese, -Prozessierung, -Kernexport, und -Translation eine ineinander
geschachtelte Kaskade bilden, die fir eine geordnete Hl-virale Genexpression unabdingbar ist. Wie dieser
Proze ablauft und kontrolliert wird, ist jedoch zum gréften Teil immer noch nicht geklart. So ist bisher auch
noch nicht bekannt, welche Funktion cis-aktive Sequenzmotive (ineffiziente Spleif3stellen und sogenannte
inhibitorische Sequenzmotive) innerhalb der viralen RNA hierbei spielen. Gerade im Hinblick auf die
Notwendigkeit einer zeitlich und quantitativ regulierten Proteinsynthese, wie sie fir alle pathogenen Viren
vorausgesetzt wird, sind detaillierte Kenntnisse dieser Mechanismen aber fur die Entwicklung neuer

antiviraler Therapieansétze unentbehrlich.

De Enfluss der Sam68-Bindestdlen innerhdb der virden RNA auf die HIV-Replikation
konnte anhand des hivGFP-Reporterkonstruktes ausgetestet werden. Hierfir mifden die
UAAA-Mative innerhadb der hivGFP-RNA zerstért werden (Dsam68hivGFP). Kommt
Sam68 eine RNA-dabiliserende Aufgabe zu, so sollte die DEam68hivGFP-RNA nicht
mehr im Kern degradieren. Erflllt Sam68 dagegen eine Funktion beim Frellassen der
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ungeplelflden bzw. enfach gesplefden RNAs s0 solite die UTR-CEam68hivGFP-RRE-
RNA nicht mehr (- wegen des starken 5-SD und des schwachen 3-SA -) effiziient vom
Spleillosomenkomplex freigesetzt werden konnen; - deshdb dirfte diess RNA auch nicht
mehr transportiert werden konnen. Ist der Einfluss von Sam68 eher auf der Transportebene
bedeutend, so dirfte die UTR-hivGFP-RRE-RNA schndler aus dem Kern transportiert
werden ds die UTR-CBam68hivGFP-RRE-RNA. Kommt Sam68 dagegen ene Funktion
be der Trandation zu, so llte aus UTR-hivGFP-RRE trandfizieten Zelen das GFP-
Protein friher nachzuweisen san ds aus UTR-CBam68hivGFP-RRE trandizierte Zdlen.
Desweteren  konnte mit  ,Band-Shift“-  und , Two-Hybrid*-Andysen ene direkte
Asoziierung von Sam68 mit der RNA nachgewiesen werden. Die Andyse der Bedeutung
der UAAA-Mative in der virden RNA konnte aber auch anhand anderer Rev-abhangiger
Reporterkonstrukten, wie z.B. mit CAT (Rosen et al., 1988, Cochrane et al., 1991,
Schwartz et al., 1992), in gleicheweise ausgetestet werden. Mit diesen Versuchen konnte
es gdingen, wetere grundiegende Einblicke in die Regulaion von HIV zu bekommen.
Dies wirde dann moglicheewese neue thergpeutische Angriffounkte gegen HIV
aufzeigen.

E.5.2. Herstellung Rev-abhangiger Reporterkonstrukte durch gezielte

Veranderung der Kodonwabhl

Durch die Anpassung der Kodonwahl von GFP an den Kodongebrauch von HIV-1 konnte
in unserer Arbetsgruppe bereits ein Kongtrukt hergestellt werden, dessen Expresson der
HI-virden Regulation durch UTR und Rev/RRE unterliegt (hivGFP) (Sylvia Kehlenbeck,
Diplomarbeit-RIMMH, 2000). Wirde den Sam68-Bindestellen innerhdb der virden RNA
ene Bedeutung be der zatlich regulieten Genexpresson im Rahmen der HIV-
Replikation zukommen, so konnte man bei der Ubertragung der Hi-virden Kodon
,usage® auf andere Gene ddaillierter vorgehen. Desweteren konnte in dieser Arbeit
dargestellt werden, dass die HI-virde Kodonwahl im 5-Bereich enes Gens genligt, um
eine Abhdngigkeit von UTR und Rev/RRE zu erechen. Diese Kenntnisse sollten bel der
Entwicklung weterer Reportersyseme zur Audestung antivirder, auf Rev baderender
Thergpeutika hilfreich sain.

E.5.3. Herstellung attenuierter Lebendimpfstoffe durch Veranderung

der Kodonwahl

In dieser Arbeit wurde die Bedeutung des 5-Ende von gag fur die zetlich regulierte
Expresson wéhrend der HIV-Repliketion dargestdlt. Alle chimé&ren Proviren mit 5-
Sequenzmodifikationen waren nicht mehr fahig zu replizieren. Diesen gegenlber zeigte die
Virusmutante mit der 3-kodonoptimierten gag-Sequenz gutes Infektions-, Replikations-
und Virulenzverhaten.
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»Lebendimpfstoffe enthalten replikationsfahige Erreger, die sich in der geimpften Person vermehren konnen.
Das heift, sie sind in der Lage, bestimmte Zellen zu infizieren und die Synthese von viralen Proteinen und
Partikeln einzuleiten. Die so gebildeten Komponenten werden vom Immunsystem des Geimpften als , fremd*
erkannt, was die Bildung von spezifischen, neutralisierenden Antikérpern und von zytotoxischen T-
Lymphozyten einleitet.” Als Lebendimpfstoffe kdnnen attenuierte Viren dienen. Diese ,, ... dhneln den
krankheitserzeugenden Erregern in bezug auf Aufbau, Proteinzusammensetzung und Infektionsverhalten. Sie
unterscheiden sich von ihnen jedoch im Hinblick auf das Virulenzverhalten. ... Die molekulare Basis der
Attenuierung sind Mutationen im Genom der Wildtypviren. ... Attenuierte Viren bergen jedoch das Risiko,
dass sie im Verlauf der abgeschwéachten Infektion zur Wildtypform zurtick mutieren konnen. Deswegen
achtet man heute darauf, dass die Abschwachung auf moéglichst mehreren, voneinander unabhangigen
Veranderungen beruht, was eine Rickmutation zum pathogenen Wildtyp weitgehend ausschlief3t” (zitiert aus
Modrow & Fake, Molekulare Virologie, 1997).

Damit eignen sch aber weder die hier beschriebenen 5°- noch 3'-kodonmodifizierten gag-
Virusmutanten fir den Einsatiz ads Lebendimpfdoffe. Baderend auf den Ergebnissen mit
den chimé&en gag-Reporterkonstrukten konnte gezeigt werden, dass die Rev-Reguldion
af enem Zusammenspid cisdandiger und trans-aktiver Elemente beruht. Desweiteren
haben wohl die Bindesellen von Sam68 ene Bedeutung. Es sollte daher - baderend auf
diesen Ergebnissen - moglich san, enen dtenuieten Virus herzugdlen. Da die
ungespleide RNA von HXsyn bereits gut im Zytoplasma zu detektieren war, konnte dieses
Kondrukt welter variiert werden, um en atenuiertes Virus herzusdlen. Dazu sollten in
die synthetische Sequenz zusdizlich UAAA-Motive eingebracht werden. Damit  konnte
eventuell eine Vezogerung der Replikation auf der Ebene des Splefosoms ereicht
werden, da die ungespleil¥e HXsyn-RNA erst freigesetzt wirde, wenn genligend Sam68
herangezogen wurde. Dadurch konnte die evtl. zu langsam ablaufende Env-Expression
geniigend lange ablaufen, so dass ausreichend vide Env-Proteine vorhanden wéren, die in
den Viruspartikd eingebaut wirden. Damit dirfte en replikationsféhiger Provirus kreert
werden, der eine extrem verzogerte Vermehrungsphase - aufgrund (i) des Fehlens der gag-
internen  IRES und somit von p40 und/oder (i) enes gedtdrt verlaufendem
Leserastersprunges zwischen gag und pol - aufzegen sollte Dieses sollte Sch dann in
énem verminderten Viruenzverhdten auRern. Aufgrund des grolen  Antells  an
kodonmodifizierter Sequenz <ollte es darliber hinaus unwahrscheinlich sain, dass dieser
chimére Virus zum Wildtyp zuriick mutiert oder mit diesemn rekombiniert.
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F. Anhang
F.1. Schematische Darstellung von pcDNA3.1(+) mit den
Klonierungsschnittstellen fir die integrierten gag- bzw. gfp-

Konstrukte und fur UTR und RRE

T — T _
o 8 e o
i1 i i
UTR gag- bzw. gfp-Konstrukt RRE
105 bp 862 bp
r _
8g

Amp CMV Promotor

P7 Promotor
\ Sp6 Promotor

pcDNA3.1(+) BGH pA

5446 bp
fl ori

SV40 pA

Neo

F.2. gag-Reporterkonstrukte

F. 2.1. Sequenz von wtgag

1 ATGGGTGCGAGAGCGT CAGTATTAAGCGGEGEGEGAGAAT TAGAT CGAT GEGAAAAAATTCGG

61 TTAAGGCCCAGCEEGAAAGAAAAAATATAAATTAAAACATATAGT AT GEECAAGCAGEEAG
121 CTAGAACGATTCGCAGT TAATCCTGGCCT GT TAGAAACAT CAGAAGECTGTAGACAAATA
181 CTGCGACAGCTACAACCATCCCT TCAGACAGCATCAGAAGAACTTAGATCATTATATAAT
241 ACAGTAGCAACCCT CTATTGIGTGCATCAAAGGATAGAGATAAAAGACACCAAGGAAGCT
301 TTAGACAAGATAGAGGAAGAGCAAAACAAAAGT AAGAAAAAAGCACAGCAAGCAGCACGCT
361 GACACAGGACACAGCAGT CAGGT CAGCCAAAATTACCCTATAGT GCAGAACAT CCAGEEG
421 CAAATGGTACATCAGECCATATCACCTAGAACT TTAAATGCATGEGTAAAAGTAGTAGAA
481 GAGAAGCCT TTCAGCCCAGAAGTAATACCCATGI TTTCAGCATTATCAGAAGGAGCCACC
541 CCACAAGATTTAAACACCATGCCTAAACACAGT GEGEGEGEGACATCAAGCAGCCATGCAAATG
601 TTAAAAGAGACCAT CAATGAGGAAGCTGCAGAATGCGATAGAGTACATCCAGI GCATGCA
661 GGGCCTATTGCACCAGECCAGATGAGAGAACCAAGEEGAAGT GACATAGCAGGAACTACT
721 AGTACCCTTCAGGAACAAATAGGATGGATGACAAATAAT CCACCTATCCCAGTAGGAGAA
781 ATTTATAAAAGATGCGATAATCCTGGGATTAAATAAAATAGT AAGAATGTATAGCCCTACC
841 AGCATTCTGGACATAAGACAAGGACCAAAAGAACCTTTTAGAGACTATGTAGACCGGTTC
901 TATAAAACTCTAAGAGCCGAGCAAGCT TCACAGGAGGTAAAAAATTGCGATGACAGAAACC
961 TTGITGGTCCAAAATCCGAACCCAGATTGTAAGACTATTTTAAAAGCAT TGEGACCAGCG
1021 GCTACACTAGAAGAAATGATGACAGCATGT CAGCGAGT AGGAGGACCCOGGECCATAAGECA
1081 AGAGITTTGGECTGAAGCAAT GAGCCAAGTAACAAATACAGCTACCATAATGATGCAGAGA
1141 GCCAATTTTAGGAACCAAAGAAAGATGGT TAAGT GTTTCAATTGTGECAAAGAAGEECAC
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1201 ACAGCCAGAAAT TGCAGEECCCCTAGGAAAAAGGECT GT TGGAAATGT GGAAAGEAAGGA
1261 CACCAAATGAAAGATTGTACTGAGAGACAGCCTAATTTTTTAGEGAAGATCTGECCTTCC
1321 TACAAGCGAAGGCCAGGEGAATTTTCT TCAGAGCAGACCAGAGCCAACAGCCCCACCATTT
1381 CTTCAGAGCAGACCAGAGCCAACAGCCCCACCAGAAGAGACGCTTCAGGT CTGEEGTAGAG
1441 ACAACAACT CCCCCTCAGAAGCAGGAGCCGATAGACAAGGAACTGTATCCTTTAACTTCC
1501 CTCAGATCACTCTTTGGECAACGACCCCTCGTCACAATAA 1539

F. 2.2. Sequenz von syngag (chgag)

Angegeben i die Sequenz von syngag und den dain zugrundeiegenden snguldren
Schnittstellen Uber die die chgag- Reporterkonstrukte erzeugt wurden.

