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Zusammenfassung I

Zusammenfassung

Ausgehend von der Sequenz des humanen endogenen Retrovirus K113 (HERV-K113),
welches auf Chromosom 19p13.11 in einem humanen Genom gefunden wurde, konnte
in der Arbeitsgruppe ein virales Genom rekonstituiert werden, das der ehemals exoge-
nen Form entspricht. Nach Transfektion dieses viralen Genoms in Zellen werden retro-
virale Partikel gebildet, die schwach infektiés und nicht replikationskompetent sind.
Durch ein bereits etabliertes, auf vier Plasmiden basierendes System ist es mdglich
den Einbau von anderen viralen Hullproteinen in HERV-K113-Partikeln zu untersu-
chen. Innerhalb dieser Arbeit wurde anhand von Westernblot- und ELISA-Messungen
gezeigt, dass der Einbau des Ebolavirus-Hullproteins (EboV-Gp) in die retroviralen
Partikel des HERV-K113 mdglich ist und im Vergleich zu dem Vesicular Stomatitis Vi-
rus Glykoprotein (VSV-G) sowie dem urspringlichen Glykoprotein von HERV-K113
(oricoEnv) keine verringerte Produktion der VLPs (virus-like particles) messbar war.
Weiterhin flhrte die fur HIV-1 und natives HERV bereits beschriebene produktionsstei-
gernde Wirkung des humanen Staufen-1 Proteins auch in diesem System zu einer er-
héhten Virusproduktion (Faktor 1,6) in der Zellkultur, obwohl die Menge des Staufen-1
flr die optimalste Steigerung variiert. Bei elektronenmikroskopischen Untersuchungen
konnten keine Deformierungen oder erkennbaren Auswirkungen auf die Morphologie
der EboV-Gp pseudotypisierten HERV-K113-Partikel entdeckt werden. Die Ergebnisse
einer Real-Time PCR deuteten darauf hin, dass die mit EboV-Gp pseudotypisierten
HERV-K113-Partikel RNA enthalten und somit eine RNA-Verpackung stattgefunden
hat. SchlieZlich konnte die Infektiositat dieser Viren in Infektionsversuchen nachgewie-
sen werden. Die Effizienz der Infektion mit EboV-Gp pseudotypisierten HERV-K113-
Partikeln lag dabei oberhalb der Infektionsrate der Partikel, die das HERV-K113-
Hullprotein selbst tragen. Diese Ergebnisse zeigen, dass neben der Pseudotypisierung
von HERV-K113-Partikeln mit VSV-G auch die Pseudotypisierung mit dem Hullprotein
des Ebolavirus mdglich ist, ohne dass die Integritat der Viruspartikel gestort wird. Wei-
terhin ergeben sich Hinweise, dass die untersuchten Hullproteine in verschiedenen
Prozessen der HERV-K113 Assemblierung Einfluss haben kdnnen. Diese Experimente
dienen als Grundlage fur weiterfiihrende Untersuchungen, denn durch die schwache
Immunogenitat im Menschen koénnten Partikel von endogenen Retroviren, die mit vira-
len Hullproteinen pseudotypisiert sind, potentielle Vektoren darstellen, um Immunant-

worten gegen die nativen Hullproteine zu induzieren und damit als Impfstoffe dienen.
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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Retroviren

Retroviren wurden am Anfang des 20.Jahrhunderts entdeckt. 1908 induzierten Vilhelm
Ellermann und Oluf Bang mit zellfreiem Plasma aus leukamieerkrankten Hihner eine
Leuké&mie bei gesunden Tieren [1]. Kurze Zeit danach entdeckte der Amerikaner Pey-
ton Rous, dass er mit Ultrafiltraten aus Geflugelsarkomen bei gesunden Hihnern eine
Tumorentwicklung induzierte [2]. Die Ultrafiltrierbarkeit der Erreger schloss eine Zuge-
horigkeit zu den Bakterien aus und spater wurden diese Erreger als Retroviren klassifi-
ziert. Der Name Retrovirus wurde erstmals 1974 nach der Entdeckung der Reversen
Transkriptase gepréagt. Die reverse Transkriptase wurde 1970 unabhangig voneinander
von Howard Temin und David Baltimore beim Studium der onkogenen Retroviren als
charakteristisches Enzym dieser Viren identifiziert [3,4]. Retroviren werden mit weit
verbreiteten Infektionskrankheiten assoziiert und kénnen ganz unterschiedliche Symp-
tome hervorrufen. Sie kdnnen u.a. schwerwiegende Tumorerkrankungen, Immundefizi-
enzen oder neurologische Defekte auslosen. Retrovirusinfektionen kommen Uberwie-
gend bei Wirbeltieren (Saugetiere, Vogel, Amphibien, Reptilien und Fische) vor. Das
erste humane Retrovirus wurde 1980 von Poiesz in der Arbeitsgruppe um Robert Gallo
entdeckt und erhielt den Namen humanes T-Zell-Leukamie-Virus (HTLV-1) [5]. HTLV
und das humane Immundefizienzvirus (HIV) gehdren heute zu den bekanntesten hu-
manen Retroviren. HIV ist der Erreger des erworbenen Immunschwache Syndroms,
abgekirzt AIDS (acquired immunodeficiency syndrome), wahrend HTLV-l adulte T-
Zell-Leukamie und Tropische Spastische Paraparese oder auch HTLV-assoziierte
Myelopathie (HAM) verursachen kann. Durch die globale Verbreitung von HIV Mitte der
80er Jahre des 20. Jahrhunderts riickten die Retroviren in den Fokus des 6ffentlichen
Interesses [6]. Zentrale Ziele der Retrovirologie heute sind die Behandlung und die

Préavention von AIDS und die Verwendung von Retroviren als Genvektoren.

1.1.2 Klassifikation der Retroviren

Vor 1974 nannte man die Retroviren Oncornaviren (onkogene RNA-Viren). Eine Eintei-
lung erfolgte anhand von morphologischen Unterschieden, die mithilfe elektronmikro-

skopischer Aufnahmen ermittelt werden konnten, in die Klassen A, B, C und D [7,8].
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Mittlerweile wurde die Familie der Retroviridae vom ICTV (International Committee on

Taxonomy of Viruses) in die zwei Unterfamilien, Orthoretrovirinae und Spumavirinae,

gegliedert.
Epsilon-retroviruses’ Delta-retroviruses
(simple) (complex)
SnRV BLV
HERV-W HTLV-II Lentiviruses
Gamma- glay (complex)

HTLV-1

. *
re_tro\nruses PERV
(simple) gaLv

MLV

FIv HIV-2

SlVmac

MVV
FeLVv

Alpha-
ALV retroviruses”
RSV (simple)
FFV
BFVSFV SFVepz HERV-K | SRV
) agm MMTV
Spumaviruses . *
Beta-retroviruses
(complex)

(simple)

Abbildung 1: Phylogenetischer Baum der Retroviren. Der phylogenetische Baum der Retrovi-
ren umfasst die Spumavirinae und die Orthoretrovirinae mit den sechs Genera a-, B-, o-, €-,
y—Retroviren und die Lentiviren. Es ist zusatzlich zu entnehmen, ob es sich um einfache oder
komplexe Retroviren handelt. Die mit einem roten Stern markierten Genera enthalten auch en-
dogene Retroviren (Abbildung nach Weiss [9]).

Die Spumavirinae besitzen eine Sonderstellung in der Familie der Retroviridae und
umfassen nur einen Genus, das Spumavirus. Die Orthoretrovirinae bestehen aus den
sechs Genera Alpha-, Beta-, Gamma-, Delta- und Epsilon-Retroviren und den Lentivi-
ren (s. Abb. 1). Die taxonomische Einteilung der Familie Retroviridae basiert auf Unter-
schieden in der Morphologie und der Genomsequenz sowie auf Besonderheiten wah-

rend der Replikation und der Pathogenese [10].

1.1.3 Genomischer und struktureller Aufbau von Retroviren

Bei der Familie Retroviridae handelt es sich um behdllte Viren. Die virale Lipiddoppel-
schicht stammt von der Cytoplasmamembran der Wirtszelle. Der Aufbau eines retrovi-
ralen Partikels ist in Abbildung 2 schematisch dargestellt. Der Durchmesser eines ret-

roviralen Partikels betragt circa 100 nm [10].
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Reverse
Transkriptase

Oberfliichen Integrase
Glycoproteine

Abbildung 2: Aufbau eines Retroviruspartikels. Dargestellt ist ein schematischer Querschnitt
durch ein retroviralen Partikel. Die Virushille ist von einer zellularen Cytoplasmamembran ab-
geleitet, in die die viralen Glykoproteine eingelagert sind. Diese sind aus einer transmembranen
(TM) und einer externen (SU) Komponente zusammengesetzt. Die inneren nicht glykosylierten
Strukturproteine werden durch gag kodiert. Zu den Strukturproteinen gehdren die Matrixproteine
(MA), die Capsidproteine (CA) und die Nucleocapsidproteine (NC). Produkte von pol sind die
reverse Transkriptase (RT) und Integrase (IN). Durch die Expression von pro wird die virale
Protease gebildet. (modifiziert nach Coffin [11]).

Das Virusgenom besteht aus zwei identischen Molekilen einzelstrangiger RNA mit
positiver Orientierung und hat durchschnittlich eine Grof3e von 7-12 kb. Die Organisati-
on eines solchen Genoms ist in Abbildung 3 dargestellt. Die Darstellung beinhaltet den
Aufbau des RNA-Genoms von infektiosen Viruspartikeln und den Aufbau des Genoms
nach Integration in das Wirtsgenom. Charakteristisch fur die integrierte virale DNA
(Provirus) sind die LTRs (long terminal repeat), die die mindestens vier vorhandenen
Gene gag, pro, pol und env der Retroviren flankieren. Die komplexen Retroviren (s.
Abb. 1), wie die Lenti- und Spumaviren sowie die d-Retroviren, besitzen zuséatzliche
Gene, die fur regulatorische und akzessorische Proteine (z.B. Rev, Tat, Vpu usw.) ko-
dieren. Die Translation dieser Proteine erfolgt von einfach und mehrfach gespleil3ten
Transkripten. Die LTRs, bestehend aus den U3-, R- und U5-Bereichen (U = unique),
sind regulatorische Sequenzen und befinden sich in gleicher Orientierung am 5’- und
am 3’-Ende. Promotoren und cis-aktive Elemente sind in der U3-Region enthalten. Die
Bindung von transaktiven zellularen Proteinen reguliert die virale Transkription und
Genexpression. Nach dem R-Bereich folgt die U5-Region, die fir die Integration des

Provirus von Bedeutung ist. Hinter der U5-Region befindet sich die Primer-
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Bindungsstelle (PB). Die PB ist 18 Basen lang und dient als Bindungsstelle fur die spe-
zifische, zellulare tRNA, die als Primer fir die reverse Transkription fungiert. Die Lea-
der-Region, die zwischen der PB-Stelle und dem Beginn der gag-Gene liegt, enthalt
die SpleiRdonor-Stelle (SD) und endet mit der w-Stelle, die als Verpackungssignal
dient. Das gag (gruppenspezifische Antigene) kodiert fir das Vorlauferprotein Gag.
Dieses Polyprotein wird durch die virale Protease, die in dem pro (Protease) Gen ko-
diert ist, wahrend der Reifung in Matrix-, Capsid- und Nucleocapsidproteine prozess-
ziert. Die reverse Transkriptase, RNase H und die Integrase werden durch das pol Gen
kodiert. Bei der retroviralen Replikation ist die hochkonservierte reverse Transkriptase
das entscheidende Schliisselenzym und daher ein Kennzeichen der Retroviren. Mit
Hilfe dieses Enzyms sind die Retroviren in der Lage ihre (+)ssRNA in doppelstrangige
(ds) DNA umzuschreiben. Die Integrase bewirkt anschlieRend die Integration in das
Wirtsgenom. Da die reverse Transkriptase keinen Mechanismus zur Uberprufung der
Lesegenauigkeit besitzt, wird mit einer Wahrscheinlichkeit von 107 bis 10™ eine fal-
sche Base bei der Synthese der dsDNA eingebaut. Dieser Vorgang tragt zur hohen
Mutationsrate beim Provirus bei. Die Aktivitdt der RNA-Polymerase gewahrleistet ihnen
aber somit auch eine groRe genetische Variabilitat und kann zur Bildung neuer viraler
Spezies fuhren [12]. Die RNase H, eine zusatzliche Aktivitat der reversen Transkripta-
se, baut den RNA-Anteil des DNA/RNA-Hybriddoppelstranges ab. Das env (Envelope,
Glykoprotein) kodiert ebenfalls fiir ein Vorlaufer-Polyprotein, das von einer einfach ge-
spleiRten mRNA translatiert wird und dann von einer Protease in zwei Proteine gespal-
ten wird [13]. Das virale Oberflachenglykoprotein (SU, surface unit) ist bei der Rezepto-
rerkennung und -bindung beteiligt und das Transmembranprotein (TM, transmembra-
ne) verankert den gesamten Hillproteinkomplex in der Membran und vermittelt die
Membranfusion und den Viruseintritt [14]. Am Ende der kodierenden Gene (3’ des env-
Gens) befindet sich der Polypurinbereich (PP). Das RNA-Genom eines infektiosen Vi-
ruspartikels besitzt eine 5'Cap-Struktur und eine Polyadenylierung am 3’-Ende, die
auch eukaryotische mRNAs kennzeichnen. Die durch die RNA-Polymerase des Wirtes
transkribierten RNA-Spezies dienen sowohl als mRNA fur die Synthese viraler Proteine

als auch als neues Genom fir die Viruspartikel.
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A RNA-Genom des infektiosen Viruspartikels
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Abbildung 3: Genomorganisation der Retroviren. A) Aufbau des RNA-Genoms von infektibsen
Viruspartikeln. Am 5-Ende befindet sich eine Cap- Gruppe und das 3’-Ende ist polyadenyliert
(AAA). Der Spleildonor (SD)- und Spleil3akzeptor (SA) dienen der Synthese jener mRNAs, von
denen die Env-Proteine translatiert werden. R: wiederholte (redundante) Regionen; U3 und U5:
einzigartige (unique) Regionen am 3’- bzw. 5’-Ende; PP: Polypurinstelle, PB: Primerbindungs-
stelle, W: Verpackungssignal, gag: gruppenspezifisches Antigen, pol: Polymerase-Gen, env:
Envelope-Gen. B): Aufbau des Provirus nach Integration in das Wirtsgenom. Die LTRs (long
terminal repeat) flankieren die Gene der Retroviren (modifiziert nach Modrow und Falke [10]).

Retroviren sind nur in der Lage Zellen zu infizieren, die den spezifischen Virusrezeptor
auf der Oberflache exprimieren. Im Normalfall infizieren Retroviren somatische Zellen.
Neu produzierte Viruspartikel werden freigesetzt und kénnen weitere Kérperzellen infi-
zieren oder auch auf andere Individuen Ubertragen werden. Es ist aber auch mdglich,
dass Retroviren Keimbahnzellen, wie Oozyten oder Spermatozyten bzw. deren Vorlau-
ferzellen, infizieren, denn auch diese besitzen Rezeptoren fir Retroviren. Wenn es zur
Befruchtung einer solchen Zelle kommt, wird jede einzelne Kdrperzelle des entstehen-
den Organismus an derselben chromosomalen Position das Provirus tragen. Diesen
Prozess bezeichnet man als Endogenisierung [15,16]. Man unterscheidet daher auch
zwischen exogenen und endogenen Retroviren. Exogene Viren kdnnen horizontal (von
Person zu Person) Ubertragen werden, da in ihrem Genom alle Proteine kodiert sind,
die fur eine Infektion benotigt werden. Die Ubertragung der endogenen Retroviren fin-

det hingegen vertikal Giber die Keimbahnzellen statt.
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1.2 Endogene Retroviren (ERV)

Endogene Retroviren (ERV) wurden zwischen den spaten 60er und Anfang der 70er
Jahre entdeckt [9]. Erst mit der Entdeckung der reversen Transkriptase wurde die Idee
von ERVs, die aus einer Integration eines Provirus in die Keimbahn von Vertebraten
resultieren und wie zellulare Gene nach den Mendelschen Regeln vererbt werden,
plausibler. ERVs kdnnen als vererbte genetische Elemente defininiert werden, die sehr
den Proviren ahneln, die nach einer Infektion exogener Retroviren gebildet wurden
[17]. Endogene retrovirale Sequenzen sind Bestandteil der meisten eukaryotischen
Genome und sind den exogenen Retroviren zahlenméaRig Uberlegen [18]. Durch die
Kombination und die sorgfaltige Analyse von virologischen und immunologischen Me-
thoden mit der Mendelschen Genetik, wurden die ersten ERV entdeckt und spater de-
ren Existenz durch Detektionsmethoden fiir Nukleinséduren bestatigt [9,19]. Durch Se-
guenzvergleiche hochkonservierter Regionen innerhalb des retroviralen Genoms, wie
des pol Gens, konnen ERVs identifiziert werden [20]. Bisher konnten 31 verschiedene
human endogene Retrovirus (HERV)-Familien identifiziert werden [21].