1 ATGGGEOGCCAGGEECCAGCGT GCTGAGCGEOEE0OGAGCT GGACAGGT GGGAGAAGATCAGG

61 CTGAGGECCCGEOGECAAGAAGAAGTATAAGCT GAAGCACAT CGT GT GEECCAGCAGEGAG

121 CTGGAGAGGT TCECCGT GAACCCCGECCT GCTGGAGACCAGCGAGEECT GCAGECAGATC

181 CTGEGECCAGCT GCAGCCCAGCCT GCAGACCGECAGCGAGGAGCTGAGGAGCCTGTACAAC
Styl

I
241 ACCGTGECCACCCTGTACTGCGT GCACCAGAGGATCGAGATCAAGGACACCAAGGAGECC
301 CTGGACAAGATCGAGGAGGAGCAGAACAAGT CCAAGAAGAAGGECCCAGCAGECCECCECC
361 GACACCGECCACAGCAGCCAGGTGAGCCAGAACTACCCCATCGT GCAGAACATCCAGRERC
421 CAGATGGTGCACCAGGECCATCAGCCCCAGGACCCTGAACGCCTGEGTGAAGGT GGTGCGAG
St ul
I
481 GAGAAGGECCTTCAGCCCCGAGGTGATCCCCATGT TCAGCGCCCT GAGCGAGEGAGCCACC
541 CCCCAGGACCTGAACACCATGCTGAACACCGT GBECGECCACCAGECCGCCATCCAGATG
601 CTGAAGGAGACCATCAACGAGGAGGECCGECCGAGT GEGACAGEGT GCACCCOGTGCACECC
Sacl |
|
661 GGCCCCATCGCCCCCGEECCAGAT GAGGGAGCCCCGCGEECAGCGACATCECCGEECACCACC
721 AGCACCCTGCAGGAGCAGATCGECTGGATGACCAACAACCCCCOCCATCCCOGT GEECGAA

781 ATCTACAAGAGGTGGATCATCCTGEECCT GAACAAGAT CGTGAGGATGTACAGCCCCACC
EcoRV

841 AGCATCCT! GGAl'I'ATOA(IBCAGGG(IZCCAAAGA(IZ(IJT TCAGSGACTACGTGGACAGGTTC

901 TACAAGACCCT GCGCGCCGAGCAGECCAGCCAGGAGGT GAAGAACT GGATGACCGAGACC

961 CTGCTGGTGCAGAACGCCAACCCCGACT GCAAGACCATCCT GAAGECCCT GEGACCCECC

1021 GOCACCCTGGAGGAGATGATGACCGCCT GOCAGEEOGT GEE0GEECCCOGECCACAAGECC
Bst El |

I
1081 AGGGTGCTGGOCGAGGOCAT GAGCCAGGT GACCAACACOGCCACCAT CATGATGCAGAGG
1141 GGCAACTTCAGGAACCAGAGGAAGAT GGTGAAGT GCTTCAACT GOGGCAAGGAGGEGCCAC
1201 ACCGCCAGGAACT GCOGCGOCCOCAGGAAGAAGGGECT GCTGGAAGT GOGGCAAGGAGEEC
Bgl I

I
1261 CACCAGATGAAGGACT GCACCGAGAGECAGECCAACT TCCTGEECAAGATCTGECCCAGC
1321 TACAAGGGECAGECCCGGECAACT TCCTGCAGAGCAGECCCGAGCCCACCEOCCCCCCCTTC
1381 CTGCAGAGCAGGECOCGAGCCCACCGOCCCOCCCGAGGAGAGCT TCAGGAGCGEOGTGGAG
1441 ACCACCACCCCOCCCCAGAAGCAGGAGCCCAT CGACAAGGAGCTGTACCCCCTGACCAGC
1501 CTGAGGAGCCTGITCGECAACGACCCCAGCAGCCAGTGA 1539

Sequenzvergleich  zwischen syngag und wtgag; - Uber die zuvor angegeben singuldren
Schnittgelen von syngag kénnen die chgag Sequenzen rekongtruiert werden:

syngag 1 ATGGGECGCCAGGEECCAGCGT GCTGAGCGEECGEECGAGCTGEACAGGTGEEAA 50

LELEE T L 8 I I LA U AL I U A A
wgag 1 ATGGGTGOGAGAGOGTCAGTATTAAGOGGGGGAGAATTAGATCGATGGGA 50

51 GAAGATCAGCCTGAGECCCGECEECAAGAAGAAGTATAAGCTGAAGCACA 100

A AT AL LA AL R L o e
51 AAAAATTCOGGT TAAGEOCAGEGGEGAAAGAAAAAATATAAATTAAAACATA 100

101 TCGTGTGEE0CAGCAGGRAGCT GRAGAGSTTOROCGT GAACCOCGACCTG 150

U A R
101 TAGTATGGGECAAGCAGGEGAGCTAGAACGATTCGCAGT TAATCCTGRCCTG 150
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151

151

201

201

251

251

301

301

351

351

401

401 TAGTGCAGAACATCCA

451

451

501

501

551

551 TAAACA

601

601
651

651 A

701

701

751

751 A

801

801

851

851

901

901 T

951

951

CTGEAGACCAGOGAGGECT GCAGBCAGAT OCTGRGCCAGCTGCAGOCCAG 200

A LU e e e Tt i1
TTAGAAACATCAGAAGGECT GTAGACAAATACT GBGACAGCTACAACCATC 200

CCTGCAGACCGECAGOGAGGAGCT GAGGAGOCT GTACAACACCGTGACCA 250

RURA L1 IR
CCTTCAGACAGGATCAGAAGAACTTAGATCATTATATAATACAGTAGCAA 250

OCCTGTACT GOGT GCACCAGAGGAT OGAGAT CAAGGACACCAAGGAGECC. 300

R A R A S R A Ay
CCCTCTATTGTGTGCATCAAAGGATAGAGATAAAAGACACCAAGGAAGCT 300

CTGGACAAGAT CCAGGAGGAGCAGAACAAGT CCAAGAAGAAGGOCCAGCA 350

IR AR AR A LELLE AL T T
TTAGACAAGATAGAGGAAGAGCAAAACAAAAGT AAGAAAAAAGCACAGCA 350

(GBCOBC0G0CGACACCGEOCACAGCAGOCAGGT GAGCCAGAACTACCCCA 400
AU AR AR AR A R
AGCAGCAGCT GACACAGGACACAGCAGT CAGGTCAGCCAAAATTACCCTA 400

TOGTGCAGAACAT CCAGEGOCAGAT GET GCACCAGBOCAT CAGCOCCAGS 450

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII [ 11
GGGGECAAATGGTACATCAGGECCATATCACCTAGA 450

ACCCT GAACGOCT GGGT GAAGGT GGT GGAGGAGAAGGCCTTCAGCOCOGA 500

R R A e e
ACTTTAAAT GCATGEGTAAAAGTAGTAGAAGAGAAGECT TTCAGOCCAGA 500

GGTGATCOOCAT GTTCAGCGO0CT GAGCGAGEGAGCCACCCOOCAGEACE 550

AR [ A
AGTAATACCCATGTTTTCAGCAT TATCAGAAGGAGOCACCOCACAAGATT 550

TGAACACCAT GCTGAACACCGT GEECEECCACCAGECCECCATGCAGATG 600

AR IIIII AR II LTI 1
CCATGCT GTGGGEGEEGACA GCAGCCATGCAAATG 600

CTGAAGGAGACCAT CAACGAGGAGGO0GOCCAGT GRGACAGEGTGCACCC. 650

A A A A e
TTAAAAGAGACCATCAATGAGGAAGCT GCAGAAT GBGATAGAGTACATCC 650
CGTGCACGOCGE0COCAT CBOCO00BGE0CAGAT GAGBGAGOCOCGCEGCA 700

|I|II LA I| |I | |I|IIIII|I| L 1T
GCATGCAGGGOCTATTGCACCAGGOCAGA GAACCAAGGGGAA 700

GCGACATCGCCGEECACCACCAGCACCCT GCAGGAGCAGATCEECTGEATG 750

R A A R A A A A A
GTGACATAGCAGGAACTACTAGTACCCTTCAGGAACAAATAGGATGGATG 750

ACCAACAACCOOCCCAT COO0GT GRGECGAAAT CTACAAGAGGTGGATCAT 800

R R A A Ay
CAAAT AATCCACCTATCCCAGTAGGAGAAAT TTATAAAAGATGGATAAT 800

CCTGEEOCT GAACAAGAT CGT GAGGAT GTACAGCOOCACCAGCATCCTGS 850

A R R A R A e AR AR AR
CCTGGGATTAAATAAAATAGT AAGAATGTATAGCCCTACCAGCATTCTGG 850

ATATCAGGCAGGEECCCCAAAGAGCCCT TCAGEGACTACGTGGACAGGT TC 900

R S A A A AR A Ay
ACATAAGACAAGGACCAAAAGAACCT TTTAGAGACTATGTAGACCGGTTC 900

TACAAGACCCT GCGCECCGAGCAGECCAGCCAGGRAGGT GAAGAACTGGAT 950

I||III|I AR AR A
ATAAAACT CTAAGAGCOGAGCAAGCT TCACAGGAGGTAAAAAATTGGAT 950

GACOGAGACCCT GCT GGT GCAGAACGOCAACCOOGACT GCAAGACCATCC 1000

GACAGAAACCTTGT TGGTCCAAAAT GCGAACCCAGATTGTAAGACTATTT 1000
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1001

1001

1051

1051

1101

1101

1151

1151

1201

1201

1251

1251 AAAGGAAGA

1301

1301 TAGGGAARA

1351

1351

1401

1401 AACA

1451

1451

1501

1501

TGAAGBEO0CT GRGACCOGBO0GCCACCCT GRAGGAGAT GATGACCGOCTGC

R A R
TAAAAGCAT TGEGACCAGCGECTACACT AGAAGAAAT GATGACAGCATGT

CAGGE0GT GEGCEE00C0GGCCACAAGROCAGRGT GCT GRCOGAGROCAT
CEEEE T 10t trer e teeee tr e e e
CAGECAGTAGGAGGACCOGEOCAT AAGGECAAGAGT TTTGECT GAAGCAAT