Reinfektion, Retrotransposition und Komplementation in trans sind Mechanismen der
endogenen Retroviren, die Gber Millionen von Jahren dazu gefuihrt haben, dass sich
retrovirale Elemente Uber das gesamte Genom verteilt haben [16,22]. Die Produktion
von exogenen, infektiosen Partikeln wird nur unter bestimmten Umstanden aktiviert
[10]. Nach der Integration des Provirus in das Genom, gibt es zwar keinen bekannten
Mechanismus des Wirtes, um den integrierten Virus wieder komplett aus dem Genom
zu entfernen, jedoch kénnen Mutations-, Deletions- und Rekombinationsereignisse die
offenen Leserahmen des Provirus im Laufe der Evolution so verandern, dass die Ex-
pression von funktionalen viralen Proteinen und die Bildung von infektiosen Viren nicht
mehr moglich ist [19,23]. Durch homologe Rekombination zwischen zwei LTRs kann es
zum kompletten Verlust der viralen Gene kommen, sodass nur noch eine einzelne LTR
tbrig bleibt [24]. Fast alle HERV-Genomsequenzen enthalten inaktivierende Mutatio-

nen. Es wird angenommen, dass keines der HERV zur Replikation fahig ist [25].
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1.2.1 Humanes endogenes Retrovirus HERV-K113

Das 1990 offiziell gestartete Humangenomeprojekt fuhrte zur Entschlisselung des
kompletten menschlichen Genoms und zeigte, dass mehr genetisches Material des
Genoms auf humane endogene Retroviren zuriick zu fuhren ist als es humane Protei-
ne kodiert [26,27]. HERV-Sequenzen machen etwa 8% des menschlichen Genoms
aus. Vergleichsweise dient nur ~1 % des humanen Genoms zur Kodierung von Genen.
Die retroviralen Elemente konnten durch phylogenetische Studien in verschiedene
Gruppen eingeteilt werden. Die HERV-K Gruppe kann in zehn Familien geteilt werden
(HML-1-10), die alle zu den B-Retroviren gehdren [28]. Die HERV-K Familie integrierte
in das Primaten-Genom vor rund 30 Millionen Jahren und reintegrierte entweder durch
Reinfektions- oder durch intrazellulare Transpositionsprozesse innerhalb der letzten
200.000 Jahren [19]. HERV-K (HML-2) bildet wohl eine der jiingsten Familien von hu-
manen endogenen Retroviren. Die Bezeichnung K erhielten diese wegen der Benut-
zung einer Lysin t-RNA, zur Initiation der reversen Transkription. Aufgrund der Bezie-
hung zu dem murinen Betaretrovirus Maus-Mammatumorvirus (MMTV) bekamen sie
die zusatzliche Bezeichnung human MMTV like-2 (HML-2). Die meisten der 500.000
gefundenen HERV Elemente sind durch Nonsense-Mutationen oder gro3e Deletionen
defekt [19]. Bisher konnte kein replikationskompetentes HERV identifiziert werden. In
einer humanen Bacterial Artificial Chromosome (BAC) Bibliothek wurde das humane
endogene Retrovirus K113 entdeckt, das zu den zuletzt integrierten und am besten
erhaltenen menschlichen Proviren gehort [29]. HERV-K113 besitzt fur alle Gene offene
Leserahmen und ist auf dem Chromosom 19p13.11 lokalisiert. Dieser Provirus ist am
haufigsten (bis zu 30%) in der afrikanischen Bevdlkerung verbreitet, welches die Hypo-
these unterstitzt, dass die Integration im damaligen Afrika stattfand [29,30]. Der unge-
fahre Integrationszeitpunkt der HERV in das Genom kann mit Hilfe von Stammbaum-
analysen und dem Vergleich der beiden retroviralen LTRs annahernd bestimmt wer-
den. Retrovirale LTRs sind gewdhnlich zum Zeitpunkt der Integration des Provirus
identisch [31]. Statistischen Schatzungen zu Folge, kommt es pro Jahr mit einer Wahr-
scheinlichkeit von 2,3 x 107 bis 5 x 10™° zu einem mutierendem Basenaustausch pro
LTR [32]. Dies wirde rechnerisch bedeuten, dass alle 200.000 bis 450.000 Jahre eine
Veranderung in den LTRs auftritt [29]. Die flankierenden LTRs des HERV-K113 (HML-
2) Provirus enthalten drei Sequenzunterschiede, weswegen die Integration des HERV-
K113 Provirus vor ungefahr 600.000 Jahren stattgefunden haben kénnte [33]. Konsen-

sussequenzen von HERV-K(HML-2) Elementen sind fahig infektidse Partikel zu produ-
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Zieren [25,33]. Diese Virionen sind zur Infektion und Integration in das Wirtsgenom
fahig, jedoch konnte eine Replikation bisher nicht gezeigt werden. Durch die Korrektur
von postinsertionalen Mutationen im jingsten HERV-K113 erhielt man ebenfalls niedri-
ge Level von infektiosen Partikeln, die nicht replikationskompetent sind [35]. Das
HERV-K113 enthalt den im Abschnitt der Retroviren erwahnten typischen Aufbau 5°-
gag-pro-pol-env-3‘ (s. Abb. 4).

kb 1 2 3 4 S 6 7 8 9

sD, SA; SD, SA,
£
& ‘
SD,zg
S'LTR gag pro pol LR
AUG *StoP
env [N poly-A
5'CAP
AUG * Stop
» rec
< poly-A
2 (typell
g (el "o
2 AUG % Stop
o
& 9
(t:::e I | poly-A
5'CAP
hel B poly-A

5'CAP

Abbildung 4: Organisation des Provirus von HERV-K (HML-2) und die RNA Transkripte. Das
Genom besteht aus den Genen gag, pro, pol und env. Der schwarze Balken markiert eine 292
bp lange Deletion, die in Typ-1 HERV-K Proviren vorkommt und daflr verantwortlich ist, dass
das Np9 anstatt des Rec (Typ-2 HERV-K Provirenl) translatiert wird. Das hel-Transkript kodiert
nicht fur ein Protein und besitzt keine bekannte Funktion (nach Bannert, 2013 [16]).

Der Leserahmen des env enthalt die genetische Information fir das Hullprotein. Zu-
satzlich zu den Strukturproteinen und Retrovirus-spezifischen Enzymen wurden zwei
weitere Gene fur die akzessorischen Proteine Rec und Np9 beschrieben. Im Genom
existieren zwei Haupttypen von HERV-K (HML-2). Typ-1 Proviren unterscheiden sich
durch eine 292 bp Deletion von Volllangen Typ-2 Proviren [16]. Diese Deletion verhin-
dert die Expression des Rec, aber fuhrt stattdessen zur Expression eines alternativen
Proteins, namens Np9 [36]. Ein zweites SpleilRereignis des env entfernt den grofRen
Teil der codierenden Region und fuhrt zur Translation von Rec [37]. Rec kodiert fir ein

14 kDa groRRes Protein, das ein argininreiches Motiv fir die Bindung von RNA und fir
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einige DNA bindende Proteine besitzt. Das Rec Protein ahnelt dem HIV Rev Protein in
Hinsicht auf strukturellen Eigenschaften, intrazelluldrer Lokalisation und Funktion [38].
Es besitzt ein NLS (nuclear localization signal) und ein NES (nuclear export signal) und
es wurde gezeigt, dass Rec den Transport von ungespleil3ter oder teilweise gespleildter
HERV-K mRNA vom Nucleus in das Cytoplasma vermittelt [16,38]. Rec hat ein tumor-
férderndes Potenzial. Es unterstiitzt Tumorwachstum, wenn es in Nacktméusen expri-
miert wird [39]. Ein anderes potentielles 9 kDA grof3es Oncoprotein Np9 ist auch im
Nucleus lokalisiert und hat im Gegensatz zu Rec keine bekannte physiologische Funk-
tion in der HERV-K Replikation [36]. Weiterhin wurde ein 1,5 kb grof3es Transkript na-
mens hel in humanen Teratocarcinoma-Zelllinien entdeckt. Diese mMRNA kodiert nicht
fur ein Protein und die Funktion dieser mRNA ist noch unbekannt [37].

Das Hiullprotein von dem HERV-K113 Provirus zeigt nur eine schwache Expression in
Saugetierzellen und ist nicht in der Lage in retrovirale Partikel eingebaut zu werden.
Internes SpleiRen, der niedrige GC-Gehalt von 42% und die Verwendung von seltenen
Codons sind die wahrscheinlichsten Ursachen fir die schlechte Expression des HERV-
K113 Hullproteins [40]. Durch eine Codonoptimierung, die Entfernung der internen
Splei3stelle und einen antreibenden CMV-Promotor wurde ein Konstrukt namens
pcDNAcCOENv-V5 generiert, das zu einer Erhdhung (Faktor 50) der Expression fuhrt.
Um ein funktionelles Hullprotein zum Zeitpunkt der Integration in das humane Genom
zu rekonstituieren, wurden acht putative Protein-relevante postinsertionale Substitutio-
nen identifiziert und revertiert. Vier davon befinden sich im Oberflachenglykoprotein
(SU) und vier in der transmembranen Untereinheit (TM). Das resultierende Env-
Konstrukt, namens pcDNA3oricoEnv (s. Abb. 5) stellt vermutlich das urspriingliche
HERV-K113 Hdullprotein dar. Die Inkorporation dieses urspriinglichen HERV-K113
Hullprotein  (oricoEnv) konnte sowohl in lentivirale Partikel als auch in HERV-K113-
Partikel gezeigt werden [41]. Weiterhin war fir einige Retroviren bekannt, dass eine C-
terminale Trunkierung der cytoplasmatischen Doméane Einfluss auf den Einbau des
Hullproteins bzw. die Fusogenitat haben kann [42-44]. Innerhalb dieser Arbeitsgruppe
wurden drei Mutanten hergestellt (oricoEnvA659-699, oricoEnvA680-699 und ori-
coEnvA693-699), bei denen die cytoplasmatische Domane unterschiedlich stark trun-
kiert wurde. Die am starksten trunkierte Mutante oricoEnvA659-699 wird am besten

eingebaut und weist die htchste Infektiositat auf [40].
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Abbildung 5: Schematische Darstellung von oricoEnv. Die acht postinsertionalen Mutationen
(Rot dargestellt) wurden durch einen Sequenzvergleich von zehn hochkonservierten HERV-
K(HML-2) Elementen identifiziert und eine Revertierung flhrte zur Generierung von oricoEnv.
Vier der Aminosauresubstitutionen sind im SU und vier im TM lokalisiert. Das oricoEnv enthalt
drei HERV-K113 spezifische Variationen (griin dargestellt). Weiterhin sind zehn potentielle Gly-
kosylierungsstellen (N-X-S/T) mit ihren Aminosaurepositionen aufgezeigt. Am C-terminalen
Ende befindet sich das V5-Tag. Eine potentiellen Glykosylierungsstelle Asn506 wurde durch die
Rekonstitution der originalen HERV-K113 Env-Sequenz eliminiert (nach Kramer, 2011 [41]).

1.4 Pseudotypisierung und Gentransfer mittels
Retroviren

Viren kdnnen benutzt werden, um genetisches Material in Zellen einzubringen und so-
mit eine Expression von z.B. Fluoreszenz-markierten Proteinen oder von Antigenen in
vivo oder in vitro zu erzielen. Beispiele fur Viren, die zum Gentransfer eingesetzt wer-
den, sind Adeno-assoziierte Viren (AAV), Adenoviren aber auch Retroviren [45]. FUr in
vitro Untersuchungen werden haufig Retroviren eingesetzt, da hier die Expressions-
kassette in das Wirtsgenom integrieren kann und die Expression uber langere Zeit
madglich ist. Retrovirale Vektoren sind konstruierte Virusderivate, die typischerweise
nicht replikationsfahig sind. Sie kdnnen genetisch so manipuliert werden (Entfernung
von viralen Genen), dass nur noch eine single-round Replikation mdglich ist. Nach Co-
Transfektion von einem Vektor-DNA Konstrukt und Expressionsplamid(en) von viralen
Genen in Herstellerzellen, kénnen die geernteten virus-like particles (VLP) zur Infektion
von Zielzellen verwendet werden. Die Nachkommen dieser VLPs sind nicht fahig er-
neut Zellen zu infizieren, was einen wichtigen Sicherheitsstandard darstellt [46]. Retro-
virale Vektoren sind attraktiv, da diese eine Herstellung von stabil transformierten Zell-
linien und die Expression der Gene von stark antreibenden Promotoren ermdglichen.

AulRerdem besitzen Retroviren ein breites Wirtspektrum, welches eine Transduktion

von vielen Zelllinien erlaubt [45].
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Ein Mechanismus, der zur Erweiterung des zellularen Tropismus bei behlllten Viren
fuhren kann, ist die Bildung von phéanotypisch-gemischten Partikeln. Dieser Prozess
geschieht Ublicherweise wahrend der viralen Assemblierung in Zellen, die von zwei
oder mehreren Viren infiziert sind. [47]. Bei einer solchen Co-Infektion kann es zur Bil-
dung von Hybrid-Virionen kommen, die die genetische Information des einen Virus
enthalten, aber in denen ganz oder teilweise die Glykoproteine des co-infizierten Virus
eingebaut sind [48]. Dieses Phdnomen wird als phanotypisches Mischen bezeichnet
und fuhrt zu Bildung von sogenannten Pseudotypen. Die Virusnachkommen besitzen
die phanotypischen Eigenschaften (z.B. Zelltropismus) des eingebauten Glykoproteins,
ohne eine genetische Veranderung des Virus-Genoms hervorzurufen. Phanotypisches
Mischen oder auch Pseudotypisierung hat sich als ein sehr nitzliches Werkzeug er-
wiesen, um die biologischen Eigenschaften der Viren zu untersuchen [49]. Es ist ein
wichtiges Forschungs- und Diagnostikwerkzeug fiir grundlegende und klinische virolo-
gische Studien. Es erleichtert die Untersuchung von einzelnen Genen, zellularen Re-
zeptoren, Antikorperantworten, Serosurveillance und antivirale Therapie [50]. Diese
pseudotypisierten Viren finden erhéhten Verwendungszweck als Vakzin-Immunogen.
Dabei wird das Antigen entweder auf der Oberflache des Partikels prasentiert oder es
findet, wie oben beschrieben, eine zellulare Expression durch den Gentransfer statt
[50]. Fortschritte in der Pseudptyp-Technologie revolutionieren die Forschung an wich-

tigen humanen und tierischen Pathogenen [51].

Aufgrund des sehr breiten Tropismus, hohen Titers und der Stabilitat der erhaltenen
Pseudotypen, war das Vesicular Stomatitis Virus Glykoprotein (VSV-G) eines der ers-
ten Glykoproteine, die zur Pseudotypisierung von retroviralen Vektoren verwendet
wurden [52]. VSV gehort zur Familie Rhabdoviridae. Die Verwendung des VSV-G zur
Pseudotypisierung ist heute weit verbreitet und dient als nitzlicher Standard zur Be-
wertung der Effizienz anderer Pseudotypen. Es kdnnen u.a. Vergleiche hinsichtlich der

Titer, Viruspartikel-Stabilitat, Toxizitat und Wirtszellspezifitat geschlossen werden [53].

1.5 Ebolavirus

Das Ebolavirus (EboV) ist eine Gattung aus der Familie der Filoviridae und hat eine
uneinheitliche, pleomorphe Gestalt, die meist gestreckt und fadenférmig ist. Kenn-
zeichnend sind membranumbhdillite, filamentdse Partikel in der Form eines ,Hirtenstabs®

oder in der Form eines "U" oder einer "6" [54]. Es besitzt ein in negativer Orientierung
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einzelstrangiges, nichtsegmentiertes RNA-Genom, das etwa eine Grof3e von 18-19 kb
hat und die zwischen den nichtcodierenden 3’- und 5’-Enden befindlichen sieben Gene
in der Reihenfolge 3’-NP-VP35-VP40-GP-VP30-VP24-L-5° beinhaltet (s. Abb. 6) [10].
Mit Ausnahme des Gens flr das Glykoprotein, sind alle Gene monocistronisch und
kodieren fir ein Strukturprotein [54]. Das Nucleoprotein (Np) umhdillt die virale RNA,
die RNA-abhéngige RNA-Polymerase (L), den Polymerase-Cofaktor Vp35 (Virionpro-
tein 35) und den Transkriptionsfaktor Vp30. Diese Nucleocapsidproteine sind fir die
Replikation und Transkription des viralen Genoms notwendig [55,56]. Weiterhin kodiert

das Genom fir die zwei Matrixproteine Vp40 (major) und Vp24 (minor).

Der primare offene Leserahmen des Glykoproteins kodiert fur ein 60-70 kDa grol3es
Nichtstrukturprotein, das als sekretiertes Gp (sGp) bezeichnet wird [57]. Das Vorlaufer
pre-sGp wird durch post-transkriptionale proteolytische Spaltung der Furin-Protease in
das sGP und das stark glykosylierte, kleine Nichtstrukturprotein A-Peptid gespalten
[58]. Das sGP wird nicht in Viruspartikel eingebaut, sondern von infizierten Zellen se-
zerniert. Die Rolle des sGP in der Pathogenese bzw. dessen Funktion ist noch nicht
vollsténdig entschlisselt. Es gibt aber Hinweise, dass es bei der Evasion vor der hu-
moralen Immunantwort eine Rolle spielt, indem es die Aktivierung von Neutrophilen
hemmt und Antikorper neutralisiert. Weithin soll das sGp als antiinflammatorischer Fak-
tor agieren, der die endotheliale Barrierefunktion wahrend der Infektion schiitzt [59,60].
Bei 20-25% der Transkriptionen kommt es durch RNA-Editing durch die Polymerase L
zur fehlerhaften Insertion eines zusatzlichen Adenosins. Diese Insertion wird an einer
sogenannte slippery site von sieben aufeinanderfolgenden Adenosinen begiinstigt und
fuhrt zur einer Leserasterverschiebung (+1) [61]. Dieses Transkript fuhrt zu einem 150
bis 170 kDa groRRes Vorlaufer-Gp (pre-GP). Das pre-GP wird im trans-Golgi-Netzwerk
durch die Furin-Protease in ein externes GP; (140 kD) und ein membranverankertes
GP, (26 kD) gespalten, die durch eine Disulfidbriicke miteinander assoziiert bleiben
[62]. Die Glykoproteine (Gp, ) sind in der Membran eingelagert, die von der Zellmemb-
ran des Wirtes abgeleitet ist. Das virale Glykoprotein ist das einzige Hullprotein auf der
Oberflache der Viruspartikel und somit direkt dem Immunsystem zuganglich. Es han-
delt sich dabei um ein Typ-I-Membranprotein, das Uber einen hydrophoben Aminosau-
reabschnitt am Carboxyl-Ende in der Membran verankert ist [10]. Durch Entfernen des
transmembranen Ankers wird zum Teil das GP; mit einem trunkierten GP, von infizier-
ten Zellen und Viruspartikel abgegeben. Es konnte gezeigt werden, dass das Tumor-

nekrosefaktor (TNF) -a konvertierende Enzym (TACE) an diesem Prozess beteiligt ist
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[63]. Das Heterodimer Gp,, assembliert zu 450 kDa grof3en Homotrimeren, die als

Spikes etwa 7 nm aus der Virusoberflache herausragen (s. Abb. 6).

s : \7DAr
3 % — VP35 — VP40

EBOV genome

transcriptional stutter

ORF 1
+1 ORFII

+2 | orRF

y lZS% %
2

w0 -
- 2 Plefintdl 3 v _ g
[ g oo NN e W) —

furin cleavage

t
' signal peptide
signal peptide l

furin cleavage b & 1l lé v 8 2 2
) . o [ e i |

@ & [ ] 3

s
GP1 GP2 dimerization l

A-peptide / trimerization ﬂ
l dimerization
S
S

— ssGP
G P TACE cleavage secreted
—
sGP virion
attached
secreted
TACE sits Y N-linked glycan
" shed GP

viral membrane

T O-linked glycan
secreted

Abbildung 6: Transkription und Prozessierung des Zaire-Ebolavirus Glykoproteins. Der primére
offene Leserahmen des Ebolavirus GP kodiert fiir das sGP (dargestellt als griin/rotes Recht-
eck). Die Proteolytische Spaltung das pre-sGP wird durch die Furin-Protease proteolytisch zu
sGP und A-Peptid gespalten. Durch RNA-Editing entstehen die zwei zusétzlichen Glykoproteine
GP (zu 25%) und ssGP (5%). Durch proteolytische Spaltung des Vorlaufer-GP (pre-GP) durch
die Furin-Protease resultieren die Untereinheiten GP; und GP,, die durch eine Disulfidbriicke
verbunden bleiben. Das trimerisierte GP(; 5 bildet das virale Oberflachen-Peplomer. Die Aktivi-
tat des TNF-a- konvertierenden Enzyms fiihrt zur Abspaltung der GP2 Transmembran-Domane,
wodurch ein l6sliches trimeres GP entlassen wird. ssGP ist ein kleines sekretiertes Glykopro-
tein, das die ersten 295 Aminoséuren mit sGP und GP teilt, aber einen anderen C-Terminus
besitzt (gelb makiert). GP: Glykoprotein; sGP: Sekretiertes Glykoprotein; ssGP: klein, sezernier-
tes Glykoprotein; TACE: TNF-a- konvertierendes Enzym; TM: Transmembrananker (nach Lee
2013 [65]).

Fur diese Trimerisierung ist eine vom GP, vor der Transmembranregion liegende Pro-
teindoméane zustandig. Das Gp,, vermittelt die Bindung, den Eintritt und die Fusion in
die Zielzelle und erlaubt so die Replikation und Verbreitung des Ebolavirus. Das Gly-

koprotein besitzt eine starke Glykosylierung und ist sowohl N- und O-glykosidisch mo-
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difiziert. Diese Modifizierung erhoht das experimentell ermittelte Molekulargewicht um
etwa die Halfte [10]. Das Gp;-Protein besitzt eine mucin-ahnliche Domane, die reich an
Serin- und Threoninresten ist. Das transmembrane Glykoprotein (Gp,) trégt zu den
Symptomen des hamorrhagisches Fieber bei, indem es die Zellen des Retikulo-
endotheliale System anzielt [54,64]. Zusatzlich zum sGP wurde ein zweites kleines
sekretiertes Gp (ssGp) identifiziert, das durch Einfiigen von zwei Nucleotiden oder De-
letion eines Nukleotids in die MRNA durch RNA-Editing generiert wird. Es scheint, dass
das ssGp und sGp ahnliche strukturelle Eigenschaften teilen aber nicht die gleiche
anti-inflammatorische Funktion auf die endothelialen Zellen besitzt [66]. Jedes Genpro-

dukt besitzt verschiedene biochemische und biologische Eigenschaften [64].

Das Ebolavirus wurde zuerst 1976 in Yambuku, Zaire (jetzt Demokratische Republik
von Kongo) und Nzara, Sudsudan entdeckt. Von dem Ort seiner Erstbeschreibung
(1976), einem Nebenfluss des Flusses Kongo namens Ebola, erhielt der Virus seinem
Namen [67]. Seitdem umfasst die Gattung die fiinf Spezies Zaire-Ebolavirus (ZEBOV),
Sudan-Ebolavirus,  Reston-Ebolavirus  (REBOV), Tai-Forest-Ebolavirus  und
Bundibugyo-Ebolavirus. Die Spezies Zaire, Sudan und Bundibugyo werden mit grof3en
Ausbrichen in Afrika mit hoher menschlicher Todesfallrate (25-90%) in Verbindung
gebracht [68]. Seit der gro3ten Ebolavirus-Epidemie im Jahr 2014, sind in Westafrika
(Guinea, Liberia, Nigeria und Sierra Leone) tausende Menschen gestorben. Die Ent-
wicklung der Epidemie ist bislang nicht eingedammt. Das Ebolavirus verursachte mehr
als 30 Ausbriche, seitdem es 1976 identifiziert wurde [69]. Es verursacht im Menschen
wie auch in anderen Primaten (Gorillas, Schimpansen) nach Infektion hamorrhagisches
Fieber mit hoher Letalitat (50-90%). Ebola ist eine Zoonose, jedoch sind das naturliche
Reservoir und das Wirtsspektrum des Ebolavirus noch nicht genau bestimmt, obwohl
man davon ausgeht, dass Flughunde das Reservoir fur das Ebolavirus darstellen. Der
Kontakt mit den Flughunden oder mit lebenden oder toten Tiere, die durch Flughunde
infiziert wurden, kann den Menschen mit dem Ebolavirus infizieren [70]. Da das Ebola-
virus zu den hochpathogenen Erregern gehdrt, dirfen Wissenschatftler nur in wenigen
Laboren auf der Welt mit dem todlichen Virus hantieren. Fur die Arbeit mit dem Ebola
Virus in Deutschland und in anderen Landern sind Labore der hochsten Sicherheitsstu-
fe (BSL-4) notwendig.


http://www.dict.cc/deutsch-englisch/zus%C3%A4tzlich.html
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Die Entwicklung eines Impfstoffes gegen Ebola besitzt eine hohe internationale Priori-
tat. Bisher ist kein wirksamer Impfstoff mit Lizenz freigegeben, der vor der Infektion von
Ebolaviren schitzt. Es konnte aber bei mehreren experimentellen Impfstoff-Anséatzen
eine vielversprechende Schutzwirkung bei nicht-menschlichen Primatenmodellen und
Phase-1-Studien gezeigt werden (u.a. basierend auf replikationsinkompetente Adeno-
viren Serotyp 5). Ein rekombinant, replikationskompetent VSV-basierter Impfstoff, der
auf seiner Oberflache das Glykoprotein des Zaire-Ebolavirus (rVSV-ZEBOV) expri-
miert, ist ein besonders vielversprechender Ebola Impfstoff-Kandidat [71,72]. In einer
cluster-randomisierten Phase-3-Studien wurde kurzlich die Wirksamkeit des rVSV-
ZEBOV Impfstoffes getestet und die Ergebnisse weisen darauf hin, dass es sich dabei
um ein sehr wirksamen und sicheren Impfstoff handeln kdnnte, der das Ausbrechen
des Ebolafiebers verhindern kdnnte [73]. Das Glykoprotein ist eine entscheidende
Komponente fur Impfstoffe, als auch ein Ziel fir neutralisierende Antikérper und Inhibi-
toren der Bindung und Fusion, da es sich als einziges auf der Oberflache des Virus
befindet und fir Antikdrper zugénglich ist [68].
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Durch Rekonstitution eines potentiell replikationsfahigen Genoms des humanen endo-
genen Retrovirus (HERV)-K113 kénnen virale HERV-Partikel erzeugt werden. In dieser
Masterarbeit sollte nun untersucht werden, ob der Einbau viraler Glykoproteine anhand
des Ebolavirus-Hullproteins in retrovirale Partikel des humanen endogenen Retrovirus
K113 mdglich ist und ob die Pseudotypisierung die Produktion sowie die Integritat der
viralen Partikel beeinflusst. Da die bereits vorliegenden Expressionskonstrukte fir das
Ebolavirus-Huillprotein (EboV-Gp) und das parallel verwendete Hullprotein von HERV-
K113 (oricoEnv) mit einem V5-Detektionsepitop versehen waren, sollte zunachst auch
das hier eingesetzte Vesicular Stomatitis Virus Hullprotein (VSV-G) Konstrukt mit ei-
nem V5-Tag fusioniert werden. Die Expression sollte im Westernblot und durch Immun-
fluoreszenz nachgewiesen werden. Um den Einbau verschiedener Hullproteine in die
virale Membranhiille von HERV-Partikeln zu untersuchen, soll ein bereits etabliertes,
auf vier Plasmiden basierendes System benutzt werden. Nach Transfektion der Plas-
mide in humane Zellen sollte die Produktion von viralen Partikeln gezeigt werden. Von
aufkonzentrierten Virusiiberstéanden sollten mittels Westernblot die jeweiligen Hullpro-
teine spezifisch nachgewiesen werden. Durch einen HERV-spezifischen ELISA wurde
die Produktion von viralen Partikeln, die die unterschiedlichen Hullproteine tragen,
quantifiziert. Da bereits gezeigt werden konnte, dass eine Uberexpression des huma-
nen Staufen-1 Proteins die Produktion von HERV-Partikeln steigert, sollte auch unter-
sucht werden, ob dieses flr EboV-Gp pseudotypisierte virale Partikel zutrifft. Weiterhin
sollte mittels Elektronenmikroskopie untersucht werden, ob die Pseudotypisierung Ein-
fluss auf die Morphologie der HERV-Partikel hat. Ebenso sollte durch quantitative Real-
Time PCR gezeigt werden, ob der Einbau des viralen RNA-Genoms durch die Pseudo-
typisierung mit EboV-Gp beeinflusst wird. Ob das EboV-Gp auf der viralen Hullmemb-
ran eine korrekte Konformation besitzt, kann durch Infektionsversuche mit Virusparti-
keln, die ein Reportergen tragen, gezeigt werden. Die hier gewonnen Ergebnisse sol-
len zur Charakterisierung von viralen Partikeln des humanen endogenen Retrovirus-
K113 beitragen sowie deren Pseudotypisierbarkeit mit weiteren viralen Hullproteinen
untersuchen. Die Méglichkeit HERV-Partikel zu pseudotypisieren kdnnte die Grundlage
bilden HERV-Partikel als Trager von Antigenen bei der Immunisierung von Menschen

einzusetzen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Laborgerate

Eine Auflistung der benutzen Gerate und weiterer Materialien, ist in der Tabelle 1 zu

finden.