GAGOCAGGT GACCAACACCGOCACCAT CATGATGCAGAGGEGCAACTTCA

U R N A A R AR A A
GAGCCAAGT AACAAATACAGCTACCATAATGATGCAGAGAGGCAATTTTA

GGAACCAGAGGAAGAT GGT GAAGT GCTTCAACT GOGGCAAGGAGGGOCAC

U R N A A AR
GGAACCAAAGAAAGATGGT TAAGT GT TTCAAT TGT GECAAAGAAGGECA

ACOGOCAGGAACT GOCGOGO00CCAGGAAGAAGEECTGLTGGAAGT GOGG
LT e e Pt e e il
ACAGOCAGAAAT TGCAGBGO0CCTAGGAAAAAGGGCTGT TGGAAATGT GG

CAAGGAGGEGOCACCAGAT GAAGGACT GCACCGAGAGECAGEOCAACTTCC

AN e A
CACCAAAT GAAAGAT TGTACT GAGAGACAGGCTAATTTT

TGEGCAAGAT CTGEOCCAGCT ACAAGGGCAGEOCOGECAACTTOCTGCAG

IS R A e
TCTGGCCTTCCTACAAGGGAAGGCCAGGGAATTTTCTTCAG

AGCAGBEO0CGAGOCCACCEO0CC00CCT TOCT GCAGAGCAGGCCOGAGOC
CEEEE 0 Tereer e teeee teer e teereerr 1 e
AGCAGACCAGAGOCAACAGCCOCACCATTTCTTCAGAGCAGACCAGAGEC

CACOGOOCCOCCOGAGGAGAGCT TCAGGAGCGECGT GGAGACCACCACCC
N R e A A A
(GCOCCACCAGAAGAGAGCT TCAGGT CTGGBGGTAGAGACAACAA

COCOCCAGAAGCAGGAGOCCAT CGACAAGGAGCT GTACCOCCT GACCAGT

AU R A AR AR A
COCCTCAGAAGCAGGAGCOGATAGACAAGGAACTGTATCCTTTAACTTCC

CTGAGGAGOCT GTTOGECAACGACCOCAGCAGOCAGT GA

111 LTt N
CTCAGATCACTCT TTGECAACGACCOCTCGTCACAATAA

F.3. gfp-Reporterkonstrukte

F. 3.1. Sequenz von huGFP

sSehe Diplomarbeit Sylvia Kehlenbeck, RIMMH 2000

F. 3.2. Sequenz von hivGFP

siehe Diplomarbeit Sylvia Kehlenbeck, RIMMH 2000

1050

1050

1100

1100

1150

1150

1200

C 1200

1250

1250

1300

T 1300

1350

1350

1400

1400

1450

CTC 1450

1500
1500
1539 syngag

1539 w gag
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F. 3.3. Sequenz von DsdGFP

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701

ATGGITTCCA AGEECGAGGA ATTATTTACA GGAGTAGTAC CAATACTCGT
AGAATTAGAC GGAGACGTCA ACGCGACATAA ATTTTCCGTT AGCGGAGAGG
GAGAGGGAGA TGCAACATAT GGAAAACTAA CATTAAAATT TATATGTACA
ACCGGAAAAC TACCAGITCC TTGGECCTACA TTAGTAACAA CATTTACATA

TGGAGTACAA TGITTTAGCA GATATCCAGA

CCATATGAAA CAACATGATT

TTTTTAAAAG CGCAATGCCA GAGCGATATG TACAAGAGCG AACAATATTT

TTTAAAGACG ACGGAAATTA TAAAACACGA
TGACACACTC GITAACAGAA TAGAATTAAA
ATGGAAATAT ACTCGGACAT AAACTCGAAT
GITTATATAA TGGCAGACAA ACAAAAAAAT
AATTAGACAT AATATTGAAG ATGGATCAGT

GCAGAGGTCA AATTCGAGSG
AGGAATAGAC TTTAAGGAAG
ACAATTATAA TAGCCATAAT
GGTATAAAAG TCAACTTTAA
ACAATTAGCA GACCATTATC

AACAAAATAC ACCAATAGGA GACGGACCAG TATTATTACC AGACAATCAT

TATTTAAGCA CACAAAGCGC CCTCTCCAAA
CCATATGGTT TTATTAGAAT TTGTAACAGC
TGGACGAATT ATATAAATAA

F. 3.4. Sequenz von elGFP

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701

ATGGTAAGCA AGGGEGEGAGGA ACTCTTTACT
CGAGTTAGAT GGTGACGTCA ACGGTCACAA
GAGAGGGTGA CGCAACTTAT GGGAAGCTCA
ACCGGEEAAAC TGCCTGITCC TTGECCGACC
CGGOGTGCAG TCCTTCTCTC GGTATCCTGA

GACCCAAATG AAAAAAGAGA
TGCAGGAATA ACACTCGGTA

GGIGITGTAC CCATCCTAGT
ATTCTCAGTC TCTGGAGAAG
CACTTAAATT CATTTGTACA
CTCGTGACTA CGITTACGTA
TCACATGAAG CAACACGATT

TCTTCAAGIC CGCTATGCCC GAGGSGGTATG TACAAGAACG TACAATATTT
TTCAAGGATG ACGGTAATTA CAAGACTAGG GCTGAGGTCA AGITTGAGEG

GGATACGITG GTAAATCGCA TTGAACTAAA
ATGGAAACAT ATTAGGGCAC AAGCTGGAGT
GITTACATTA TGECCGACAA ACAGAAAAAC
GATCCGACAT AACATCGAAG ATGGTAGCGT

GGGCATAGAT TTCAAAGAGG
ACAATTACAA TTCACACAAT
GGGATCAAAG TTAACTTCAA
GCAATTGECG GACCATTACC

AACAGAACAC ACCAATCGGT GACGEOCCAG TGITGCTGCC AGACAATCAT

TATTTATCGA COCAGTCGEC CTTGAGTAAA
TCATATGGIT CTATTAGAGT TTGTAACCGC
TGGACGAACT TTATAAGTAA

F. 3.5. Sequenz von e2GFP

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701

GATCCGAATG AGAAGAGAGA
GECCGECATC ACCCTTGEA

ATGGTCAGTA AAGGCEGAGGA GITGTTCACG GEEGTGGITC CCATATTAGT

CGAGTTAGAC GCCGACGTGA ATGGACATAA
GGGAGGEEGA CGCCACGTAT GGGAAGCTAA
ACCGEGAAGC TCCOCGTACC TTGGEOCAACT
CGGGEGTGCAG TGCTTCTCAA GATACCCAGA

GITCTCAGIC TCTGGTGAGG
CCCTGAAATT CATTTGCACG
TTGGITACGA CATTCACCTA
CCACATGAAA CAGCATGACT

TCTTCAAAAG TGOCATGCCG GAGGGATACG TGCAAGAGCG TACAATCTTC
TTCAAGGACG ACGGTAATTA TAAGACACGG GCCGAGGTGA AGTTCGAGSG

GGACACCCTA GTGAACCGCA TTGAGCTAAA
ACGGECAACAT CCTAGGCCAC AAACTAGAGT
GTATATATCA TGGCCGACAA ACAGAAGAAC
AATAAGECAT AACATCGAGG ACGGEGAGCGT

AGGGATTGAC TTCAAGGAGG
ACAACTATAA TTCTCACAAT
GGAATAAAGG TTAATTTCAA
ACAGCTTGCC GACCACTATC

AGCAGAACAC GCCTATAGGT
TACCTGICCA CTCAGAGCGC
CCATATGGTA CTATTAGAGT
TGGACGAGCT GTATAAGTAA

F. 3.6. Sequenz von e3GFP

1
51
101
151
201
251
301

ATGGTGICTA AGGGECGAGGA
GGAGCTAGAC GCCGACGTA
GCGAGGGTGA CBCCACGTAC

GACGGTCCCG TTCTACTACC GGACAATCAT
CCTTTCGAAA GACCCGAACG AGAAGCGAGA
TCGTGACGEC CGCOGGCATC ACTCTAGCGA

GCTATTCACG GGEGTGGTIGC CGATCCTAGT
ACGGGCATAA ATTCAGCGTG AGTGECGAGG
GGAAAGCTAA CCCTAAAATT CATCTGCACG

ACGGEEGAAGC TACCGGTGCC GTGECCGACG CTAGTGACGA CGTTCACGTA
CGGEEGTGCAG TGCTTCAGCC GCTACCCGGA CCACATGAAG CAACACGACT
TCTTCAAGAG CGCCATGCCC GAGGGGTACG TGCAGGAGAG AACGATCTTC
TTCAAGGACG ACGGGAATTA CAAGACGAGG GCCGAGGTGA AGTTCGAGSG

720

720

720
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351
401
451
501
551
601
651
701

GGACACGCTA GIGAATCGGA TCGAGCTAAA AGGGATTGAC TTCAAGGAGG
ACGGGAATAT TCTAGGGCAT AAGCTAGAGT ACAATTACAA CTCACACAAT
GI'GTACATCA TGGCCGACAA ACAGAAAAAT GGGATCAAGG TGAATTTCAA
GATACGTCAC AACATCGAGG ACGGGTCEGT GCAGCTAGCC GACCACTACC
AGCAGAACAC GCOGATCGEEG GACGEECCGEG TGCTACTACC GGACAACCAC
TACCTAAGCA CGCAGAGTGC CCTATCCAAG GACCCGAACG AGAAGAGEEA
CCACATGGTG CTACTAGAGT TCGTGACGEC CGOCGGGATA ACGCTAGEEA
TGGACGAGCT ATACAAGTAA

F. 3.7. Sequenz von cuGFP

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701

ATGGTGICTA AGGGAGAGGA GCTGITCACA GGAGIGGTGC CTATCCTGGT
GGAACTGGAC GGAGACGTCGA ACGGACACAA GITCTCTGTG TCTGGAGAGG
GAGAAGGAGA CGCCACATAT GGAAAGCTGA CACTGAAGIT CATCTGCACA
ACAGGAAAGC TGCCTGIGCC TTGECCTACA CTGGTGACAA CATTCACATA
TGGAGIGCAG TGCTTCTCTC GCTACCCTGA CCATATGAAG CAGCACGACT
TCTTCAAGIC TGCOCATGCCT GAGCGATACG TGCAGGAGCG CACCATCTTC
TTTAAGGACG ACGGCAACTA TAAGACACGC GCCGAAGTGA AGITCGAGEG
AGACACACTG GTGAACCGCA TCGAACTGAA GGGAATCGAC TTCAAGGAGG
ACGGAAACAT CCTGGGACAC AAGCTGGAGT ACAACTACAA CTCTCACAAC
GIGTATATTA TGGECCGACAA GCAGAAGAAC GGAATCAAGG TGAACTTCAA
GATCCGGCAC AACATCGAGG ACGGATCTGIT GCAGCTGECC GACCACTATC
AGCAGAACAC ACCTATTGGA GACGGACCTG TGCTGCTGCC TGACAACCAC
TACCTGICTA CACAGTICTGC CCTGICTAAG GACCCTAACG AAAAGCGCGA
CCATATGGTG CTCCTGGAGIT TCGTGACAGC CGCOGGAATC ACACTGEGAA
TGGACGAGCT GTATAAGTAA

F.4. Hl-virale, cis-aktive Elemente

F. 4.1. Sequenz von UTR

Die 5 - SpleilRdonorstelle von HIV-1 ist mit fetter Schrift hervorgehoben.