Tabelle 1: Laborgerate

Gerat

Beckman Coulter-Counter Z2
C24 Incubator Shaker
CO2-Inkubator C 200

DNA Engine Thermocycler
Dry Block Heater

Eppendorf Centrifuge 5415D
Eppendorf Centrifuge 5804R
Eppendorf Centrifuge 5810R
Eppendorf Thermomixer 5436

Filmentwicklermaschine Agfa Curix 60

Fume Hood

GelDoc 2000
Hettich Mikro 200R Zentrifuge
Horizontal Shaker 3006

Inkubationsschuittler Ecotron
Inkubator Innova 4330

Inverse Light Microscope 1D03
Konfokal Mikroskop LSM 780
Luminometer Centro LB 960

Microplate Reader Sunrise

Minidizer HB-500 Hybridization Oven

Hersteller

Coulter Electronics Inc., Miami, USA
New Brunswick Scientific, Edison, USA
Labotect, Géttingen, Deutschland
BioRad, Hercules, USA

Grant Instrument Ltd, Cambridgeshire,
England

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland
Agfa-Gevaert, Mortsel, Belgien

Koéttermann GmbH & Co KG, Uetze/Hénigsen,
Deustchland

BioRad, Hercules, USA
DJB Labcare Ltd, Buckinghamshire, England

GFL - Gesellschaft fur Labortechnik,
Burgwedel, Deutschland

Infors GmbH, Deutschland

New Brunswick Scientific, Edison, USA
Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland
Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland
Berthold Technologies, Oak Ridge, USA
Tecan, Mannedorf, Schweiz

UVP, Upland, USA
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Mini-PROTEAN® Tetra Cell Electrophoresis
Multifuge 1S-R
Multifuge 3SR Plus

Mx3000P Multiplex Quantitative PCR
System

NanoDrop Spectrophotometer ND-1000
Nikon ECLIPSE TS 100

pH-Meter MP220

PowerPAC™ Basic

PowerPAC™ HC

Prazisionswaagen KERN

Sprout® Mini-Centrifuge
Sterilbank Thermo HeraSafe

Sub-Cell GT Agarose Gel Electrophoresis
System

Thermomixer Compact

Trans-Blot SD Semi-Dry Electrophoretic
Transfer Cell

Uberkopfschiittler Reax 2

UV Transilluminator TFX-20.M
Waage PR803

Wasserbad

Mater

Extra Thick Blot Paper
X-ray Film

BioRad, Hercules, USA
Kendro, Langenselbold, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Stratagene Europe, Amsterdam,
Niederlande

Nanodrop, Wilmingon, USA

Nikon GmbH, Dusseldorf, Deutschland
Mettler Toledo, Giessen, Deutschland
BioRad, Hercules, USA

BioRad, Hercules, USA

KERN & SOHN GmbH, Balingen, Deutsch-
land

Heathrow Scientific LLC, Illinois, USA
Kendro, Langenselbold, Deutschland

BioRad, Hercules, Californien, USA

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland

BioRad, Hercules, Californien, USA

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach, Deutschland

Vilber Lourmat, Paris, Frankreich
Mettler Toledo, Giessen, Deutschland

GFL-Gesellschaft fir Labortechnik,
Burgwedel, Deutschland

ialien
BioRad, Hercules, USA

Eastman Kodak Company, Rochester,

New York, USA

2.1.2 Chemikalien

In der Tabelle 2 sind alle Chemikalien aufgelistet, die fir die beschriebenen Experi-

mente genutzt wurden.
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Tabelle 2: Chemikalienliste

Chemikalie Hersteller

30% Acrylamide Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Agar-agar Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Agarose Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen,

Ammoniumperoxodisulfat (w/v) 10%
(APS)

BigDye 3.1

BSA 100x

dNTP’s

Ethanol
Ethidiumbromid (EtBr)
Hoechst 33528

IGEPAL® CA-630
Magermilchpulver
Mowiol 4-88

o-Phenylenediamine dihydrochloride
(OPD)

Paraformaldehyde (PFA)

Protease Inhibitor (Tabletten)

Schwefelsaure, 2.5M
Sodium dodecyl sulfate (SDS)

Super SignalWest Dura Extended Duration
Substrate

TEMED
Triton-X 100
Tween-20

Wasserstoffperoxid

Deutschland

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

ABI Terminator Chemie, Applied
Biosystems, Foster City, USA

New England Biolabs Inc., Beverly,
USA

Fermentas International Inc., Burlington, Can-
ada

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

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Thermo Scientific, Logan, USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
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2.1.3 Puffer

Eine Liste der benutzen Puffer und deren Zusammensetzung oder die Herstelleranga-
ben sind in der Tabelle 3 zusammengefasst.

Tabelle 3: Puffer

Puffer Zusammensetzung/Hersteller
Probenpuffer
6x DNA Ladepuffer 10 mM TRIS-Aceta, 50 mM EDTA, 10 %

Ficoll-400 (w/v) (Serva), 0.4 % Orange-
G (w/v) (Sigma) in Aqua bidest

2x Laemmli Probenpuffer Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

Puffer und Medien fur Zellkultur

Calciumchlorid Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Dulbecco’s Modified Eagle Medium PAA Laboratories GmbH, Pasching,
(DMEM) Osterreich

FKS (Fetales Kalberserum) Biochrom, Berlin, Deutschland

2x HBS 50 mM HEPES, 280 mM NacCl, 1.5 mM

Dinatriumhydrogenphosphat, Aqua bidest, pH
7.1 (eingestellt mit NaOH)

IGEPAL Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland (Aqua bidest mit 0,5 % IGEPAL)

Isoton R Il Diluent Beckman Coulter, Inc., Fullerton, USA

Medien fur die Kultivierung von Bakterien

LB-Agar LB Medium enthalt 20 g/L Agar-Agar
SOC-Medium Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA
ELISA

Carbonat-Bicarbonate Puffer Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

PBST PBS mit 0.05 % Tween-20

Phosphat-Citrat Puffer 0.05 mM, pH 5.0 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

PM 2 % Magermilchpulver in PBS

PMT 2 % Magermilchpulver in PBS mit 0.05 %
Tween-20

SDS PAGE

Stacking Gel Buffer 0.5 M Tris-HCL pH 6.8 BioRad, Hercules, Californien, USA
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Resolving Gel Buffer 1.5 M Tris-HCL pH 8.8

Running buffer

BioRad, Hercules, Californien, USA

BioRad, Hercules, Californien, USA

Western Blot

PMT

Blot Transfer-Puffer

PBST
Weitere

Phosphate buffered saline (PBS)

Ix TAE

DNA Polymerase Puffer

DNA Polymerase Puffer

T4 DNA Ligase Puffer

5X Sequenzierungspuffer

NEB Puffer

4 % Magermilchpulver in PBS mit 0.1 %
Tween-20

10 % 10xTris/Glycerin Puffer + 20 % Ethanol +
70 % A.bidest.

PBS mit 0.1 % Tween-20
Puffer

137 mM Natriumchlorid, 2.7 mM Kali-
umchlorid, 8.8 mM Dinatrium-
hydrogenphosphat, 0.7 mM Kalium-
dihydrogenphosphat, pH7.2

40 mM Tris, 1 mM EDTA, 20 mM Acetat, pH
8.0

Agilent Technologies, Inc., Santa Clara,
Californien, USA

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

New England Biolabs Inc., Beverly,
USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

New England Biolabs Inc., Beverly,
USA

2.1.4 Bakterienstamme

Fur Bakterien-Transformationen wurden die Bakterienstamme verwendet, die in der

Tabelle 4 aufgefihrt sind.

Tabelle 4: Bakterienstamme

Bakterien

One Shot ® TOP10 Chemically competent
E. coli

One Shot ® Stbl2 Chemically competent
E. coli

Hersteller

Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA
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2.1.5 Zelllinien

Fur alle beschriebenen Experimente wurden humane embryonale Nierenzellen (HEK)
293T (American Type Culture Collection ATCC®CRL-11268) verwendet. Bei den Infek-
tionsversuchen wurden zusatzlich noch Crandell Rees feline kidney (CrFK)-Zellen
(Katzennierenzelllinie), die urspriinglich aus den Nieren einer Hauskatze gewonnen

wurde, eingesetzt.

2.1.6 Nahrmedium

HEK 293T- und CrFK-Zellen wurde mit dem standardisierten Nahrmedium Dulbecco’s
modified Eagle Medium (DMEM), welches 1 g/L Glukose und L-Glutamin enthalt und
zusatzlich mit 1 % Penicillin/Streptomycin und 10 % FKS versetzt wurde, Kultiviert.
E.coli Bakterienzellen wurden in LB (lysogeny broth)-Medium vermehrt. Die Zusam-

mensetzung des LB-Mediums ist in Tabelle 5 aufgefihrt.

Tabelle 5: Zusammensetzung des LB-Mediums

Komponente Konzentration
Hefe Extrakt 0,5%

NaCl 1%

Trypton 1%

pH 7.0 mit NaOH

2.1.7 Enzyme

Die Tabelle 6 enthélt die Liste der verwendeten Enzyme.

Tabelle 6: Enzyme

Enzyme Hersteller

0.05 % Trypsin (pH 7.2), 0.02 % EDTA Biochrom, Berlin, Deutschland

in PBS

Agel New England Biolabs® Inc.Ipswich, USA

AmpliTaq Gold® Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland
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BamHI
Dralll
EcoRI
Hindlll

HotStarTag DNA Polymerase
Kpnl

Notl

T4 DNA Ligase

Xhol

New England Biolabs® Inc.Ipswich, USA
New England Biolabs® Inc.Ipswich, USA
New England Biolabs® Inc.Ipswich, USA

Fermentas International Inc., Burlington,
Canada

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
New England Biolabs® Inc.lpswich, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Fermentas International Inc., Burlington,
Canada

New England Biolabs® Inc.Ipswich, USA

2.1.8 Kits

Alle eingesetzten Kits sind in der Tabelle 7 aufgelistet.

Tabelle 7: Kits

Kits

DNA-free™ DNA Removal Kit
Effectene Transfection Reagent
Endo-free Plasmid Maxi Kit
Luciferase 1000 Assay System
OneStep RT-PCR Kit

PolyFect Transfection Reagent
QlAprep Spin Miniprep Kit
QIAquick Gel Extraction Kit
QIAquick PCR Purification Kit
RNeasy Plus Mini Kit

TOPO® TA Cloning RO Kit for Sequencing

Hersteller

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Promega Corporation, Madison, USA
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

2.1.9 Marker und Standards

Eine Auffihrung der verwendeten Marker und Standards befindet sich in der Tabelle 8.
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Tabelle 8: Marker und Standards

Marker/ Standard Hersteller

Generuler 1 kb Ladder Fermentas International Inc., Burlington,
Canada

Generuler 1 kb Plus Ladder Fermentas International Inc., Burlington,
Canada

Generuler 100 bp Ladder Fermentas International Inc., Burlington,
Canada

PageRuler Prestained Protein Ladder Thermo Scientific, Logan, USA

2.1.10 Antibiotika

Eingesetzte Antibiotika sind in der Tabelle 9 aufgefihrt.

Tabelle 9: Antibiotika

Antibiotika Hersteller

Ampicillin Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Kanamycin Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Penicillin/Streptomycin Biochrom, Berlin, Deutschland

2.1.11 Antikorper

Die in Tabelle 10 aufgelisteten Antikorper wurden in Westernblot-, Immunfluoreszenz-

und ELISA-Experimenten verwendet.

Tabelle 10: Antikdrper

Antikorper Spezies Bezugsquelle

F2 420-3 (IgM) a-EBOLA Gp Maus Niederstadt Dissertation, 2012

HERV-K_Env (A-h HERV K env | Maus Austral Biologicals, San Ramon,USA

79kDa IgG2a 100)

a VSV-G IgG (P5D4): sc-66180 | Maus Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas,
Texas, USA

a-Capsid-HERV-K Ratte George et al., 2011

a-Capsid-HERV-K Kaninchen Hohn et al., in Veréffentlichung
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a-Kaninchen IgG-HRP

a-Maus 1gG Alexa-568
a-Maus IgG HRP

a-Maus 1gG IRDye800CW
a-Maus IgM HRP

a-Ratte 1gG IRDye680RD
a-Ratte 1IgG-HRP

a-Ratte 1IgG-HRP
a-V5 IgG
a-B-Actin

Ziege

Ziege
Ziege

Esel

Ziege

Ziege
Ziege

Ziege
Maus

Maus

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

LI-COR, Lincoln, Nebraska, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

LI-COR, Lincoln, Nebraska, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

BioLegend, San Diego, USA
AbD Serotec, Raleigh, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

2.1.12 Konstrukte/Vektoren

Konstrukte und Vektoren, die in der Arbeit verwendet wurden, sind in Tabelle 11 aufge-

listet.

Tabelle 11: Konstrukte/Vektoren

Konstrukte Vektoren Bezugsquelle

pcDNA4 Leervektor pcDNA™4/V5-His Life technologies, Thermo Fish-
er Scientifc

AKS pSVil Bannert et al., 2000; Helseth et
al., 1990

CMVoricoGPP pcDNA 3.1 George et al. 2011

CMVoriEGFP pTH Kramer et al., in Veroffentli-
chung

CMVoriLuci pTH Kramer et al., in Veroffentli-
chung

oricoEnv_V5 pcDNA3 Hanke et al.2009

orico EnvAgsg-g99 (ENVAC) pcDNA 3.1 Hanke et al.2009

orico Rec_V5 pcDNA 3.1 Hanke et al, 2012

pBSK ori HERV K113 full pBSK Chudak et al., 2013

pcDNA 3 5’UTR orico HERV 113 | pcDNA 3 Hohn et al., 2014

pTH_zebov_GP4 V5 pTH Niederstadt Dissertation, 2012
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Staufen-1
VSV-G (EnvWSV-G_V5)

Hanke, K., et al.2013

pTH Im Laufe der Arbeit erstellt

2.1.13 Oligonukleotide

In der Tabelle 12 befindet sich eine Liste der verwendeten Primer und deren Primerse-

quenzen.

Tabelle 12: Oligonukleotide

Primer Name

BGH-Rev

EGFP-C-For

pcDNA CMV

pTH for

HERV-pFor
HERVpVL-Rev2

HERV Probe (FAM)
gqHERV-US Rev

For_O Sequence pBSK ori HERV
gRT-pBSK ori_Rev
Clon_pTH_VSV-G-For
Clon_pTH_VSV-G-Rev

Primersequenz 5’ > 3’

TAGAAGGCACAGTCGAGG
CATGGTCCTGCTGGAGTTCGTG
CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG
CTTTCCATGGGTCTTTTCTG
CCAACGTGGAGGCTTTTCTCTAG
CGTACTCGGGATCTCTCGTC
AGGTACGCTCGAGCGTGGTCATTGAGG
CTACACACCTGTGGGTGTTTCT
GGCGATTAAGTTGGGTAACG
TGAACAAGGCAAATCATTTCA
GTACGTAAGCTTGCCACCATGaagtgccttttgtacttag
ACGTACGGATCCTAGGTCATCCATCctttccaagtcggttcatc

2.1.14 Software

Tabelle 13 zeigt eine Liste der Software, die zur Anfertigung der Arbeit genutzt wurde.

Tabelle 13: Software

Software

Microsoft Office 2010
Nanodrop ND-1000 v3.3
BioEdit

GraphPad Prism5
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MxPro-Mx3005P
Adobe Photoshop CS5
MikrowIN 2000
Zen2012

2.2 Methoden

2.2.1 DNA-Analytik

2.2.1.1 Chemische Transformation von Bakterien

Durch eine Transformation kann Plasmid-DNA gezielt in E.coli eingebracht und somit
amplifiziert werden. Die bei -80°C gelagerten chemisch kompetenten Zellen (Top 10,
Stbl2) wurden auf Eis aufgetaut. Fir jeden Transformationsansatz wurde ein 50 ul Ali-
quot der chemisch kompetenten Zellen verwendet. Entweder wurde 1 ng DNA oder 1,5
ul eines Ligationsansatzes vorsichtig durch rihren zu den chemisch kompetenten Zel-
len zu gegeben und fur 30 Minuten auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock erfolgte bei 42°C
fir genau 25 Sekunden mit anschlieBender Inkubation auf Eis fir 2 Minuten. Danach
wurde 250 pl vorgewarmtes SOC Medium zu jedem Ansatz geben und fiir eine Stunde
bei 37°C und 225 rpm geschiittelt. Durch LB-Platten mit dem entsprechenden Antibioti-
kum konnten plasmidtragende Klone selektioniert werden. Es wurden 50 pl und 200 pl
auf die Antibiotika tragenden LB-Platten ausplattiert. Die Platten wurden verkehrt her-
um bei 37°C Uber Nacht inkubiert.