1
51

101

CGACGCAGGA CTCGECTTGC TGAAGCGCGEC ACGGCAAGAG GCGAGEEECG
GOGACTGGTG AGTACGCCAA AAATTTTGAC TAGOGGAGGEC TAGAAGGAGA

GAGCC

F. 4.2. Sequenz von RRE

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851

GAGATCTTCA GACCTGGAGG AGGAGATATG AGGGACAATT GGAGAAGTGA
ATTATATAAA TATAAAGTAG TAAAAATTGA ACCATTAGGA GTAGCACCCA
CCAAGGCAAA GAGAAGAGTIG GTGCAGAGAG AAAAAAGAGC AGTGGGAATA
GGACGCTTTGT TCCTTGSGIT CTTGGGAGCA GCAGGAAGCA CTATGEECEC
AGCGTCAATG ACGCTGACGG TACAGECCAG ACAATTATTG TCTGGTATAG
TGCAGCAGCA GAACAATTTG CTGAGEECTA TTGAGECGCA ACACGCATCTG
TTGCAACTCA CAGTCTGEEG CATCAAGCAG CTCCAGGCAA GAATCCTGEC
TGTGGAAAGA TACCTAAAGG ATCAACAGCT CCTGGEGGATT TGGGGTTGCT
CTGGAAAACT CATTTGCACC ACTGCTGIGC CTTGGAATGC TAGITGGAGT
AATAAATCTC TGGAACAGAT TTGGAATAAC ATGACCTGGA TGGAGTGGRA
CAGAGAAATT AACAATTACA CAAGCTTAAT ACACTCCTTA ATTGAAGAAT
CGCAAAACCA GCAAGAAAAG AATGAACAAG AATTATTGGA ATTAGATAAA
TGGGCAAGIT TGTGERAATTG GITTAACATA ACAAATTGEC TGIGGTATAT
AAAATTATTC ATAATGATAG TAGGAGCCTT GGTAGGITTA AGAATAGITT
TTGCTGTACT TTCTGTAGTG AATAGAGITA GGCAGGEGATA TTCACCATTA
TCGITTCAGA CCCACCTCCC AATCCCGAGG GGACCCGACA GECCCGAAGG
AATAGAAGAA GAAGGTGGAG AGAGAGACAG AGACAGATCC ATTCGATTAG
TGAACGGATC CT

720

720

105

862
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F.5. HIV-1-Proviruskonstrukte
F. 5.1. Sequenz von pHX10

Das Plasmid pHX10 enthdlt die provirde Sequenz von BH10 (accession number: M15654)
mit den flankierenden LTR-Regionen des Isolates HXB2 (Ratner et al., 1987).

F. 5.2. gag-Sequenz von HXsynCla-Spe, HXsynNsp-Spe, HXsynSpe-Apa

Als Matrize der Klonierungen der chim&en Proviren diente das Plasmid pHX10 (sehe
G.5.1). Angegeben ist die Sequenz von wtgag und den dain zugrunddiegenden snguléren
Schnittstellen Gber die die chiméren Proviren erzeugt wurden.
Mit dem zuvor angegebenen Sequenzvergleich zwischen syngag und wtgag konnen die
chiméren provirden gag- Sequenzen rekonstruiert werden.

61
121

181
241
301
361
421
481
541
601

661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141

1201
1261
1321
1381
1441
1501

d al

I
ATGGGT GCGAGAGCGT CAGTAT TAAGCGEEEGAGAAT TAGAT CGATGCGAAAAAATTCGG
TTAAGCCCAGCCEGAAAGAAAAAATATAAAT TAAAACATAT AGT ATGEECAAGCAGEGAG
CTAGAACGAT TCGCAGT TAATCCTGGOCT GT TAGAAACAT CAGAAGCCTGTAGACAAATA
NspV
I
TTCGAA
CTGCGACAGCTACAACCATCCCT TCAGACAGGAT CAGAAGAACT TAGATCATTATATAAT
ACAGTAGCAACCCTCTATTGT GT GCATCAAAGGAT AGAGAT AAAAGACACCAAGGAAGCT
TTAGACAAGAT AGAGGAAGAGCAAAACAAAAGT AAGAAAAAAGCACAGCAAGCAGCAGCT
GACACAGGACACAGCAGT CAGGT CAGCCAAAAT TACCCTATAGT GCAGAACAT CCAGEEG
CAAAT GGTACATCAGBCCATATCACCTAGAACT TTAAATGCATGGGT AAAAGT AGTAGAA
GAGAAGGCTTTCAGCCCAGAAGT AATACCCATGT TTTCAGCATTATCAGAAGGAGCCACC
CCACAAGATTTAAACACCATGCTAAACACAGT GBEEGEGACATCAAGCAGCCATGCAAATG

TTAAAAGAGACCAT CAATGAGGAAGCT GCAGAAT GBGATAGAGT ACATCCAGT GCATGCA
Spe

I
GGGOCTATTGCACCAGGCCAGAT GAGAGAACCAAGGGGAAGT GACATAGCAGGAACTACT
AGT ACCCTTCAGGAACAAAT AGGAT GGATGACAAATAAT CCACCTAT COCAGTAGGAGAA
ATTTATAAAAGAT GGAT AATCCTGGGAT TAAATAAAATAGTAAGAAT GTATAGOCCTACC
AGCATTCTGGACATAAGACAAGGACCAAAAGAACCT TTTAGAGACTATGTAGACCGGTTC
TATAAAACT CTAAGAGCOGAGCAAGCT TCACAGGAGGTAAAAAAT TGGATGACAGAAACC
TTGTTGGTCCAAAAT GCGAACCCAGAT TGTAAGACTATTTTAAAAGCAT TGEGACCAGOG
GCTACACTAGAAGAAAT GAT GACAGCAT GT CAGGGAGT AGGAGGACCOGGCCATAAGECA
AGAGTTTTGGCT GAAGCAAT GAGOCAAGT AACAAATACAGCT ACCATAATGATGCAGAGA
GGCAATTTTAGGAACCAAAGAAAGATGGT TAAGT GTTTCAATTGTGGCAAAGAAGGGCAC
Apal

I
ACAGCCAGAAAT TGCAGGECCCCTAGGAAAAAGGEECT GT TGGAAAT GT GGAAAGGAAGGA
CACCAAATGAAAGATTGTACT GAGAGACAGECTAATTTTTTAGGGAAGATCTGECCTTCC
TACAAGGGAAGGCCAGGGAATTTTCT TCAGAGCAGACCAGAGCCAACAGCCCCACCATTT
CTTCAGAGCAGACCAGAGCCAACAGCCCCACCAGAAGAGACCT TCAGGT CTGEEGTAGAG
ACAACAACT CCCCCTCAGAAGCAGGAGCCGATAGACAAGGAACTGTATCCTTTAACT TCC
CTCAGATCACTCTTTGECAACGACCCCTCGTCACAATAA

F. 5.3. Sequenz von HXsyngagpol (HXsyn)

sehe Doktorarbeit Marcus Graf, RIMMH 2000
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F.6. Uberblick tber die Anzahl und Art der SpleiRstellen in

huGFP, hivGFP und DsdGFP

kon-SD1 kon-SD2 kon-SD3 kon-SD4 5-sd 3-sd
huGFP 0-0-0-26 0-0-6-18 0-0-7-16 0-2-5-24 0-2-2-21 0-0-6-35
hivGFP 0-1-5-39 0-0-4-23 0-2-17-46 0-1-11-40 0-0-1-11 0-1-8-46
DsdGFP 0-0-0-34 0-0-0-26 0-0-3-40 0-0-5-32 0-0-0-9 0-0-1-44

pur-krypSD | bor-krypSD 5sd-oreilly 3ss-oreilly

huGFP 0-0-9-25 0-0-3-27 0-2-14-41 2-14-27-23
hivGFP 0-3-7-28 0-0-0-8 0-4-24-81 1-10-26-20 +1
DsdGFP 0-0-3-31 0-0-2-19 0-0-8-79 3-10-25-20+1

SD1-HIV SD2-HIV SD3-HIV SD5-HIV
huGFP 0-2-2-21 2-4-15-33 0-0-1-28 0-0-6-35
hivGFP 0-0-1-11 3-3-9-50 0-0-12-70 0-1-8-47
DsdGFP 0-0-0-9 0-0-16-41 0-0-3-50 0-0-1-44

SS2-HIV SS4a-HIV SS4b-HIV SS5-HIV SS7a-HIV SS7b-HIV
huGFP 0-0-04
hivGFP 0-0-0-1 0-0-0-2 0-0-0-1 0-0-0-3 0-0-0-1
DsdGFP 0-0-0-2 0-0-0-1 0-0-0-1 0-0-0-1

5sd-m2 5sd-m3 5sd-m4 5sd-m5

huGFP 0-1-9-27 0-0-6-21 0-0-4-14 0-0-4-10
hivGFP 0-2-10-57 0-1-8-36 0-1-4-24 0-1-3-16
DsdGFP 0-0-3-55 0-0-3-34 0-0-2-15 0-0-1-12

Gegentberstellung der Anzahl und Art der Spleil3stellen von huGFP, hivGFP und DsdGFP. Um
ds Spleilgtelle von den Spleil¥faktoren erkannt zu werden reichen tellweise nur finf
Ubereinstimmungen der DNA-Basen zur 9 bp-grof3en , konsensus® Spleil3stellensequenz aus (5/9). Die
Zahl an erster Position bezeichnet die Anzahl der gefundenen Spleil3stellen mit einer einzigen falschen
Ubereingtimmung zur angegebenen Sequenz (Sequenzen siehe nachfolgend). Die Zahl an zweiter
Position bezeichnet die Anzahl der gefunden SpleiRstellen mit zwei falschen Ubereinstimmungen zur
angegeben Sequenz. Die Zahl an dritter Position bezeichnet die Anzahl der gefundenen Spleil3stellen
mit drei faschen Ubereinstimmungen zur angegebenen Sequenz. Die Zahl an vierter Position
bezeichnet die Anzahl der gefundenen SpleiRstellen mit vier faschen Ubereinstimmungen zur
angegebenen Sequenz. kon = konsensus, kryp = kryptisch, sd/SD = Spleifdonor, SS =
SpleilRakzeptorstelle von HIV-1, pur bezeichnet die von Purcell identifizierte , kryptische® Spleil3stelle,
bor bezeichnet die von Borg identifizierte , kryptische® Spleil3stelle, orelly bezeichnte die von
O'Reilly beschriebenen SpleiRstellen. Die mit HIV gekennzeichneten Motive sind de Schnittstellen
von HIV-1 mit ihrer in der Literatur bekannten Nummerierung.