2.2.1.2 Die Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine schnelle Methode zur Amplifikation von
definierten DNA-Bereichen. Die durch die Polymerasen-Kettenreaktion hergestellte
Menge an identischer DNA wurde fur molekulare und genetische Analysen verwendet.
Fur jeden PCR Ansatz wurden spezifische Primer fur das jeweilige DNA Segment ver-

wendet. In der Tabelle 14 ist ein Beispiel fir eine PCR Reaktion aufgefiihrt.
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Tabelle 14: Ansatz fur eine Polymerase-Kettenreaktion

Komponenten Konzentration Volumen/Menge
Template 10-30 ng 5 pl

Polymerase Puffer 10x 25ul

dNTPs 2,5 mM 1p

Forward Primer 10 uMm 1p

Reverse Primer 10 uMm 1p

Polymerase - 0.125 pl

Aqua bidest - Ad 25 pl

Die Tabelle 19 zeigt ein beispielhaftes Temperaturprofil einer PCR. Die Gradzahl der
Annealing-Temperatur ist mit einem X gekennzeichnet, da diese Temperatur von den

verwendeten Primer abhangig ist.

Tabelle 15: Temperaturprofil einer PCR

Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen | Schritt

95°C 10 min 1 Initiale Denaturieung
95°C 30s Denaturierung

X°C 20s 35 Annealing

72°C 1,5 min Elongation

72°C 5 min 1 Finale Elongation
4°C 0

Die Zeit des Elongationsschrittes ist ebenso variabel, denn sie hangt von der Lange

des amplifizierten Segments ab.

2.2.1.3 Sequenzierungs-PCR

Fur die Sanger Sequenzierung wurde das Applied Biosystems ABI BigDye® Termina-
tor v3.1 Verfahren verwendet. Der Mix besteht aus einer AmpliTag-DNA-Polymerase,
dNTPs und einen mit Fluoreszenzfarbstoff-markierten 2, 3
Didesoxynukleotidtriphosphat-Mix (ddNTPs). Die Komponenten der Sequenzierungs-

reaktion sind in der Tabelle 15 aufgelistet.
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Tabelle 16: Ansatz fur eine Sequenzierungs-PCR

Komponenten Konzentration Volumen/Menge
Template - 150-300 ng

Abi BigDye 3.1 Puffer 5X 15ul
Sequenzierungsprimer | 10 pM 0,5l

BigDye 3.1 - 1p

Aqua bidest - ad 10 pl

Die Tabelle 16 zeigt das genutzte Temperaturprofil der Sequenzierungs-PCR. Im Se-
guenzierungslabor des Robert Koch-Institutes wurden die generierten DNA-Fragmente

sequenziert und die Auswertung der Sequenzen erfolgte mit Hilfe von BioEdit.

Tabelle 17: Temperaturprofil der Sequenzierungs-PCR

Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen | Schritt

96°C 2 min 1 Initiale Denaturieung
96°C 10s Denaturierung

Xe°C 10s 25 Annealing

60°C 4 min Elongation

4°C %

2.2.1.4 Kolonie-PCR

Mit Hilfe der Kolonie-PCR war eine schnelle Uberpriifung des Klonierungserfolg mog-
lich, da als DNA-Vorlage keine gereinigte Plasmid-DNA benétigt wird, sondern von der
Agarplatte direkt eine Bakterienkolonie gepickt werden konnte. Die gepickte Kolonie
wurde in 10 pl Aqua bidest resuspendiert und 5 pl der Suspension wurden als Templa-

te in der PCR Reaktion verwendet.
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Tabelle 18: Kolonie-PCR Reaktion

Komponenten Konzentration Volumen/Menge
Template - 5 pl
Polymerase Puffer 10x 25ul
DMSO 50 % 2,5ul
dNTPs 2,5 mM 1p
Forward Primer 10 uM 0,5ul
Reverse Primer 10 uM 0,5l
AmpliTag Gold® 250 L 0,125 pl
pl
Aqua bidest - ad 25 pl

Das Temperaturprofil der Kolonie-PCR ist in der Tabelle 19 gezeigt. Fir die vollstandi-
ge Aufbrechung der Bakterienzellen wurde die initiale Denaturierung um 15 min ver-
langert, sodass sichergestellt ist, dass es zur Freisetzung der Template DNA kommt

und diese fir die PCR Reaktion verfligbar ist.

Tabelle 19: Temperaturprofil der Kolonie-PCR

Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen | Schritt

95°C 15 min 1 Initiale Denaturieung
95°C 20s Denaturierung

X°C 20s 35 Annealing

72°C 1 min Elongation

72°C 5 min 1 Finale Elongation
4°C 0

Im Anschluss wurde das PCR-Produkt durch eine Agarose-Gelelektrophorese Uber-
pruft. Der Rest der Bakteriensuspension von positiven Klonen konnte zum Animpfen

von Ubernachtkulturen verwendet werden.

2.2.1.5 Real-Time PCR

Die Real-Time-PCR basiert auf dem Verfahren der Polymerasen-Kettenreaktion, bei
der aber bereits wahrend der Amplifikation des DNA-Segmentes die Menge an neu

gebildetem Produkt tber die Zunahme der freigesetzten Fluoreszenz verfolgt werden
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kann. Zusatzlich zu den Primern enthalt die Reaktion eine Sequenz spezifische Sonde,
welche mit einem Reporter Fluorophor und einem Quencher gekoppelt ist. Wahrend
die Sonde frei vorliegt oder an der DNA gebunden ist und die Polymerase noch nicht
ihre 5’ zu 3’ Exonuklease Aktivitat ausgelbt hat, unterdriickt die Ndhe des Quenchers
die Fluoreszenz des Reporters durch den Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer.
Wenn durch die Polymerase die Sonde hydrolisiert wird und somit die Nahe des Quen-
chers zum Reporter zerstort wird, kann die Fluoreszenz des Reporters nach Anregung
mit einem Laser detektiert werden. Nach jedem PCR-Zyklus erfolgt eine Messung des
Fluoreszenzsignals. Der Ct- Wert (cycle threshold) gibt den Zyklus an, in dem das Flu-

oreszenzsignal zum ersten Mal das Hintergrundssignal tibersteigt.

Tabelle 20: Real-Time PCR Reaktion

Komponenten Konzentration Volumen / Menge
Template - 5 pl

5x Qiagen RT-PCR Puffer 5x 5ul
MgCl, 25 mM 1l
dNTPs 10 mM 1l
Rox 10 uM 0,125 pl
HERV-pFor 10 uM 1l
HERV pVL-Rev2 10 uM 1l
HERYV Probe (FAM) 10 uM 0,5ul
Qiagen Enzym-Mix - 1l
RNase-freies Wasser - ad 25 ul

Die Tabelle 20 zeigt den Reaktionsansatz fir eine Real-Time PCR und die Tabelle 21
das Temperatur Profil. Die Real-Time PCR Reaktion erfolgte im Mx3000P Multiplex
Quantitative PCR System. Um den RNA-Gehalt von Virusiiberstanden zu messen,
muss ein reverse Transkriptase Schritt zu Beginn der der Real-Time PCR erfolgen. Zur
Vermeidung der Messung von zuvor vorhandener DNA (genomische oder auch Plas-
mid-DNA) wurde ein DNase-Verdau mit dem DNA-free™ DNA Removal Kit nach Her-

stellerangaben durchgefinhrt.
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Tabelle 21: Temperaturprofil der Real-Time PCR

Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen | Schritt

50°C 30 min 1 Reverse Transkription

95°C 15 min 1 Initiale Denaturierung,
Inaktivierung RT

95°C 30 sec Denaturierung

54°C 1 min 45 Annealing

72°C 30 sec Elongation

2.2.1.6 Plasmidpraparation (Mini- und Maxipraparation)

Fur die Praparation von Plasmid-DNA aus E.coli wurden abhangig von der benétigten
Menge an Plasmid-DNA das ,QlAprep Spin Miniprep“ oder QIAGEN Plasmid Maxi Kit
verwendet. Das QIAGEN Plasmid Purification Protocol basiert auf der alkalischen Lyse
der Bakterienzellen, mit anschlieBender Bindung der Plasmid-DNA an die QIAGEN
Resin. RNA, Proteine und Verunreinigungen werden durch das Waschen entfernt und
die gereinigte DNA wurde mit Aqua bidest eluiert. Alle Arbeitsschritte erfolgten nach

den Herstellerangaben.

2.2.1.7 Spezifische Spaltung von DNA mittels Typll

Restriktionsendonuklease

Typll Restriktionsendonucleasen schneiden DNA-Molekille sequenzspezifisch. Als
Alternative zur Sequenzierung konnten Plasmide zur Kontrolle verdaut und im Agaro-
segel getestet werden. Aul3erdem wurden die Restriktionsendonucleasen verwendet,
um Uberhange fir eine Ligation zu schaffen. Ist es notwendig die DNA nach Uberpri-
fung im Agaraosegl wieder mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit zu isolieren, soll-
ten 5 ug DNA fur den Restriktionsverdau verwendet werden. In der Tabelle 22 ist ein
beispielhafter Restriktionsverdau gezeigt. Der Ansatz kann auf grof3ere Volumina er-
hoht werden, wenn die DNA in einer zu niedrigen Konzentration vorliegt. Es ist wichtig
zu beachten, ob die Temperatur und Pufferbedingungen der Enzyme Ubereinstimmen.

Der Restriktionsverdau erfolgte fir 2 h bei 37°C.
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Tabelle 22: Beispielhafter Ansatz fiir einen Restriktionsverdau

Komponenten Volumen / Menge
DNA 5 ug

Enzym 1 1l

Enzym 2 1l

Puffer 2u

10 x BSA 2 pl

Aqua bidest Ad 20

2.2.1.8 Auftrennung von Nukleins&uren mittels Agarose-

Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese dient zur Auftrennung von unterschiedlich grof3en
DNA-Fragmenten durch einen elektrischen Strom. Mit Hilfe eines kommerziellen Gro-
Benstandards kann man den DNA-Fragmenten eine molekulare Gré3e zuordnen. Ethi-
diumbromid dient als Fluoreszenzfarbstoff, um die DNA im Agarosegel zu detektieren.
Es wurden 0,8-1,5 %ige (w/v) Agarosegele angefertigt und die entsprechende Menge
an Agarose abgewogen und durch Erhitzen in der Mikrowelle in 50 ml (kleines Gel)
oder 100 ml (groRes Gel) 1x-TAE-Puffer geltst. Die Verdampfte Flissigkeit wurde ge-
wogen und wieder zugefligt. Abhangig von der GroRRe des Gels wurden 2-4 ul Ethidi-
umbromid zugegeben. Das fertige Gel wurde in eine Elektrophoresekammer gegeben
und mit 1x-TAE-Puffer Ubergossen. Die Proben wurden mit 6x Ladepuffer versehen
und in die Taschen des Gels pipetiert. Es wurde ein Generuler 1 kb Ladder verwendet.
Die Elektrophorese erfolgte bei 80V. Durch die Interkalation des Ethidiumbromids in die
DNA, konnten die DNA-Banden mit Hilfe von UV-Licht sichtbar gemacht werden. Ent-
weder wurde die gewiinschte Bande mit einem Skapell ausgeschnitten und die DNA

gereinigt oder es wurde fir die Dokumentation des Gels ein Foto angefertigt.

2.2.1.9 Aufreinigung von DNA-Fragmenten mittels Gelelektrophorese

Um sicherzugehen, dass bei der PCR das richtige DNA-Fragment amplifiziert wurde,
wurde das PCR-Produkt erst im Agarosegel Uberprift. Es erfolgte eine Auftrennung der
Nukleinsauren Uber Gelelektrophorese. War die gewiinschte Bande des Zielfragmen-

tes via Transluminator identifizierbar, wurde diese mit einem gereinigten Skalpell aus



2 Material und Methoden 34

dem Gel ausgeschnitten und mittels ,QIAquick Gel Extraction® Kit nach Herstelleran-

gaben aufgearbeitet. Die aufgereinigte DNA wurde mit 50 ul Aqua bidest eluiert

2.2.1.10 Aufreinigung von PCR-Produkten

Mit dem QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) wurden
PCR-Produkte nach Angaben des Herstellers gereinigt. Dabei wird die DNA an eine
Silikagel-Saule gebunden und mehrmals gewaschen, um Salze, dNTPs, die Polymera-
se und die Primer zu entfernen. Die gereinigte DNA wurde mit 30 pl Aqua bidest elu-

iert.

2.2.1.11 Enzymatische Ligation von DNA-Fragmenten

DNA Ligasen katalysieren die Bildung einer Phosphodiesterbindung zwischen einer
freien 5'-Phosphat-Gruppe eines DNA-Doppelstrangs mit der freien 3'-OH-Gruppe ei-
nes anderen oder auch des gleichen DNA-Molekiils. Mit Hilfe von designten Primer
wurde das gewiinschte Gen mittels einer PCR amplifiziert. Der Verdau des Vektors
und Inserts erfolgte mit dem gleichen Satz an Restriktionsendonukleasen, um dann
das DNA Fragment in den Vektor zu ligieren. Die Menge des Inserts (X ng) wurde mit
der folgenden Formel berechnet:

Vektor[ng]xInsertgrofie [Kb]
Vektorgrofie [Kb]

Insert [ng] = * molares Verhiltnis Insert/Vektor

Der Ligationsansatz ist in der Tabelle 23 gezeigt.

Tabelle 23: Ligationsansatz

Komponenten Volumen/Menge
Vektor 1l

Insert Xng

10x T4 Ligase Puffer 1l

T4 Ligase 1l

Aqua bidest Ad 10 pl
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2.2.1.12 Anlegen einer Ubernachtkultur

Bei -80°C gelagerte Glycerolstocks von Bakterien oder Kolonien von einer Agarplatte
wurden in 2 ml LB Medium mit geeignetem Antibiotikum tber Nacht im Schuttelinkuba-
tor bei 37 °C und 220 rpm herangezogen. Aus den Ubernachtkulturen wurden die ge-
wiinschten Plasmide aufgereinigt oder die Ubernachtkulturen wurden zum Animpfen

einer Maxikultur verwendet, um eine Maxipréaparation durchzufiihren.

2.2.1.13 RNA-Isolation

Um die enthaltene RNA der retroviralen Partikel zu messen, erfolgte zunéchst eine
RNA-Isolation. Fur die RNA-Isolation wurde das RNeasy Plus Mini Kit von Qiagen be-

nutzt und alle Arbeitsschritte erfolgten nach den Herstellerangaben.