kon-SD1 = 5'-caggtaagt-3’, kon-SD2 = 5 -caggtgagt-3’, kon-SD3 = 5 -aaggtaagt-3’, kon-SD4 = 5'-
aaggtgagt-3°, 5-sd = 5'-ctggtgagt-3°, 3-sd = 5-actcaccag-3, pur-krypSD = 5 -agagtacgc-3’, bor-
krypSD = 5'-tgggtgcga-3', 5sd-orally = 5 -maggtragt-3°, 3ss-orélly = 5 -ynyagg-3°, SD1-HIV = 5'-
ctgotgagt-3°, SD2-HIV = 5-aaggtgaag-3°, SD3-HIV = 5 -aaggtagga-3’, SD5-HIV = 5-gcagtaagt-3,
SS2-HIV =5 -gggtttattacagg-3°, SSAa-HIV =5 -ttcataacaaaagc-3', SSAb-HIV =5 -aacaaaagcttagg-3,
SS5-HIV =5 -tctectatggeagg-3', SS7a-HIV = 5 -tgaatagagttagg-3°, SS7b-HIV =5 -tagagttaggcagg-3,
5sd-m2 = 5 -mmaggtragt-3’, 5sdm3 = 5 -mmmaggtragt-3’, 5sd-m4 = 5 -mmmmeaggtragt-3°, 5sd-m5
= 5-mmmmmaggtragt-3° (y = ¢/t, m = c/a, r = alg). +1 bedeutet, dass hier die entsprechende
,konsensus* SpleilRstellensequenz existiert. (zum Uberblick: Borg et al., 1999, O'Reilly et al., 1995)

132




LITERATURVERZEICHNIS

G. Literaturverzeichnis

Afoning, E., Neumann, N. and Pavlakis, G. N. (1997). Preferentia binding of poly(A) binding
protein 1 (PABPL) to an inhibitory RNA eement in the HIV-1 gag mRNA. J. Biol. Chem. 272:
2307-2311.

Akking, R. K., Wdlton, R. M. Chen, M. L., Li, Q. X,, Plandles, V. and Chen, Il S. (1996). High-
efficiency gene transfer into CD34+ cdlls with a HIV-1 based retroviral vector pseudotyped with
vesicular stomatitis virus envelope glycoprotein G. J. Virol. 70: 2581-2585.

Amendt, B.A., Hesdein, D., Chang, L.J. and Stoltzfus, M. (1994). Presence of negative and
positive cis-acting RNA splicing eements withini and flanking the first tat coding exon of HIV-1.
Molecular and Cdllular Biology 14: 3960-3970.

Amendt, B.A., Si, Z.H. and Stoltzfus M. (1995). Presence of Exon Splicinig Silencer within HIV-1
tat Exon 2 and tat-rev Exon 3: Evidence for Inhibition Mediated by Celular Factors. Molecular
and Cdlular Biology 15 (8): 4606-4615.

Arrigo, S. J and Chen, I. S. (1991). Rev is necessary for trandation but not cytoplasmic
accumulation of HIV-1 vif, vpr, and env/ivpu 2 RNAs. Genes Dev. 5: 808-8109.

Barksdale SK. and Baker, C.C. (1995). The HIV-1 Rev protein and the Rev-responsive el ement
counteract the effect of an inhibitory 5° splice site in a 3" untrandated region. Mol Cdl Biol 15:
2962-2971.

Berthold, E. & Madarelli, F. (1996). Cis-acting elements in HIV-1 RNAsdirect viral transcriptsto
digtinct intranuclear locations. J. Virol. 70: 4667-4632.

Bevec, D., Jaksche, H., Oft, M., Wohl, T., Himmelspach, M., Pacher, A., Schebesta, M., Koettnitz,
K., Dobrovinik, M., Csonga, R., Lottspeich, F. and Hauber, J. (1996). Inhibition of HIV-1
replication in lymphocytes by mutants of the Rev cofactor el F-5A. Science, 271: 1858-1860.

Bilodeau, P.S., Domsic, JK., Mayeda, A., Krainer, A.R. and Stoltzfus, C.M. (2001).RNA Splicing
at HIV-1 3 Splice Site A2 Is Regulated by Binding of hnRNP A/B Proteins to an Exonic Splicing
Silencer Element. J. Virol. 75 (18): 8487-8497.

Birnboim, H. C., Daly, J. (1979). A rapid akaline extraction procedure for screening recombinant
plasmid DNA. Nucleic. Acids. Res. 7 (6): 1513-1523.

Bogerd, H. P., Fridell, R.A., Madore, S. and Cullen, B. R. (1995). Identification of a nocel cellular
co-facotr for the Rev/Rex class of retroviral regulatory proteins. Cel, 82: 485-494.

Bojak, A. (1998). Bedeutung von Spleifstellen und inhibitorischen Sequenzen fir die Rev/RRE-
abhéngige Expression des HIV-1 Pr55°*-Polyproteins (Diplomarbeit - RIMMH, AG Wagner,
Regensburg).

Bojak, A. (2001). Strategien arr Optimierung von DNA-Vakzine Kandidaten gegen das humane
Immundefizienzvirus Typ | (HIV-1) (Doktorarbeit - RIMMH, AG Wagner, Regensburg).

Borg, K. M., Favaro, J. P., Arrigo, S. J. and Schmidt, M. (1999). Activation of a Cryptic Splice
Donor in HIV-1. J Biomed Sci, 6: 45-52.

Borg, K. T., Favaro, J. P. and Arrgio, S. J. (1997). Involvement of HIV-1 Splice Sites in the
Cytoplasmic Accumulation of Virad RNA. Virology 236: 95-103.

133



LITERATURVERZEICHNIS

Boris-Lawrie, K., Roberts, T. M. and Hull, S. (2001). Retrovird RNA eements integrate
components of post-transcriptional gene expression. Life Sciences 69: 2697-2709.

Bourara, K., Litvak, S. and Araya, A. (2000). Generation of G-to-A and C-to-U Changesin HIV-1
Transcripts by RNA Editinig. Science 289: 1564-1566.

Brasey, A., Lopez-Latra, M., Ohlmann, T., Beerens, N. Berkhout, B., Darlix, JL. and Sonenberg,
N. (2003). The Leader of HIV-1 Genomic RNA Harbors an Internal Ribosome Entry Segment That
Is Active during the G,/M Phase of the Cell Cycle. J. Virol. 77 (7): 3939-3949.

Brighty, D. and Rosenberg, M. (1994). A cis-acting repressive sequence that overlaps the RRE of
HIV-1 regulates nuclear retention of env mRNAs independently of known splice signals. Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 91: 8314-8318.

Buck, C.B., Shen, X., Egan, M.A., Pierson, T.C., Wdker, C.M. and Sliciano, R.F. (2001). The
HIV-1 gag Gene Encodes an Internal Ribosome Entry Site. J. Virol. 75 (1): 181-191.

Caputi, M. and Zahler, M. (2002). SR proteins and hnRNP H regulate the splicing of the HIV-1
tev-specific exon 6D. EMBO 21 (4): 845-855.

Carr, JK., Saminen, M. O., Koch, C., Gotte, D., Artenstein, A. W., Hegerich, P.A., St Louis, D.,
Burke, D. S. and McCutchan, F. E. (1996). Full-length sequence and mosaic structure of a HIV-1
isolate from Thailand. J. Virol. 70: 789-795.

Chang, D.D. and Sharp, P.A. (1989). Regulation by HIV Rev depends upon recognition of splice
sites. Cdl 59: 789-795.

Chen, C. Y. and Shyu, A. B. (1995 a). AU-rich elements. characterization and importance in
MRNA degradation. TIBS 20: 465-471 - Elsevier Science Ltd.

Chen, C.Y., Xu, N. and Shyu, A.B. (1995 b). mRNA Decay Mediated by Two Distinct AU-Rich
Elements from c-fos and Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor Transcripts:
Different Deadenylation Kinetics and Uncoupling from Tranlation. Moecular and Celular
Biology, Vadl. 15 (10): 5777-5788.

Chinnasamy, D., Chinnasamy, N., Enriquez, M. J, Otsu, M., Morgan, R. A. and Candotti, F.
(2000). Lentivirakmedieated gene transfer into human lymphocytes. role of HIV-1 accessory
proteins. Blood 96, 1309-1316.

Chinnasamy, N., Chinnasamy, D., Toso, J. F., Lapointe, R., Candotti, F., Morgan, R. A. and Hwu,
P. (2000). Efficient gene transfer to human peripheral blood monocyte-derived dendritic cells using
HIV-1 based lentiviral vectors. Hum. Gene Ther. 11: 1901-1909.

Cochrane, A. W., Jones, K. S, Beidas, S, Dillon, P. J.,, Skalka, A. M. and Rosen, C. A. (1991).
Identification and characterization of intragenic sequences which repress HIV structural gene
expression. J. Virol. 65: 5305-5313.

Collier, B., Oberg, D., Zhao, X. and Schwartz, S. (2002). Specific Inactivation of Inhibitory
Sequences in the 5" End of the HPV-16 L1 Open Reading Frame Results in Production of High
Levesof L1 Protein in Human Epithd Cédlls. J. Viral. 76 (6): 2739-2752.

Condra, J. H., Miller, M. D., Hazuda, D. J. and Emini, E. A. (2002). Potential New Therapies for
the Treatment of HIV-Infection. Annu. Rev. Med. 53: 541-55.

Corbet, S., Muller-Trutwin, M. C., Versmisse, P., Delarue, S., Ayouba, A., Lewis, J,, Brunak, S,,
Martin, P., Brun-Vezinet, F., Smon, F., Bare-Sinouss, F. and Mauclere, P. (2000). Env

134



LITERATURVERZEICHNIS

Sequences of SIV from Chimpanzees in Cameroon are Strongly Related to those of HIV Group N
from the same Geographic Area. J. Virol. 74(1): 529-534.

Coyle, JH., Guzik, B. W., Bor, Y.C, Jn, L., Eisner-Smerage, L., Taylor, S.J., Rekosh, D. and
Hammarskjold, M.L. (2003). Sam68 Enhances the Cytoplasmic Utilization of Intron-Containing
RNA and Is Functiondly Regulated by the Nuclear Kinase Sik/BRK. Molecular and Celular
Biology 23 (1): 92-103.

Cui, Y., Iwakuma, T. and Chang, L.J. (1999). Contributions of Vira Splice Sites and cis-
Regulatory Elements to Lentivirus Vector Function. J. Virol. 73 (7): 6171-6176.

Cullen, B. R. (2000). Nuclear RNA Export Pathways. Molecular and Cellular Biology 20(12):
4181-4187.

Cullen, B. R. (1998). Retroviruses as Model Systems for the Study of Nuclear RNA Export
Pathways. Virology 249: 203-210.

Darbyshire, J. (2000). Therapeutic interventions in HIV infection - a critical view. Tropica
Medicine and International Health 5(7): 26-31.

De Clercq, E. (2001). New developments in anti-HIV chemotherapy. || Farmaco 56(2001): 3-12.