2.2.2. Protein-Analytik

2.2.2.1 SDS-Gelelektrophorese

SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) wird flr die
Proteinanalyik angewendet und dient zur elektrophoretischen Trennung von Proteine
nach ihrer Lange. Zur Anfertigung von 1,5 mm dicken Gelen mit einem Anteil von 15 %
Acrylamid fur das Trenngel und 5% fur das Sammelgel, wurde das Bio-Rad System
verwendet. Die genaue Zusammensetzung des Polyacrylamidgels ist in der Tabelle 24
aufgelistet. Die Proben wurden mit 2x Leammli Sample Buffer im Verhaltnis 1:1 ver-
setzt und fur 5-10 min bei 95°C gekocht, um eine komplette Linearisierung der Proteine
sicherzustellen. Wegen der grol3en Zahl an SDS-Molekilen pro Proteinmolekl, besitzt
der SDS-Protein-Komplex eine negative Gesamtladung. Die Trennung der Proteine
erfolgt nach der GrofRe. Die kleineren Proteine wandern in Abh&ngigkeit von der
Stromstérke und dem Acrylamid-Anteil schneller durch das Gel als die gré3eren Prote-
ine. Zum Sammeln der Proteine lief das Gel zunachst 10 min bei 100 V und die weitere
Trennung der Proteine erfolgte bei 180 V fur weitere 45-55 min. Im Anschluss wurde
das Polyacrylamidgel fir 10 min in Transferpuffer gelegt und dann sofort fur Western-

blot-Analysen weiter verwendet.
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Tabelle 24: Zusammensetzung des Polyacrylamidgels

Komponenten Trenngel (15 %) Sammelgel (5 %)
Aqua bidest 4,8 ml 5,7 ml

30% Acrylamide 10 ml 1,7ml

Resolving gel buffer 5ml -

Stacking gel buffer - 2,5 ml

10 % SDS 200 pl 100 pl

Ammonium persulfate (w/v) 100 pl 50

109%(APS)

TEMED 10 pl 10 pl

2.2.2.2 Westernblot

Zur dauerhaften Fixierung der Proteine auf eine Membran wird das Westernblot- Ver-
fahren angewendet. Die zuvor im Gel elektrophoretisch getrennten Proteine wurden
durch das Anlegen einer Spannung im halbtrockenen Blotverfahren (semi-dry blot), bei
dem der Transfer Uber lediglich puffergesattigte Filterpapiere erfolgt, auf die PVDF-
Membran transferiert. Die PVDF-Membran wird zuerst mit reinem Ethanol fur 5 min
aktiviert und dann wie das Gel ebenfalls in Transferpuffer kurz inkubiert. Wie ein
Sandwich angeordnet, befindet sich die Membran und dann das Gel zwischen zwei
Filterpapieren (Extra Thick Blot Paper). Das Blotten erfolgte fir 38 min bei 20 V. Da-
nach wurde die Membran dreimal mit PBST gewaschen. Zur Vermeidung von unspezi-
fischen Bindungen wéhrend der Inkubation der Antikdrper, wurde die Membran 30-
60 min bei RT in PMT (4 % Magermilchpulver in PBS) inkubiert. Der primére Antikdrper
wurde in den entsprechenden Verhéltnissen eingesetzt und in PMT verdinnt. Die
Membran wurde fir 1 h bei RT oder Uber Nacht bei 4°C mit dem priméren Antikdrper
inkubiert. Uberschissiger primarer Antikorper wurde durch drei- bis sechsmal Wa-
schen von je 5-10 min entfernt. Der sekundére Antikdrper wurde ebenfalls in PMT ver-
dinnt und fur eine 1 h bei RT inkubiert. Der sekundare Antikodrper ist mit einer Meerret-
tichperoxidase (HRP) konjugiert und katalysiert die Chemolumineszenzreaktion des
Luminols. Zur Entfernung des sekundaren Antikoérpers wird die Membran wieder mit
PBST gewaschen. Der HRP-konjugierte Antikorper wurde mit dem Super Sighal West
Dura Extended Duration Substrat detektiert. Durch das Auflegen eines Rontgen Filmes

auf die Membran in einer lichtundurchlassigen Entwicklermappe, wurde die entstande-
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ne Lichtreaktion auf den Rontgen Film eingefangen und in der Filmentwicklermaschine

Agfa Curix 60 entwickelt. Zur Dokumentation wurden die Filme eingescannt.

2.2.2.3 Stripping

Um auf einer Membran verschiedene Proteine mit unterschiedlichen Antikdrpern zu
detektieren, mussen die Antikorper durch Strippen wieder von der Membran entfernt
werden. Dazu wurde der Restore Western Blot Stripping Puffer verwendet. Das Strip-
pen erfolgte nach Herstellerangaben. Die Membran wurde erneut fir 30-60 min in PMT
geblockt und dann wie in 2.2.2.2 Westernblot mit dem primaren Antikdrper fortgefah-

ren.

2.2.2.4 Immunfluoreszenz-Analyse transfizierter Zellen

Bei der Immunfluoreszenz kénnen mit Hilfe von Antikdrpern, die mit einem fluoreszie-
renden Farbstoff konjugiert sind, spezifische Antigene in transfizierten Zellen nachge-
wiesen werden. Dafiir wurden 10° HEK 293T Zellen in einer 6-well Platte auf Deck-
glaschen, die zuvor einmal mit 70 % Ethanol und dreimal mit PBS gewaschen wurden,
ausgeséat. Sobald die Zellen am nachsten Tag eine 40 %ige Konfluenz aufwiesen, folg-
te die Transfektion mit dem PolyFect Transfection Reagent. Nach 18 h und 40 h wur-
den die Zellen fur die Immunfluoreszenz fixiert. Dazu wurde das Medium von den Zel-
len entfernt und die Zellen dreimal mit 1 ml/well PBS gewaschen. Anschliel3end wur-
den die Zellen mit 2,5 % Paraformaldehyd fur 30 min bei 37 °C fixiert und wieder drei-
mal mit PBS gewaschen. Das Permeabilisieren der Zellen erfolgte mit 0,5% TritionX-
100 in PBS fir 15 min und danach wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen.
Geblockt wurde mit 1 % Magermilchpulver in PBS fir 20 min. Der primare Antikdrper
wurde in 1 % Magermilchpulver in PBS in die benétigte Konzentration verdinnt und die
Zellen wurden damit 60 min bei 37°C inkubiert. Zur Entfernung vom Uberschissigen
primaren Antikdrper wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen. Der Fluorophor-
konjugierte sekundare Antikorper, ebenfalls in 1 % Magermilchpulver in PBS verdinnt,
wurde fir 30 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Die Zellen wurden erneut mit PBS ge-
waschen. Um die Zellkerne (Nukleinsduren) samtlicher Zellen sichtbar zu machen,
wurden die Zellen mit dem Hoechst-Reagenz (1:20; 1 ml/well) fir 10 min bei RT inku-
biert und anschlieRend wurde es mit einem weiteren Waschschritt entfernt. Mowiol 4-

88 diente zur Fixierung des Deckglases umgedreht auf einen Objekttrager. Die Proben
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wurden mit Hilfe des Confocal laser scanning Mikroskop von Zeiss (LSM 780) analy-

siert.

2.2.2.5 CA-Antigen Capture ELISA / p27 ELISA

Zur Quantifizierung der Viruslast im Zelllysat und Virusuberstand diente der Capture
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Der p27 ELISA dient zum Nachweis
des Capsidproteins des humanen endogenen Retrovirus K113. Der Antikrper HERMA
7 [74] wurde in einer vorher ermittelten Verdiinnung in Carbonatpuffer verdiinnt (1:100)
und eine 96-well Mikrotiterplatte damit Gber Nacht bei 4°C gecoatet (50ul/well). Die 96-
well Mikrotiterplatte wurde dreimal mit PBST gewaschen. Zur Blockierung unspezifi-
scher Bindungsstellen auf der Mikrotiterplatte wurde diese mit 200 pl/well PM geblockt.
Die Proben wurden durch Zugabe von Tween-20 fir eine 0,02 % Endkonzentration fur
10 min bei RT inaktiviert und 50 pl/well der Probe wurden bei 37°C fir 1h inkubiert. Die
Mikrotiterplatte wurde dreimal mit PBST gewaschen. Der primare Antikorper a-Capsid
HERV-K wurde in PMT verdiinnt (1:5000) und die Mikrotiterplatte mit 50 pl/well fir 1h
bei 37°C inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurde der sekundare Antikdrper
a-Ratte IgG-HRP von BioLegend in PMT verdiinnt (1:2500) und die Mikrotiterplatte mit
50 pl/well far 1h bei 37°C inkubiert. Es folgte ein abschlieRender Waschschritt. Zum
Schluss wurde eine 5 mg OPD (o-Phenylenediamine) Tablette und 12 pl 30 % Was-
serstoffperoxid (H.O,) in 12,5 ml Phosphat-Citrat Puffer pH 5.0 gelost und 50pul/well
wurden auf die Mikrotiterplatte gegeben. Die Reaktion wurde nach 10-15 min mit 25
pl/well 25 %iger Schwefelsaure gestoppt. Die OD-Werte wurden bei 492 nm im

Microplate Reader Sunrise (ELISA Reader) gemessen.

2.2.3 Zellkultur

2.2.3.1 Zellkultivierung

Fir die Kultivierung der verschiedenen eukaryotischen Zelllinien wurden 75 cm? oder
150 cm? Zellkulturflaschen verwendet. Um S&ugerzellkulturen in-vitro &hnlichen Umge-
bungsbedingungen wie im lebenden Organismus zu bieten, wurden sie bei 37°C und
5 % COs in einem Brutschrank kultiviert. Die verwendeten HEK 293T- und CrFK-Zellen

wurden in DMEM (engl. = Dulbecco’s modified Eagle’s medium), welches 1 g/l Glukose
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und L-Glutamin enthielt und mit 10% Fetales Kalberserum (FKS) und 0,5% Penicil-
lin/Streptomycin ergénzt wurde, angezogen. Alle 48-72 h wurden die Zellen passagiert.
Dabei wurde zuerst das Medium entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen und trypsini-
ert. Die Zellen wurde durch Zugabe von frischem Medium in Supension gebracht und

1:5-1:10 in neuem Medium verdinnt.

2.2.3.2 Auftauen von stickstoffgelagerten Zellproben

Die in einem Stickstofftank gelagerten Zellen wurden in einem Wasserbad aufgetaut
und dann in ein mit 10 ml DMEM befilltes 50 ml Falcon gegeben. Zum Ausverdinnen
wurden das 50 ml Falcon mit PBS auf 40 ml aufgefullt und dann bei 300 g fur 10 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und durch auf dem Kopf stellen des 50
ml Falcons wurde es vollstdndig von Flussigkeit befreit. Das Zellpellet wurde in 10 ml
DMEM resuspendiert und in eine 75 cm? Zellkulturflasche gegeben und wie oben be-

schrieben kultiviert.

2.2.3.3 Transfektion von HEK 293T-Zellen

Transfektion ist eine Methode mit der es mdglich ist, fremde DNA in Zellen einzu-
schleusen, um so eine Expression der kodierten Gene zu erreichen. Man unterscheidet
grob in biologische, chemische und physikalische Transfektionsmethoden. In dieser
Arbeit wurden zwei verschiedene chemische Transfektionsmethoden angewendet, bei
denen entweder die Plasmid-DNA in Calciumkristalle oder Dendrimerstrukturen einge-

bettet und von Zellen aufgenommen wird.

2.2.3.3.1 Polyfect Transfektion

Wenn fir eine Transfektion HEK 293T-Zellen in 6 well oder 12 well Platten ausgesaht
wurden, erfolgte die Transfektion mit dem PolyFect Transfection Reagent von Qiagen.
Die Transfektion wurde nach dem Protokoll fir transiente Transfektion von HEK 293T-

Zellen durchgefihrt.
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2.2.3.3.2 Calcium-Phosphat Transfektion

Die Calcium-Phosphat Transfektion wurde fir die Transfektion in 100 mm Schalen an-
gewendet. Die Zellen wurden 24 h vor der Transfektion ausgesat. Alle Reagenzien
wurden auf RT gebracht. In 1,5 ml EppendorfgefaRe wurden 500 pl 2x HBS Puffer vor-
gelegt. Die 30 pg Plasmid-DNA wurde mit Aqua bidest auf ein Volumen von 450 pl
gebracht und unter Vortexen wurden 50 pl 2,5 M CaCl, dazu gegeben. Der DNA/CaCl,
Mix wurde tropfenweise zu dem 2x HBS Puffer zugefuhrt und fir 30 min bei RT inku-
biert. Wahrenddessen wurden die Zellen mit PBS gewaschen und erhielten frisches
DMEM-Medium. Nach der Inkubation wurde das 1 ml Prazipitat unter Schwenken auf
die Zellen getropft. Die Schale wurde erschuitterungsfrei in den Inkubator gestellt. Am
nachsten Tag wurde das alte Medium entfernt und neues Medium zu den Zellen gege-

ben.

2.2.3.4 Praparation von Zelllysaten

Die Zellkulturschale mit den transfizierten Zellen wurde zunachst auf Eis gestellt. Die
Zellen wurden mit eiskaltem PBS gewaschen und das PBS wieder entfernt. Der kalte
IGEPAL-Lysepuffer (0,5 % IGEPAL in Agqua bidest) wurde frisch mit Protease-Inhibitor
versetzt und auf die Zellen gegeben. (1 ml pro 100 mm Schale; 0,2 ml pro Loch eine 6-
well Platte). Die adharenten Zellen wurden mittels eines Zellschabers in ein vorgekuhl-
tes Mirkozentrifugenréhrchen tbertragen. Bei leichtem schitteln bei 4°C wurden die
Zellen fur 30 min inkubiert. Die Zellen wurden fur 20 min bei 2300 g und 4°C zentrifu-
giert. Die Mikrozentrifugenréhrchen wurden vorsichtig aus der Zentrifuge entnommen
und auf Eis gestellt. Der Uberstand wurden in ein neues Rohrchen tiberfiihrt und das

Pellet entsorgt. Die Zelllysate wurden bei -20 C gelagert.

2.2.3.5 Ultrazentrifugation von Kulturiberstanden

Die Kulturiiberstande wurden 48 nach der Transfektion geerntet, in 50 ml Zentrifugen-
réhrchen Uberfiihrt und bei 2254 g und 4°C fur 10 min zellfrei-zentrifugiert. Die Kultur-
uberstande wurden auf eine 8 ml 20%ige Sucroseldosung geschichtet und mit 20 pl Col-
loidal Gold versetzt. Mit PBS wurde das Zentrifugenrdhrchen bis zum Rand aufgefllt
und anschlielBend in die Zentrifugenbuckets gegeben. Bei 175.000 g und 4 °C wurden

die pseudotypisierten Viren fur 3h pelletiert. Nach der Ultrazentrifugation wurde der
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Uberstand verworfen und das Zentrifugenrohrchen zur volligen Entleerung auf den
Kopf gestellt. Das Pellet wurde in 100 pl 0,05 M HEPES resuspendiert und bei -80°C
gelagert. Bei einer Transfektion von 6-well Platten wurden die Virusiberstande
(~1,8 ml) zellfrei-zentrifugiert, jedoch durch das geringe Volumen in einer Tischzentri-

fuge bei 27670 g pelletiert.

2.2.3.6 Herstellung pseudotypisierter HERV-K113 Reporterviren

Um pseudotypisierte HERV-K113-Reporterviren zu erzeugen, wurden HEK 293T-
Zellen mit einem Mix aus Plasmid-DNA von insgesamt “30 ug oder 2 ug transfiziert. In
der Tabelle 25 ist die Zusammensetzung des Plasmid Mix aufgeflihrt. Die Transfektion

erfolgte wie in 2.2.3.3 beschrieben wurde.

Tabelle 25: Plasmid-DNA Mix zur Herstellung pseudotypisierter HERV-Reporterviren

Plasmid-DNA Menge Prozentual
100 mm Schale 6 well Platte

CMVoriLuzi/EGFP 18 g 1,2 ug 60 %

CMVoricoGPP 5ug 0,332 ug 16,7 %

oricoRec 5 ug 0,332 ug 16,7 %

Env ~1,8 ug 0,132 pg 6,6 %

2.2.3.7 Infektionsversuche mit pseudotypisierten Reporterviren

Wie in 2.2.3.3 beschrieben, wurden HEK 293T-Zellen transfiziert. Nach 72 h wurde der
produzierte Virustiberstand fir Infektionsversuche geerntet. Pseudotypisierte Viren, die
infektios sind, lassen auf einen korrekten Einbau und Funktionalitdt der Hullproteine
schlieRen. Der Virusiberstand wurde in 50 ml Zentrifugenréhrchen Uberfuhrt und bei
2254 g und RT fur 10 min zellfrei-zentrifugiert. Um die gleiche Anzahl an Viruspartikel
fur jeden Infektionsansatz zu verwenden, fand eine Normalisierung des Virus durch
einen p27 ELISA (s. 2.2.2.5) statt. Die hoher konzentrierten Virusiiberstande wurden
mit DMEM-Medium verdinnt. Die somit normalisierten Viruspartikel wurden mit Polyb-
rene (8 pug/ml) versetzt und 500 pl auf die ein Tag zuvor in einer 24-well Platte ausge-
saten Zellen gegeben. Die Platte wurde mit einer Klebefolie beklebt und die Spin-

Inokulation erfolgte bei 1200 g und bei RT fur 2 h. Nach der Spin-Inokulation wurde 1
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ml DMEM-Medium, welches ebenfalls mit Polybrene (8 pg/ml) versetzt wurde, auf die
Zellen gegeben und fir 48 h bei 37°C inkubiert. Fur die Quantifizierung der infizierten
Zellen kann ein Luziferase Assay oder die Betrachtung der grun fluoreszierenden Zel-

len unter einem Mikroskop angeschlossen werden.

2.2.3.8 Luziferase Assay

Die Nukleotidsequenz des Luziferase-Gens stammt aus Photinus pyralis, ein Kéfer aus
der Familie der Leuchtkafer (Lampyridae). Bei den infizierten Zellen, die das Luzifera-
se-Gen exprimieren, erfolgte eine Messung der Luziferase-Aktivitat. Die Firefly Luci-
ferase katalysiert die oxidative Decarboxylierung von Luciferin zu Oxyluciferin, welches

die Emission von Licht zu Folge hat.
Luciferin + ATP - Luciferyladenylat + PP;
Luciferyladenylat + O2 - Oxyluciferin + AMP + Licht

Die Starke der Biolumineszenz korreliert mit der Menge an Luziferase und somit mit
der Menge an infizierten Zellen. Der Virusuberstand wurde entfernt und die Zellen wur-
den vorsichtig mit PBS gewaschen. Die Praparation der Zelllysate erfolgte nach den
Angaben des Herstellers (Promega Luciferase Assay System). Fir die Zelllyse wurde
der Passive Lysis Puffer verwendet. In eine 96 well Platte wurden 20 pl/well des infi-
zierten Zelllysat gegeben und mit Hilfe des Injektors wurden 100 ul/well Luziferase-
Assay-Reagenz erganzt. Die Luziferase-Aktivitdt wurde mittels des Luminometer Cent-
ro LB 960 bestimmit.

2.2.3.9 Transmissionselektronenmikroskopie

Transfizierte HEK 293T-Zellen wurden mit 2,5 %igen Glutaraldehyd in 0,05 M HEPES
(pH 7,2) Uberschichtet und fir 1 h bei RT inkubiert. Die Zellen wurden bis zur Weiter-
verarbeitung bei 4°C gelagert. Der Virusuberstand wurde wie in 2.2.3.5 beschrieben
pelletiert. Weder die Zellen noch das Viruspellet diurfen fur die nachsten Schritte an-
trocknen. Die weitere Fixierung, Einbettung und Anfertigung der Aufnahmen von den
Dinnschnitten bei der Transmission-Elektronenmikroskopie erfolgten im elektronen-

mikroskopischen Labor von ZBS4 des Robert Koch-Institutes.
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3 Ergebnisse

3.1 Konstruktion eines V5 getaggten VSV-G

Es ist bekannt, dass HERV-K113-Partikel mit dem VSV-G pseudotypisiert werden kon-
nen und es maglich ist, verschiedene humane und tierische Zellen zu infizieren. Da die
im weiteren verwendeten Huillproteine von HERV-K113 und Ebola ein V5-Tag tragen,
der eine parallele Detektion im Westernblot erlaubt, soll auch das vorliegende Hiuillpro-
tein vom Vesicular Stomatitis Virus (VSV-G) in ein Expressionsvektor kloniert werden,
der die V5-Tag Sequenz C-terminal an das VSV-G fusioniert (s. Abb. 8). Das V5-Tag
soll der spateren Detektion des Hdullproteins dienen. Es wurden zwei Primer
(Clon_pTH_VSV-G-For, Clon_pTH_VSV-G-Rev) designt, die in einer PCR eine Ampli-
fizierung der Sequenz fur das vsv-g aus dem pCL-Vektor ermdglichten und zusétzlich
zwei Restriktionsschnittstellen fur die Typll Restriktionsendonucleasen BamHI bzw.
Hindlll an die amplifizierten Sequenzen anfiigten. Das PCR-Produkt wurde in einem
Agarosegel Uberprift und zeigte die erwartete GroRe fur das vsv-g bei 1533 bp (s.

Abb. 7, Spur 1-4). Die vier Ansatze wurden fir die PCR-Aufreinigung vereint.

Vsv-g NK
bp —mM8M8MMM

1500-| g sun we oun

1000-

Abbildung 7: GréRBenuberprifung des vsv-g PCR-Produktes. Die PCR-Produkte von vier An-
satzen wurden mit einem 6x DNA Ladepuffer versetzt und auf ein 1,5%iges Agarosegel aufge-
tragen. Der GroRRenstandard Generuler 1kb DNA Ladder wurde zur Bestimmung der GréRe der
DNA-Fragmente mitgefuhrt. Als Negativkontrolle diente Aqua bidest.

Der pTH-Vektor enthielt bereits die Sequenz fiur das C-terminale V5-Tag und wurde
wie das amplifizierte vsv-g mit den Restriktionsendonukleasen BamHI bzw. Hindlll ge-
schnitten. Dadurch ist eine Ligation des PCR-Produktes im Leseraster fur das V5-Tag
moglich. Eine anschliel3ende Ligation fuhrte zur Generierung des pTH-VSV-G Vektors.
Das V5-Tag erhoht das Molekulargewicht des VSV-G um ~1,7 kDa. Eine partielle Se-
guenzierung des pTH-VSV-G Vektors bestétigte den Erfolg der Klonierung.
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Abbildung 8: Schematische Darstelllung der pTH-VSV-G Klonierung. In einer PCR wurde das
vsv-g durch zwei designte Primer aus einem pCL-Vektor amplifiziert und zusétzlich durch diese
mit zwei Restriktionsschnittstellen erganzt. Durch einen Restriktionsverdau mit den Restrikti-
onsendonukleasen Hindlll und BamHI konnte das vsv-g in den pTH-Vektor kloniert werden. Der
pTH-Vektor enthielt bereits die Sequenz fur das V5-Tag.

3.2 Expressionsnachweis der Hillprotein-Konstrukte

Zunachst soll gezeigt werden, dass die fur die Pseudotypisierung vorgesehenen Hull-
proteine von ihren Plasmidkonstrukten exprimiert werden. Durch vorige Arbeiten lagen
die Expressionsplasmide fur das Ebola-Hullprotein (pTHzebovGP4_V5, kurz EboV-Gp)
[75] und das HERV-K113-Hullprotein (pcDNA3oricoEnv_V5, kurz oricoEnv) [40] bereits
vor. Fur die Konstruktion des pTHzebovGP4_V5 Expressionsplamids wurde eine publi-
zierte Sequenz des kodierenden Gens von der Zaire-Ebolavirus Spezies fir das Vor-
l[Auferglykoprotein preGp verwendet. Diese Sequenz des Glykoproteins wurde fur die
optimale Expression in Saugerzellen codonoptimiert und die fir den Leserahmenwech-
sel verantwortliche ,slipperysite“ im Bereich des Gp; entfernt, sodass es nicht zur Syn-
these des sekretierten Glykoproteins (sGp) kommt. Das oricoEnv wurde ebenfalls co-
donoptimiert und auch hier wird durch die entfernte interne Splei3stelle nur das Gly-
koprotein exprimiert (s. 1.2.3). Die Expression der Hullproteine wurde durch eine tran-
siente Transfektion in HEK 293T-Zellen untersucht. Nach 48 h wurden die transfizier-
ten Zellen fur Immunfluoreszenz- und Westernblot-Analysen prapariert. Zur Detektion
besitzen die Hullproteine ein C-terminales V5-Tag, das mit Hilfe eines V5-spezifischen
Antikorper lokalisiert werden konnte. Der Fluorophor-konjugierte sekundare Antikorper
(Alexa-568) erbrachte das detektierbare Fluoreszenz Signal (rot) wahrend der Immun-
fluoreszenz-Mikroskopie. Die Westernblot-Analysen von den Lysaten der transfizierten

Zellen zeigen unterschiedlich intensive Banden (s. Abb. 9). Die Bande fir das oricoEnv
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ist schwach und entspricht der erwarteten Grdol3e der prozessierten TM Untereinheit
von 43 kDa [40]. Bei EboV-Gp war eine Bande bei ~24 kDa detektierbar, die der GroRRe
des Gp, (26 kDa) entspricht. Das VSV-G ergibt eine sehr starke Uberbelichte Bande
bei einer GréRRe von ~60 kDa. Es sind weitere Banden detektierbar, die Spleildvarianten
und Isoformen des VSV-G darstellen. In einem anderen Westernblot wurde die Belich-
tungszeit fir das VSV-G verkirzt und bis auf eine weitere Bande, die spezifische Ban-
de fur das VSV-G detektiert (~60 kDa und ~13 kDa). Das VSV-G wird bei einer Gré3e
von 58,2 kDa erwartet. Mit dem V5-Tag (1,7 kDa) entspricht es der detektierten Bande.
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Abbildung 9: Westernblot-Analysen zum Expressionsnachweis der Hullprotein-Konstrukte.

Auftrag von Lysaten transfizierter Zellen mit den Hullprotein Expressionsplasmiden oricoEnv,
EboV-Gp und VSV-G. Zur Detektion der Hiuillproteine diente ein V5-Tag-spezifischer Antikorper.
Zur Ladekontrolle wurde zusatzlich das -Actin detektiert. Als Negativkontrolle wurde Mock-
DNA transfiziert. Da das VSV-G durch die starke Expression tberbelichtet ist und unspezifische
Banden aufweist, befindet sich rechts vom Westernblot ein Ausschnitt eines kirzer belichteten
Westernblots.

Auch in den Immunfluoreszenz-Experimenten mit HEK 293T-Zellen konnte die Expres-
sion aller Hullproteine von ihren Konstrukten nachgewiesen werden. Zur besseren Ein-
schatzung der Lokalisation der Proteine, wurden die Zellkerne mit dem Hoechst Rea-
genz angefarbt. Aufnahmen der Zellen wurden mit dem konfokalen Laser Scanning
Mikroskop LSM780 angefertigt (s. Abb. 10). Die Hillproteine sind membranstandig
lokalisiert, welches an der stark rot gefarbten Membran erkennbar ist. Als Negativkon-
trolle wurden in beiden Experimenten Mock DNA transfiziert. Bei der Immunfluoreszenz

diente zusatzlich das transfizierte HIV-1 Env AKS Plasmid als Negativkontrolle, da es
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kein V5-Tag besitzt. Bei AKS handelt es sich um eine defektive Variante des HIV-1

Hullproteins.

Hoechst Reagenz

VSV-G EboV-Gp oricoEnv

HIV EnvAKS

Mock

Abbildung 10: Immunfluoreszenz-Analysen zum Expressionsnachweis der Hullprotein-
Konstrukte. HEK 293T-Zellen wurden mit den Hullprotein-Expressionsplasmiden transfiziert. Die
Expression des oricoEnv, EBoV-Gp und VSV-G kann in den Zellen nachgewiesen werden. Mit
HIV-1 EnvAKS und Mock DNA transfizierte Zellen dienten als Negativkontrolle.
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3.3 Pseudotypisierung von HERV-K113-Partikeln

Die Wiederherstellung der vermutlich urspriinglichen Sequenz des humanen endoge-
nen Retrovirus K113 zum Zeitpunkt der Integration in das Genom menschlicher Vorfah-
ren ermdglicht die in-vitro Produktion von bona-fide HERV-Partikeln. Fur die Generie-
rung eines funktionalen HERV-K113 Molekularklons wurde die vollstdndige Sequenz
des HERV-K113 Elements auf Chromosom 19p13.11 (Genbank AY037928) in einen
pBSK Plasmidvektor kloniert [33]. Es wurden 25 nicht synonyme postinsertionale Muta-
tionen in den env, rec und gag-pro-pol offenen Leserahmen des HERV-K113-Element
identifiziert und durch gezielte Mutagenese revertiert. Der oriHERV-K113 genannte
Molekularklon zeigte trotzdem nur geringe Expressionsraten [35]. Der Austausch der
U3-Promoterregion der viralen 5LTR gegen die Promotersequenz des Cytomegalovi-
rus fuhrte zu einer deutlichen Steigerung der Expression [41]. Fur die Herstellung
pseudotypisierter HERV-K113-Partikel wurden die bereits vorhandenen Reporterkon-
strukte des CMVoriHERV-K113 verwendet (s. Abb.11). Bei diesen Reporterkonstrukten
wurde das env deletiert und mittels der Endonuklease Agel ein Luziferase- oder en-
hanced green fluorescent protein (eGFP)-Gen an diese Position kloniert. Dadurch wur-
de auch der akzessorische Rec-Leserahmen entfernt. Eine Eliminierung des Spleil3do-
nor und -akzeptor des deletierten env verhindert das Splei3en des Reportergens. Der
,human elongation factor 1a“ (EF1a)-Promoter, der eine hohe und effiziente Proteinex-
pression in eukaryotischen Zellen gewahrleistet, treibt die Expression der Reporterge-
ne an. Zur Herstellung von HERV-K113-Reporterviren und Untersuchung des EboV-
Gp-Einbaus, wurden HEK 293T-Zellen mit vier verschiedenen Plasmiden co-
transfiziert. Zusatzlich zu dem CMVori-Reporterkonstrukt wird ein Env (EboV-Gp, ori-
coEnv, VSV-G, HIV-1 Env AKS), Rec (oricoRec), und ein codonoptimiertes gag-pro-pol
(CMVoricoGPP) Expressionsplasmid co-transfiziert. Die Deletion des env erlaubt den
Einbau eines anderen Hillproteins. Das Rec hat eine &hnliche Funktion wie das HIV
Rev und wird fur den Transport der mRNA aus dem Nucleus ins Cytoplasma bengtigt.
Das CMVoricoGPP dient fur eine starke Expression der strukturellen Proteine und er-
hoht die Produktion reifer VLPs [76]. Die pseudotypisierten Reporterviren werden im

Folgenden nach dem Reporterkonstrukten und dem Hyillprotein benannt.
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Abbildung 11: Aufbau der HERV-K113 Reporterkonstrukte. Durch den Austausch der U3-
Promoterregion der viralen 5’LTR gegen die Promotersequenz des Cytomegalovirus und Aus-
tausch des env durch ein Reportergen, mit zuséatzlicher Eliminierung des Splei3donor und —
akzeptor, entstanden die CMVoriEGFP und CMVoriLuzi genannten Reporterkonstrukte. Die
Pfeile oberhalb des Konstruktes symbolisieren die nicht synonymen postinsertionalen Mutatio-
nen, in welchen sich die oriHERV-K113 Sequenz von der publizierten HERV-K113 Sequenz
(Genbank AY037928) unterscheidet (verandert nach Philipp Kramer [41]).

3.3.1 Einfluss des V5-Tag an VSV-G auf die Produktion
retroviraler Partikel

Um auszuschlieRen, dass das fusionierte V5-Tag einen Einfluss auf den Einbau des
VSV-G in die HERV-K113-Partikel bzw. die Virusproduktion hat, wurden HEK 293T-
Zellen mit dem Mix der Expressionsplasmide CMVoriEGFP, CMVoricoGPP, oricoRec
und mit dem pCL-VSV-G oder pTH-VSV-G co-transfiziert. Im Westernblot und in einem
CA-Antigen Capture ELISA (p27 ELISA) wurden die praparierten Zelllysate und pelle-
tierten Virusiiberstande getestet. Zum spezifischen Nachweis des VSV-G im Western-
blot wurde ein VSV-G-spezifischer Antikorper verwendet. In naiven Zelllysaten wurde
keine unspezifische Bindung des Antikdrpers detektiert (nicht gezeigt). Zur Detektion
des HERV-K113 Capsids (p27) diente ein Gag (CA)-Protein-spezifisches Antiserum.
Der Westernblot zeigt, dass im Zelllysat das pTH-VSV-G in diesem Versuch starker
exprimiert wird als das pCL-VSV-G (s. Abb. 12A), wobei in zwei von drei Ansétzen die
Transfektion mit pCL-VSV-G exprimierenden Vektor nicht optimal verlaufen ist. Die p27
Menge ist ebenfalls &hnlich zu der von dem pCL-VSV-G. Die B-Actin Banden zeigen,

dass es keine Unterschiede in der Proteinbeladung gab. Die Untersuchung des Zellly-
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sats und des Virusiiberstand im p27-ELISA zeigt, dass das fusionierte V5-Tag keinen
negativen Einfluss auf die Expression und Virusproduktion hat (s. Abb. 12B). Die er-
hohte Menge an p27/Capsid Protein im Uberstand ist auf die bessere Transfektionsef-

fizienz der Ansatze mit pTH-VSV-G zurtckzufihren.
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Abbildung 12: Vergleich von pCL-VSV-G und pTH-VSV-G. HEK 293T-Zellen wurden mit den
Expressionsplasmiden CMVoriEGFP, CMVoricoGPP, oricoRec und pCL-VSV-G oder pTH-VSV-
G co-transfiziert. A) Im Westernblot wurden VSV-G, p27 und B-Actin mit spezifischen Antikor-
pern im Zelllysat detektiert. B) Im CA-Antigen Capture ELISA (p27 ELISA) wurde die Menge an
p27 im Zelllysat und im pelletierten Virusiberstand bestimmt.