Deml, L., Bojak, A., Steck, S., Graf, M., Wild, J., Schirmbeck, R., Walf, H. and Wagner, R.
(2001). Multiple Effects of Codon Usage Optimization on Expresson and Immunogenicity of
DNA Candidate Vaccines Encoding the HIV-1 Gag Protein. J. Virol. 75(22): 10991-11001.

Derebail, S.S., Heath, M.J. and DeStefano, J.J. (2003). Evidence for the differentia effects of
nucleocapsid protein on strand transfer in various regions of the HIV genome. J. Biol. Chem.-Paper
in Press. Published on February 20, 2003 as Manuscript.

Favaro, J. P, Borg, K. T., Arrigo, S. J. and Schmidt, M. G. (1998). Effect of Rev on the
Intranuclear Localization of HIV-1 Unspliced RNA. Virology 249: 286-296.

Felber, B. K., Hadzopoulou-Cladaras, M., Cladaras, C., Copeland, T. and Pavlakis, G. N. (1989).
Rev protein of HIV-1 affects the stability and transport of the viral mRNA. Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 86: 1495-1490.

Fischer, U., Huber, J., Boelens, W. C., Mattg), |. W. and Luhrmann, R. (1995). The HIV-1 Rev
activation domain is a nuclear export signal that accesses an export pathway used by specific
cellular RNAs. Cdll 82: 475-483.

Fischer, U., Meyer, S, Teufd, M., Heckd, C., Luhrmann, R. and Rautmann, G. (1994). Evidence
that HIV-1 Rev directly promotes the nuclear export of unspliced RNA. EMBO J. 13: 4105-4112.

Fing, S. P., Gregerson, D. S. (1986). Peptide and protein molecular weight determination by
electrophoresis using a high-molarity tris buffer system without urea. Anal. Biochem. 155 (1): 83-
88.

Fornerod, M., Ohno, M., Yoshida, M. and Mattgj, |.W. (1997). CRM1 is an export receptor for
leucine-rich nuclear export signals. Cell 90: 1051-1060.

Frankhauser, C., lzaurrdde, E., Adachi, Y., Wingfield, P. and Laemmli, U. K. (1991). Specific

complex of HIV-1 rev and nucleolar B23 proteins. dissociation by the Rev response element. Mol
Cdl Biol 11: 2567-2575.

135



LITERATURVERZEICHNIS

Fritz, C C. and Green, M. R. (1996). HIV Rev uses a conserved cellular protein export pathway for
the nucleocytoplasmic transport of viral RNAs. Curr. Biol. 6: 848-834.

Gao, F., Bailes, E., Robertson, D. L., Chen, Y., Rodenburg, C. M., Michadl, S. F., Cummins, L. B.,
Arthur, L. O., Peeters, M., Shaw, G. M. and Hahn, B. H. (1999). Origin of HIV-1 in the
chimpanzee Pan troglodytes troglodytes. Nature, Feb 4; 397(6718): 436-441.

Graf, M. (2000). Untersuchungen Uber das Zusammenspiel von cis-aktiven Sequenzen und viraen
transaktiven Proteinen bel der Expression spéter HIV-1 Genprodukte: Grundlage zur Entwicklung
scherer und effektiver Vektoren zur DNA-Vakzinieeung und lentivirden Gentherapie
(Doktorarbeit - RIMMH, AG Wagner, Regensburg).

Graf, M., Bojak, A., Deml, L., Bider, K. and Wagner R. (2000). Concerted Action of Multiple cis-
Acting Sequences is required for Rev Dependence of Late HIV-1 Gene Expression. J. Virol. 74:
10822.

Grahem, F.L. and Eb, A.J. (1973). A new technique for the assay of infectivity of human
adenovirus 5 DNA. Virology 52: 456-467.

Graveley, B.R. (2000). Sorting out the complexity of SR protein functions. RNA 6: 1197-1211.

Haas, J., Park, E.C. and Seed, B. (1996). Codon usage limitation in the expression of HIV-1
envel ope glycoprotein. Current Biology 6(3): 315-324.

Hamilton, B.J-N., Burns, C. M., Nichols, R. C. and Rigby, W. F. C. (1997). Modulgtion of
AUUUA Response Element Binding by Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein A1 in Human T
Lymphocytes. Journd of Biologica Chemistry, Vol. 272 (45): 28732-28741.

Hammarskjold, M.L., Heimer, J., Hammarskjold, B., Sangwan, I., Albert, L. and Rekosh, D.
(1989). Regulation of HIV env expression by the rev gene product. J. Virol. 68: 1959-1966.

Hagtings, M.L. and Krainer, A.R. (2001). PreemRNA splicing in the new millennium. Current
Opinion in Cell Biology 13: 302-309.

Henderson, B. R. and Percipale, P. (1997). Interactions between HIV Rev and Nuclear Import and
Export Factors: The Rev Nuclear Localisatioon Signad Mediates Specific Binding to Human
Importin-b. J. Mal. Biol. 274: 693-707.

Hentze, M. W. (1991). Determinants and regulation of cytoplasmic mRNA stability in eucaryotic
cells. Biochim. Biophys. Acts 1090: 281-292.

Huang, S. (2000). Review: Perinucleolar Strctures. Journa of Structural Biology, 129: 233-240.

Huet, T., Cheynier, R, Meyerhans, A., Rodants, G. and Wain-Hobson, S. (1990). Genetic
organization of chimpanzee lentivirus related to HIV-1. Nature, May 24; 345(6273): 356-359.

lacampo, S. and Cochrane, A. (1996). HIV-1 Rev function requires continued synthesis of its target
mRNA. J. Virol. 70: 8332-8339.

Itoh, M. Haga, I., Li, Q.H. and Fujisawa JI. (2002). Identification of cellular mMRNA targets for
RNA-binding protein Sam68. Nucleic Acids Research 30 (24): 5452-5464.

Jungert K. (2001). Etablierung eines Rev-abhangigen Reportersystems auf der Grundlage von GFP

zur ldentifizierung von Inhibitoren des Rev/RRE Systems (Diplomarbeit-RIMMH, AG Wagner,
Regensburg).

136



LITERATURVERZEICHNIS

Kain, S. R., Adams, M., Kondepudi, A., Yang, T. T., Ward, W. W. and Kitts, P. (1995). GFP as a
reporter of gene expression and protein localization. Biotechniques 19: 650-655.

Kdland, K. H., Szilvay, A. M., Brokstad, K. A., Saetrevik, W. and Haukens, G. (1994 a). TheHIV-
1 Rev protein shuttles between the cytoplasm and nuclear components. Mol. Cell. Biol. 14: 7436-
7444,

Kdland, K. H., Szilvay, A. M., Langhoff, E. and Haukenes, G. (1994 b). Subcdlular distribution of
HIV-1 Rev and colocdlization of Rev with RNA splicing factors in a speckled pattern in the
nucleoplasm. J. Virol. 68: 1475-1485.

Kehlenbeck S. (2000). Grundlegende Untersuchungen zum Kernexport ungespleifdter AT-reicher
RNA Spezies durch Generierung quasilentiviraler Genkonstrukte (Diplomarbeit-RIMMH, AG
Wagner, Regensburg).

Kim, V. N., Mitrophanous, K., Kingsman, S. M. and Kingsman, M. A. (1998). Minima
requirement for a lentivirus vector based on HIV-1. J. Virol. 72: 811-816.

Kimura, T., Hashimoto, |., Yamamoto, A., Nishikawa, M. and Fujisawa, J. I. (2000). Rev-
dependent association of the intron-containing HIV-1 gag mRNA with the nuclear actin bundles
and the inhibition of its nucleocytoplasmic transport by latrunculin-B. Genes Cells 5(4): 289-307.

Kjems, J. and Askjaer, P. (2000). Rev Protein and Its Cellular Partners. Advances in Pharmacol ogy
48: 251-298.

Kjems, J. and Sharp, P. A. (1993). The basic domain of Rev from HIV-1 specificaly blocks the
entry of U4/U6.U5 small nuclear ribonucleoprotein in spliceosome assembly. J. Virol. 67: 4769-
4776.

Kjems, J,, Frankd, A.D. and Sharp, P.A. (1991). Specific regulation of mMRNA splicing in vitro by
a peptide form HIV-1 Rev. Cédll 67: 169-178.

Klimpton & Eneerman, 1992, J. Viral. 66: 2232-2239. (,MAGI“-Assay)

Knippers, R. (1997). Molekulare Genetik. 7., durchgesehene und korrigierte Auflage. Georg
Thieme Verlag, Stuttgart - New Y ork. ISBN 3-13-477007-5.

Krecic, A.M. and Swanson, M.S. (1999). hnRNP complexes. composition, structure, and function.
Current Opinion in Cell Biology, 11: 363-371.

Laemmli, U.K. (1970). Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature 227: 680-685.

Lagnado, C. A., Brown, C. Y. and Goodal, G. J. (1994). AUUUA is not sufficient to promote
poly(A) shortening and degradation of an mRNA: the functiona sequence within AU-rich elements
may be UUAUUUA (U/A)(U/A). Mal. Cdl. Bial., Vol. 14(12): 7984-7995.

Li, J, Liu, Y., Kim, B. O. and He, J. J. (2002 a). Direct Participation of Sam68, the 68-kDa Src-
associated protein in mitosis, in the CRM1-mediated Rev nuclear export pathway. J. Virol. 76 (16):
8374-8382.

Li, J, Liu, Y., Pak, [.-W. and He, J. J. 002 b). Expresson of Exogenous Sam68, the 68-

Kiloddton Src-Associated Protein in Mitoss, is Able to Alleviete Impaired Rev Function in
Astrocytes. J. Viral. 76 (9): 4526-4535.

137



LITERATURVERZEICHNIS

Li, J, Tang, H., Mullen, TM., Westberg, C., Reddy, TR., Rose DW. and Wong-Stadl, F. (1999). A
role for RNA helicase A in posttranscriptional regulation of HIV-1. Proc. Natl. Acad. Sci. U.SA.
96: 709-14.

Lin, Q., Taylor, S. J and Shaloway, D. (1997). Specifity and determinants of Sam68 RNA
binding. Implications for the biologicd function of K homology domains. J. Biol. Chem. 272:
27274-27280.

Liu, HX., Zhang, M. and Kraine, A.R. (1998). Identification of functiona exonic splicing
enhancer motifs recognized by individual SR proteins. Genes & Development 12: 1998-2012.

Lu, X.B., Heimer, J.,, Rekosh, D. and Hammarskjold, M.L. (1990). U1 smal nuclear RNA plays a
direct role in the formation of a rev-regulated HIV env mRNA that remains unspliced. Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 87: 7598-7602.

Luo, Y., Yu, H. and Peterlin, B. M. (1994). Celular protein modulates effects of HIV-1 Rev. J.
Virol. 68: 3850-3856.

Mddardli, F., Martin, M. A. and Strebel, K. (1991). Identification of posttranscriptionally active
inhibitory sequencesin HIV-1 RNA: nove level of gene regulation. J. Virol. 65(11): 5732-5743.

Malim, M. H. and Cullen, B. R. (1993). Rev and the fate of pre-mRNA in the nucleus. implications
for the regulation of RNA processing in eukaryotes. Mol. Cell. Biol. 13: 6180-6189.

Maniatis, T. and Reed, R. (2002). An extensive network of coupling among gene expression
machines. Nature 416 (4): 499-506.

Mariani, R., Rutter, G., Harris, M. E., Hope, T. J,, Krausdich, H.G. and Landau, N. R. (2000). A
Block to HIV-1 Assembly in Murine Cédlls. J. Viral. 74 (8): 3859-3870.

Marques, SM.P., Veyrune, JL., Shukla, R.R. and Kumar A. (2003). Redtriction of HIV-1 Rev
Function in Murine A9 Cédlls Involves the Rev C-Termina Domain. J. Virol. 77 (5): 3084-3090.

Meyer, B. E. and Mdim, M. H. (1994). The HIV-1 Rev trans-activator shuttles between the
nucleus and the cytoplasm. Genes Dev. 8: 1538-1547.

Midgley C.A. and Murray N.E. (1985). T4 polynucleotid kinase: cloning of the gene (pseT) and
amplification of its products. EMBO 4 (10): 2695-2703.

Mikaflian, I., Krieg, M., Gait, M.J. and Karn, J. (1996). Interaction of INS (CRS) elements and the
splicing machinery regulate the production of Rev-responsive mRNAs. J. Mol. Biol. 257: 246-264.

Mitsudomi ,T., Steinberg, SM., Nau, M.M., Carbone, D., DAmico, D., Bodner, S., Oie, HK.,
Linnoila, R.I., Mulshine, JL. and Minna, J.D. (1992). p53 gene mutations in non-smal-cdl lung
cancer cdl lines and their corration with the presence of ras mutations and clinical features.
Oncogene 7(1): 171-180.

Modrow, S. und Fake, D. (1997). Molekulare Virologie. Spektrum Akademischer Verlag GmbH
Heidelberg - Berlin - Oxford. ISBN 3-86025-274-7.

Moore, J. P., Parren, P. W. H. |., and Burton, D. R. (2001). Genetic Subtypes, Humora Immunity,
and HIV-1 Vaccine Development. J. Virol. July 2001, p. 5721-5729.

Muro, A.F., Caputi, M., Pariyarath, R., Pagani, F., Buratti, E. and Baralle F.E. (1999). Regulation

of Fibronectin EDA Exon Alternative Splicing: Possible Role of RNA Secondary Structure for
Enhancer Display. Molecular and Cdlular Biology 19 (4): 2657-2671.

138



LITERATURVERZEICHNIS

Najera, 1., Krieg, M. and Karn, J. (1999). Synergistic Stimulation of HIV-1 Rev-dependent Export
of Unspliced mRNA to the Cytoplasm by hnRNP Al. J. Mal. Bidl. 285: 1951-64.

Nakielny, S., Fischer, U., Michadl, W. M. and Dreyfuss, G. (1997). Annu. Rev. Neurosci. 20: 269-
30L

Nasioulas, G., Zolotukhin, A.S., Tabernero, C., Solomin, L., Cunningham, C.P., Pavlakis, G.N. and
Felber, B.K. (1994). Elements distinct from HIV-1 splice sites are responsible for the Rev
dependence of env mRNA. J. Virol. 68: 2986-2993.

Niedrig, M., Hinkulg, J., Weigdt, W., L’ age Stehr, J., Pauli, G., Rosen, J. and Wahren, B. (1989).
Epitope Mapping of Monoclonal Antibodies against HIV-1 Structural Proteins by Using Peptides.
J. Virol. 63 (8): 3525-3528.

Niedrig, M., Rabanus, JP., L’age Stehr, J. Gelderblom, H.R. and Pauli, G. (1988). Monoclond
Antibodies Directed against HIV gag Proteins with Specificity for Conserved Epitopes in HIV-1,
HIV-2 and SIV. J. gen. Viral. 69: 2109-2114.

O'Nell PK., Sun, G., Yu, H, Ron, Y., Dougherty, JP. and Preston B.D. (2002). Mutationd
Anaysis of HIV-1 Long Termina Repests to Explore the Relative Contribution of Reverse
Transcriptase and RNA Polymerase |1 to Vira Mutagenesis. JBiol Chem 277 (41): 38053-38061.

O'Rellly, M. M., McNadly, M. T. and Beemon, K. L. (1995). Two strong 5 splice sites and
competing, suboptima 3" splice Stes involved in dternative splicing of HIV-1 RNA. Virology
213: 373-385.

Pandya, S., Boris-Lawrie, K., Leung, N. J., Akking, R. and Plandlles, V. (2001). Development of an
Rev-Independent, Minima SIV-derived Vector System. Human Gene Therapy 12: 847-857.

Parkin, N.T., Chamorro, M. and Varmus, H.E. (1992). Human immunodeficiency virus type 1 gag-
pol frameshifting is dependent on downstream MRNA secondary sructure: demondtration by
expresson in vivo. J. Viral. 66 (8): 5147-5151.

Pasquindli, A.E., Erngt, RK., Lund, E., Grimm, C., Zapp, M.L., Rekosh, D., Hammarskjold, M.L.
and Dahlberg, J.E. (1997). The constitutive transport element (CTE) of Mason-Pfizer monkey virus
(MPMV) accesses a cellular mRNA export pathway. EMBO 16 (24): 7500-7510.

PFinol-Roma, S. (1997). HNRNP proteins and the nuclear export of MRNA. Seminars in Cell &
Developmenta Biology 8: 57-63.

Pollard, V.W. and Mdim, M.H. (1998). The HIV-1 Rev protein. Annu. Rev. Microbiol. 52: 491-
532.

Pongoski, J., Asal, K. and Cochrane, A. (2002). Positive and Negative Modulation of HIV-1 Rev
Function by cis and trans Regulators of Vird RNA Splicing. J. Virol. 76 (10): 5108-5120.

Powedll, DM., Amara, MC., Wu, JY., Manidtis, T. and Greene, WC. (1997). HIV Rev-dependent
binding of SF2/ASF to the Rev responsive eement: possible role in Rev-mediated inhibition of
HIV RNA splicing. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 94: 973-78.

Prasher, D. C., Eckenrode, V. K., Ward, W. W., Prendergast, F. G. and Cormier, M. J. (1992).
Primayr structure of the Qequorea victoria green-fluorescent protein. Gene 111: 229-233.

Ratner, L., Fisher, A., Jagodzinski, L.L., Mitsuya, H., Liou, R.S,, Galo, R.C. and Wong-Stadl, F.

(1987). Complete nucleotide sequences of functiona clones of the AIDS virus. AIDS Res. Hum.
Retroviruses 3: 57-69.

139



LITERATURVERZEICHNIS

Reddy, T. R. (2000). A single point mutetion in the nuclear locdization domain of Sam68 blocks
the Rev/RRE-mediated transactivation. Oncogene, 19: 3110-3114.

Reddy, T.R., Tang, H., Xu, W. and Wong-Staal, F. (2000). Sam68, RNA helicase A and Tap
cooperate in the post-transcriptiona regulation of HIV and type D retrovrial mRNA. Oncogene 19:
3570-3575.

Robertson, D. L., Hahn, B. H. and Sharp, P. M. (1995). Recombination in AIDS viruses. J. Mol.
Evol. 40: 249-259.

Rosen, C.A., Terwilliger, E., Dayton, A., Sodroski, J.G. and Haseltine, W.A. (1988). Intragenic cis-
acting art gene-responsive sequences of HIV. Proc Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85: 2071-2075.

Saag, M. S, Kilby, J. M. (1999). HIV-1 and HAART: A time to cure, atime to kill. Nat. Med. 5:
609 f.

Saki, R. K., Gdfand, D. H., Stoffd, S., Scharf, S. J,, Higuchi, R., Horn, G. T., Mullis, K. B.,
Erlich, H. A. (1988). Primer-directed enzymatic amplification of DNA with a thermostable DNA
polymerase. Science 239: 487-491.

Sambrook, J., Fritsch, E. F., Maniatis, T. (1989). Molecular cloning: A laboratory manual. Cold
Spring Harbor Laboratory.

Sanger, F., Nicklen, S. and Coulson, A.R. (1977). DNA sequencing with chain-terminating
inhibitors. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 74: 5463-5467.

Schneider, R., Campbell, M., Nasioulas, G., Felber, B. K. and Pavlakis, G. N. (1997). Inactivation
of the HIV-1 inhibitory eements alows Rev-independent expression of Gag and Gag/protease and
particle formation. J. Virol. 71(7): 4892-4903.

Schwartz, S. (1998). Cis-Acting Negative RNA Elements on Papillomavirus Late mRNAS.
Seminarsin Virology, 8: 291-300.

Schwartz, S., Campbell, M., Nasioulas, G., Harrison, J., Felber, B. K. and Pavlakis, G. N. (1992 a).
Mutatuona inactivation of an inhibitory sequence in HIV-1 results in Rev-independent gag
expression. J. Virol. 66(12): 7176-7182.

Schwartz, S, Felber, B. K. and Pavlakis, G. N. (1992 b). Distinct RNA sequences in the gag region
of HIV-1 decrease RNA stability and inhibit expression in the absence of Rev protein. J. Viral.
66(1): 150-159.

Schweizer, M., Hory, E., Buchholz, C. J and Cichutek, K. (2001). Retroviral Vectors.
Bundesgesundheitshl.- Gesundheitsforsch.- Gesundheitsschutz 44: 1038-1046.

Seguin, B., Staffa, A. and Cochrane, A. (1998). Control of HIV-1 RNA metabolism: role of splice
sites andintron sequences in unspliced viral RNA subcellular distribution. J. Virol. 72: 9503-9513.

Shaw, G. and Kamen, R. (1986). A conserved AU sequence form the 3" untrandated region of
GM-CSF mRNA mediates selective mMRNA degradation. Cell 46: 659-667.

Sherman, M. P. and Greene, W. C. (2002). Slipping through the door: HIV entry into the nucleus.
Microbes and Infection 4: 67-73.

Staffa, Al. and Cochrane, A. (1995). ldentification of Postive and Negative Splicing Regulatory

Elements within the Terminad tat-rev Exon of HIV-1. Molecular and Cellular Biology 15 (8): 4597-
4605.

140



LITERATURVERZEICHNIS

Stutz, F., lzaurrdde, E., Mattg), 1. W. and Rosbach, M. (1996). A role for nucleoporin FG repest
domains in export of HIV-1 Rev protein and RNA from the nucleus. Maol. Cdl Biol. 16(12): 7144-
7150.

Szebeni, A., Herrera, J. E. and Olson, M. Q (1995). Interaction of nucleolar protein B23 with
peptides related to nuclear locaization signals. Biochemistry 34: 8037-8042.

Tacke, R. and Manley, J. (1999). Determinants of SR protein specificity. Current Opinion in Cell
Biology: 11: 358-362.

Tang, H., Kuhen, K. L. and Wong-Staal, F. (1999). Lentivirus Replication and Regulation. Annu.
Rev. Genet. 33: 133-170.

Turner, B.G. and Summers, M. (1999). Structural Biology of HIV. J. Mal. Biadl. 285: 1-32.

Vartanian, JP., Meyerhans, A., Ago, B. and Wain Hobson, S. (1991). Selection, recombination
and G ® A hypermutation of HIV-1 genomes. J. Virol. 65:; 1779-1788.

Vartanian, J.P., Meyerhans, A., Sala, M. and Wain Hobson, S. (1994). G ® A hypermutation of the
HIV-1 genome: evidence for dCTP pool impaance during reverse transcription. Proc. Natl. Acad.
Sci. U.SA. 91: 3092-3096.

Wagner, R. (1992). Doktorarbeit - personliche Mittellung Uber die dem plin8p55D4-V ektor
zugrundeliegende Klonierung.

Wagner, R., Graf, M., Bider, K., Wolf, H., Grunwald, T., Foley, P. and Uberla, K. (2000). Rev-
independent expression of synthetic gag-pol genes of HIV-1 and SIV: implications for the safety of
lentivira vectors. Hum Gene Ther 11: 2403-2413.

Weiss, R. A. and Wrangham, R. W. (1999). From Pan to Pandemic. Nature, Feb 4; 397: 385-386.

Wu & Kappes, 1997, EMBO 16: 5113-5121. (,MAGI“-Assay)

Xu, Y., Reddy, TR., Fischer, WH. and Wong-Stadl, F. (1996). A novel hnRNP specifically
interacts with HIV-1 RRE RNA. J. Biomed. Sci. 3: 82-91.

Yi, R, Bogerd, H. P. and Cullen, R. (2002). Recruitment of the Crm1 Nuclear Export Factor is
Sufficient to Induce Cytoplasmic Expression of Incompletely Spliced HIV mRNAs. J. Virol. 76
(5): 2036-2042.

Zhu, J, Mayeda, A. and Krainer, AR. (2001). Exon identity estabilished through differentia
antagonism between exonic splicing silencer-bound hnRNPA1 and enhancer-bound SR proteins.
Mol Cdl 8 (6): 1351-1361.

Zufferey, R., Nagy, D., Mandel, R. J. Nadini, L. and Trono, D. (1997). Multiply attentuated
lentiviral vector achieves efficient gene delivery in vivo. Nat. Biotechnol. 15: 871-875.

141



VEROFFENTLICHUNGEN

H. Verdffentlichungen

H.1. Papers

Deml, L., Bojak, A., Steck, S., Graf, M., Wild, J., Schirmbeck, R., Wolf, H., and Wagner R. (2001). Multiple
effects of codon usage optimization on expression and immunogenicity of DNA candidate vaccines encoding
the human immunodeficiency virustype 1 gag protein. J. Viral. 75(22):10991-1001.

Deml, L., Steck, S, Bojak, A., Wolf, H. and Wagner, R. (in Vorbereitung). Modulatory effects of CpG
oligonucleotides on the immunogenicity of human immunodeficiency virus type -1 (HIV-1) Pr55® virus-like
particles.

Steck, S. and Wagner, R. (in Vorbereitung). Influence of the codon-usage and cis-active sequences for RNA
stability and expression of late HIV-1 gene products.

Steck, S. and Wagner, R. (in Vorbereitung). Influence of the codon-usage for the timely regulated gene
expression during HIV-1 replication.

H.2. Vortrage

Steck, S. and Wagner, R. (2003). Influence of the “Codon Usage” on the Time Regulated Gene Expression
During HIV Replication. Friihjahrstagung der Gesellschaft fur Virologie GfV, Berlin.

Wolf, H., Bider, K., Bojak, A., Deml, L., Graf, M., Ludwig, C., Notka, F., Steck, S., Wild, J., Zhang, J., Wagner,
R, Moji, P.,, Heeney, J, Stahl-Hennig, C. (2002). From synthetic genes to an HIV DNA vaccine.
Frihjahrstagung der Gesellschaft fir Virologie GfV, Erlangen.

Deml, L., Bojak, A., Steck, S, Graf, M., Wild, J., Schirmbeck, Wolf, H., and Wagner, R. (2001). Multiple Effects
of Codon Usage Optimization on the Expression and Immunogenicity of DNA Candidate Vaccines Encoding
the Human Immunodeficiency Virus Type | (HIV-1) Gag Protein. European Conference on Experimental AIDS
Research, Birmingham.

Steck, S, Graf, M., Bojak, A., Deml, L., Wolf, H. and Wagner, R. (2001). Experiments to the gene expression of
HIV-1 dependent on splice sites and inhibitory sequences. Frilhjahrstagung der Gesellschaft fur Virologie GfV,
Dresden.

Kehlenbeck, S., Jungert, K., Steck, S. Hoffman, H., Graf, M., and Wagner, R. (2001). Codon Usage
Modification: Turning the GFP Dependent of the HIV-1 Rev/RRE System. European Conference on
Experimental AIDS Research, Genua.

Deml, L., Bojak, A., Steck, S., Graf, M., Wild, J., Wolf, H., and Wagner, R. (2001). Multiple effects of codon
usage optimisation on the expression and immunogenicity od DNA candidate vaccines encoding the human
immunodeficiency virustype 1. European Conference on Experimental AIDS Research, Edinburgh.

Deml, L., Steck, S, Bojak, A., Graf, M., Bider, K., Wolf, H., und Wagner, R. (2000). Synthetische
Nukleinsduren: Ein neuartiger Ansatz zur Steigerung der Immunogenitdt aktueller Impfstoffkandidaten.
Fruhjahrstagung der Gesellschaft fur Virologie GfV, Wien.

Steck, S., Deml, L., Wolf, H., und Wagner, R. (2000). EinfluR interner CpGMotive auf die Immunogenitét von
DNA Impfstoffen. Frihjahrstagung der Gesellschaft fur Virologie GFV, Wien.

Deml, L., Steck, S, Bojak, A., Graf, M., Bider, K., Wolf, H., und Wagner, R. (2000). Synthetische
Nukleinsduren: Ein neuartiger Ansatz zur Steigerung der Immunogenitét aktueller HIV-1 Impfstoffkandidaten.
Fruhjahrstagung der Gesellschaft fur Virologie GVF, Wien.

142



VEROFFENTLICHUNGEN

Deml, L., Steck, S, Bojak, A., Wolf, H., und Wagner, R. (2000). Modulatory effects of CpG
oligodeoxynucleotides on the immunogenicity of actual HIV-1 candidate vaccines. European Conference on
Experimental AIDS Research, Madrid.

Deml, L., Steck, S., Schirmbeck, R., Reimann, J., Wolf, H., und Wagner, R. (1999). Unterschiedlicher Einflufd
von CpG Oligodeoxynucleotides auf die Immunogenitét von I6slichen und partikuldren HIV  Impfstoff
Kandidaten. Frihjahrstagung der Gesellschaft fur Virologie GFV, Bremen.

Deml, L., Schirmbeck, R., Steck, S., Reimann, J., Wolf, H., und Wagner, R. (1999).Ambivalent effects of CpG
oligodeoxynucleotides on the immunogenicity of soluble and particulate HIV vaccine components. European
Conference, Perspectives on Infectious Disease Research, Dresden.

Deml, L., Steck, S. Schirmbeck, R., Reimann, J., Wolf, H., und Wagner, R. (1999). Modulatorische
Eigenschaften von CpGhaltigen Nukleinsduren auf die Immunogenitdt unterschiedlicher HIV
Vakzinekandidaten. Institutsseminar am Institut der Virologie an der Universitét Mainz.

H.3. Posterprasentationen

Steck, S. and Wagner, R. (2003). Influence of the “Codon Usage” on the Time Regulated Gene Expression
During HIV Regplication. 9. Deutscher und 14. Osterreichischer AIDS Kongress, Hamburg.

Steck, S., Kehlenbeck, S., Graf, M. and Wagner, R. (2002). Impact of Codon Usage on Timely Regulated
Lentiviral Gene Expression. Fruhjahrstagung der Gesellschaft fur Virologie GfV, Erlangen.

Steck, S., Kehlenbeck, S., Graf, M. and Wagner. R. (2002). Impact of Codon Usage on Timely Regulated
Lentiviral Gene Expression. European Conference on Experimental AIDS Research, Genua.

Deml, L., Bojak, A., Steck, S., Graf, M., Wild, J., Wolf, H. und Wagner, R. (2001). Multiple Effekte von Kodon-
Modifikationen auf die Expressionsraten und Immunogenitdt von HIV-1 spezifischen DNA Impfstoffen.
Fruhjahrstagung der Gesellschaft fur Virologie GfV, Dresden.

Deml, L., Steck, S., Bojak, A., Wolf, H., Wagner R. (2000). Modulatory effects of CpG oligonucleotides on the
immmunogenicity of actual HIV-1 candidate vaccines. European Conference on Experimental AIDS Research,
Madrid.

Steck, S, Deml, L., Bojak, A., Graf, M., Wolf, H. und Wagner, R. (2000). EinfluR von internen CpG
Oligodeoxynukleotiden auf die Immunogenitét des syngag-Plasmides. Friihjahrstagung der Gesellschaft fir
Virologie GfV, Wien.

143



DANKSAGUNG

I. Danksagung

Diese Doktorarbeit entstand am Ingtitut fir Medizinische Mikrobiologie & Hygiene der Universitét
Regensburg. Herrn Prof. Dr. Hans Wolf dankeich fir die Bereitstellung des modernen Arbeitsplatzes.

Bei Herrn Prof. Dr. Dr. H. R. Kalbitzer mdchte ich mich recht herzlich fir die Ubernahme des
Erstgutachtens bedanken.

Die Arbeit wurde von Herrn Prof. Dr. R. Wagner angeregt. Bel ihm méchte ich mich fir das
Uberlassen des Themas, das damit in mich gesetzte Vertrauen und die Ubernahme des
Zweitgutachtens bedanken.

Desweiteren mochte ich mich bei Agnes Hotz-Wagenblatt (Deutschland), Jergen Kjems (Dénemark),
Ole Matzura (Niederlande?), Stefan Samm (Deutschland) und Michael Zuker (Amerika) fur ihre
Ratschlége und Tipps bei einigen Auswertungsproblemen bedanken.

Einen besonderen Dank geht an Herrn Dr. L. Deml fur seine stete Diskussionsbereitschaft und
unermudliche konstruktive Kritik.

Ebenso méchte ich mich bei dlen meinen anderen Laborkollegen Praktikanten, Diplomanden,
Doktoranden, Postdocs, MTASs) fir das angenehme Arbeitsklima bedanken. Aufgrund der Gefahr hin,
dass ich nur Eine/n vergesse, mogen sie hier ungenannt bleiben. Holger danke ich besonders fir seine

Bemthungen um ein erfolgrei ches Sequenzieren der chiméren Proviruskonstrukte.

Mein besonderer Dank gilt meiner Familie, die durch ihre idedlle und finanzielle Unterstiitzung den
Grundgtein fur den erfolgreichen Abschluld meiner Dissertation gelegt haben.

Last but not least danke ich auf¥rdem meinem Freundeskreis in Regensburg, Minchen und
anderenorts fur die , seelisch-moralische* Unterstiitzung wéhrend meiner Dissertation in speziellen,
besonderen und algemeinen Dingen. Besonders Danke ich Begahn, Heike und Kathrin fir ihre
langjéhrige tiefe Freundschaft.

144