3.3.2 Produktion von EboV-Gp pseudotypisierten HERV-K113-
Partikeln

Um zu bestimmen, ob das Ebolavirus Glykoprotein (EboV-Gp) in die Virushille der
HERV-K113-Partikel eingebaut wird, wurden HEK 293T-Zellen mit den Expressions-
plasmiden CMVoriEGFP, CMVoricoGPP, oricoRec und EboV-Gp co-transfiziert. Statt
des EboV-Gp wurden auch die Expressionsplasmide oricoEnv bzw. VSV-G co-
transfiziert. Fir die folgenden Untersuchungen wurde immer das pTH-VSV-G Expres-
sionsplasmid verwendet, bei dem das V5-Tag an das VSV-G fusioniert wird. 48 h nach
der Transfektion wurden die Zelllysate prapariert und die Viruspartikel durch Ultrazent-
rifugation Uber ein Sucrosekissen gereinigt, um zum einen sicherzustellen, dass kein
sekretiertes Glykoprotein in der Probe vorhanden ist und die pseudotypisierten HERV-
K113-Partikel konzentriert vorliegen. Der Westernblot wurde mittels V5-Tag-
spezifischer Antikorper auf die Glykoproteine analysiert. AnschlieBend wurde die
Membran gestrippt und mit einem Gag-spezifischen Antikdrper die Existenz von retro-

viralen Partikeln bestatigt.
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Abbildung 13: Westernblot-Analysen zum Nachweis der Inkorporation des EboV-Gp in HERV-
K113-Partikel. HEK 293T-Zellen wurden mit den Expressionsplasmiden CMVoriEGFP, CMVori-
coGPP, oricoRec und Env (oricoEnv, EboV-Gp, VSV-G) co-transfiziert. Zelllysate und pelletierte
Virustberstande wurden im Westernblot untersucht. Die Detektion der Hullproteine erfolgte mit
einem V5-Tag spezifischen Antikdrper und des HERV-K113 Capsids mit einem Gag (CA)-
Protein-spezifisches Antiserum. Im Zelllysat wurde ein a-B-Actin Antikdrper verwendet, der zur
Ladekontrolle dient.

Die erwartete 43 kDa Bande (siehe 3.2 Abb.7) fur die TM des oricoEnv ist weder im
Zelllysat noch im Virusiberstand detektierbar, obwohl das Capsid (p27) in beiden
nachweisbar ist (s. Abb. 13). Das EboV-Gp (Gp,: 26 kDa) wird im Vergleich mit dem
VSV-G (~60 kDa) schwacher in HERV-K113-Partikel inkorporiert, jedoch konnte EboV-
Gp nicht im Zelllysat detektiert werden, wobei auch im Ansatz mit EboV-Gp das
Capsid-Protein schwacher detektiert wurde. Erneutes Strippen und die Behandlung der
Membran mit einem [3-Actin-spezifischen Antikorper zeigt die gleichwertige Proteinbe-
ladung. Dieser Westernblot zeigt, dass der Einbau des Ebov-Gp in HERV-K113-
Partikel mdglich ist.

3.3.3 Einfluss des EboV-Gp bei der Produktion und
Ausschleusung von HERV-K113-Partikeln

Untersuchungen der Partikelproduktion sollten Aufschluss dartiber geben, ob der Ein-
bau des EboV-Gp einen Einfluss auf die Produktion von Viruspartikeln und die Aus-

schleusung des Virus hat. Fir die Quantifizierung der Partikelproduktion, wurde die
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Menge an p27 im Zelllysat und im Virusiiberstand mit einen CA-Antigen Capture ELISA
(p27-ELISA) gemessen. Im Zelllysat gibt es keine deutlichen Unterschiede zwischen
den unterschiedlich pseudotypisierten HERV-K113 Reporterviren in der p27 Menge (s.
Abb. 14). Im Virustberstand scheint jedoch die Menge der mit Ebov-Gp pseudotypi-
sierten viralen Partikel leicht erhéht gegeniiber den mit VSV-G und HIV-1 Env AKS
pseudotypisierten VLPs, wahrend die mit oricoEnv pseudotypisierten VLPs nur in sehr

geringen Mengen im Uberstand nachzuweisen sind.
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Abbildung 14: Quantifizierung der Partikelproduktion durch einen p27 ELISA. HEK 293T-Zellen
wurden mit den Expressionsplasmiden CMVoriEGFP, CMVoricoGPP, oricoRec und Env (ori-
coEnv, EboV-Gp, VSV-G, HIV-1 Env AKS) co-transfiziert. In einem p27 ELISA wurden in den
Zelllysaten und Virusiiberstédnden die p27 Menge bestimmt. Als Kontrolle wurden HEK 293T-
Zellen ohne ein Glykoprotein Expressionsplasmid (Kontrolle) oder nur mit dem CMVoricoGPP
transfiziert.

Westernblot-Untersuchungen des Zelllysats und des Virusiiberstandes unterstiitzen die
Ergebnisse des p27 ELISA. Die Banden fur das p27 der pseudotypisierten HERV-
K113-Partikel mit EboV-Gp, VSV-G und HIV-1 Env AKS sind im Virustiberstand deut-
lich intensiver im Vergleich zu den schwachen Banden die im Zelllysat detektiert wer-
den (s. Abb. 15). Im Gegensatz dazu, ist die Bande des p27 von den mit oricoEnv
pseudotypisierten HERV-K113-Partikeln im Zelllysat intensiver als im Virusuberstand.
Anscheinend verlassen die CMVoriEGFP/oricoEnv Viren die Zelle schlechter als die

anderen pseudotypisierten Viren.
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Abbildung 15: Westernblot-Analysen der Partikelproduktion pseudotypisierter HERV-K113
Viren. Mittels einem Gag (CA)-Protein-spezifischen Antiserum wurde das p27 der pseudotypi-
sierten HERV-K113 detektiert und diente zur Quantifizierung der Viruspartikelproduktion. Als
Negativkontrolle diente Mock-DNA.

3.3.4 Einfluss von Staufen-1 auf die Virusproduktion

Das humane Staufen-1 ist ein RNA-bindendes Protein, das am Transport und an der
Lokalisation von mRNA beteiligt ist und sowohl an ssRNA als auch dsRNA bindet.
Charakteristisch fir diese Proteine sind die Doppelstrang RNA-Bindedoménen
(dsRBD), die das Protein befahigen, RNAs mit doppelstrangigen Sekundéarstrukturen
zu binden. Beobachtungen zeigten, dass Staufen-1 mit viralen Proteinen interagiert.
Die HERV-K (HML-2) kodierten Proteine Rec und Gag wurden als weitere Interakti-
onspartner des humanen Staufen-1 identifiziert. Bei einer Uberexpression von Staufen-
1 konnte eine ca. 20-fache Steigerung der oriHERV-K113-Produktion beobachtet wer-
den [77]. Um den Einfluss von Staufen-1 auf die Produktion von CMVoriEGFP/EboV-
Gp Reporterviren zu testen, wurden bei der Transfektion von HEK 293T-Zellen zusatz-
lich verschiedene Mengen des Staufen-1 Expressionsplamids co-transfiziert. Im CA-
Antigen Capture ELISA wurde die Menge an p27 bestimmt, welche wiederum eine
gquantitative Aussage Uber die Menge der produzierten Partikeln erméglicht. Die HERV-
K113 Expression von dem Volllangen-Molekularklon oriHERVK113 zeigt eine Steige-
rung der viralen Partikel bis zu einem 2:1 Verhaltnis von oriHERV-K113 zu Staufen-1-
DNA (s. Abb. 16A). Das Volllangenkonstrukt enthalt alle HERV-K113 Gene, auch die
fur das Glykoprotein und das Rec und bendtigt deshalb keine co-Transfektion anderer
Plasmide. Bei den CMVoriLuzi/oricoEnv Reporterviren hat Staufen-1 ebenso einen
Effekt auf die Produktion viraler Partikel, wobei die gemessene Menge an p27 flr ori-
coEnv pseudotypisierte VLPs etwas hoher ausféllt (s. Abb. 16B) und mit EboV-Gp
sogar um Faktor 10 mehr VLPs produziert werden (s. Abb. 16C).
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Abbildung 16: Co-Expression des humanen Staufen-1 bei der HERV-K113-Partikelproduktion.

HEK 293T-Zellen wurden mit festgelegten Mengen vom oriHERV-K113 Volllangen-
Molekularklon A), CMVoriLuzi/oricoEnv B) oder CMVoriLuzi/Ebov-Gp C) und steigernden Men-
gen des Staufen-1 Expressionplasmids co-transfiziert. Durch einen p27 ELISA wurde die Virus-
partikelproduktion quantifiziert. Als Kontrolle wurde sowohl nur Staufen-1- als auch nur Mock-

DNA transfiziert.
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Das Maximum der Capsid-Expression liegt bei dem Transfektionsansatz mit oricoEnv
bei einem 2:1 Verhaltnis, bei Ebov-GP liegt es bei einem 24:1 Verhaltnis von oriHERV-
K113 zu Staufen-1-DNA. Bei hoheren Mengen Staufen-1 DNA sinkt die Menge an p27
und bei 2 ug Staufen-1 DNA sogar unter den Wert, der ohne die Zugabe von Staufen-1
DNA bei EboV-Gp gemessen wird. Als Negativkontrolle wurden die HEK 293T-Zellen
nur mit Mock-DNA oder Staufen-1 DNA transfiziert, bei denen keine Partikelproduktion

nachweisbar war.

3.4 Elektronenmikroskopische Aufnahmen von
EboV-Gp pseudotypisierten HERV-K113-Partikeln

Die Vorbereitung der Proben fiir die Elektronmikroskopie der Viren erfolgte nach einem
Protokoll, das ausfiihrlich in Laue M. 2010 Electron microscopy of viruses beschrieben
ist. Zur Herstellung von EboV-Gp pseudotypisierten HERV-K113 Partikeln wurden HEK
293T-Zellen mit den vier beschriebenen Plasmiden co-transfiziert. Als Negativkontrolle
wurde statt des EboV-Gp Expressionsplasmids Mock DNA co-transfiziert. Die angefer-
tigten Praparate der fixierten Zellen und der pelletierten Viren wurden elektronenmikro-
skopisch im TEM untersucht.

Abbildung 17: Elektronenmikroskopische Aufnahme von CMVoriHERV-K113. Die Elektronen-
mikroskopische Aufnahme zeigt reife HERV-K113 Viruspartikel. Das typische hexagonale
Capsid ist von einer Lipiddoppelschicht umgeben. Bei den elektronenmikroskopisch erkennba-
ren kleinen ,Spikes® auf der Partikeloberflache handelt es sich um die eingelagerten Hillprotei-
ne. (Herstellung der Partikel: Nadine Beimforde; Aufnahmen: Lars Mdller)
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Sowohl in der Begutachtung der Zellpraparate als auch der Viruspellets waren wenige
Ereignisse zu finden, die knospende oder reife Viruspartikel zeigen, obwohl im Ver-
gleich im Viruspellet deutlich mehr Viruspartikel und auch reife Partikel zu finden wa-
ren. Die Beurteilung, ob es sich um retrovirale Partikel handelt, wurde von Mitarbeitern
der Arbeitsgruppe ZBS4 (Spezielle Licht und Elektronenmikroskopie) von Dr. M. Laue
durchgefuhrt. Ein Vergleichspraparat von oriHERV-K113 konnte nicht erfolgreich her-
gestellt werden, deswegen ist in Abbildung 17 eine bereits vorhandene Aufnahme von
reifen CMVoriHERV-K113-Partikeln als Vergleich gezeigt.

Abbildung 18: Elektronenmikroskopische Aufnahme von CMVoriEGFP/EboV-Gp Virusparti-
keln. Fir die Untersuchung des Einflusses von inkorporiertem EboV-Gp auf die Morphologie der
HERV-K113-Partikel wurden pseudotypisierte HERV-K113-Partikel mit EboV-Gp im Zellprapa-
rat B) und im Viruspelletpréaparat D) im TEM untersucht. Als Negativkontrolle dienten HERV-
K113-Partikel ohne co-transfiziertes EboV-Gp im Zellpraparat A) und im Viruspelletpraparat C).

In der Negativkontrolle des Zellpraparats waren keine Ereignisse zu finden (s. Abb.
18A). Die Probe von den Virus-produzierenden Zellen mit dem co-transfizierten EboV-
Gp zeigt nur unreife Partikel (s. Abb. 18B). Die Oberflachenstruktur ist unauffallig und
eine leichte Gag-Polyprotein Ringstruktur ist erkennbar. Die deutlich unregelméaRige
Strukturierung der Virusoberflache deutet auf die Inkorporation von den Glykoproteinen
in die Viruspartikel hin (s. Abb.18B u. D). In der Kontrolle ohne EboV-Gp bei dem Vi-

ruspelletpraparat sind auf der Virusoberflache keine inkorporierten Hullproteine er-



3 Ergebnisse 56

kennbar (s. Abb.18 C). In der Morphologie der Partikel sind keine erkennbaren Unter-
schiede zu den Partikeln, die vermutlich das EboV-Gp eingebaut haben (s. Abb.18D).
Die Elektronendichte im Capsid lasst darauf schlieRen, dass ein Reifungsprozess

stattgefunden hat und dass sich um reife Partikel handelt.

3.5 Messung des RNA-Gehalts mittels quantitativer
Real-Time PCR

Ohne verpacktes RNA-Genom sind Retroviren nicht in der Lage in der Zelle zu replizie-
ren bzw. Reportergene einzuschleusen. Die pseudotypisierten HERV-K113 Viren wur-
den mittels quantitativer Real-Time PCR auf ihren RNA-Gehalt untersucht. Dies erlaubt
eine weitere Charakterisierung der Partikel und zeigt, ob der Einbau des viralen RNA-
Genoms durch die Pseudotypisierung mit EboV-Gp beeinflusst wird. Damit das Mes-
sen von genomischer DNA, die HERV-K Sequenzen enthélt, als auch die zur Herstel-
lung der Partikel eingesetzte Plasmid-DNA, die ebenfalls von der Real-Time PCR de-
tektiert wird, vermieden wird, wurde ein DNase-Verdau vor oder nach der RNA-
Isolation durchgefuhrt. Bei der Real-Time PCR selbst wurde ein Ansatz mit einem Re-
verse Transkriptase (RT)-Schritt und ein Ansatz ohne RT-Schritt durchgefiihrt. Die ge-
messenen Werte wurden anhand der bestimmten Menge an viralen Partikeln durch
den p27 ELISA normalisiert. Fur die Real-Time PCR wurde eine Standardreihe von
dem oriHERV-K113 Plasmid hergestellt. Anhand der erhaltenen cycle threshold (Ct)-
Werte fur die Standardreihe, konnte die Anzahl der Kopien in den verschiedenen An-
satzen berechnet werden. Der Ansatz ohne RT-Schritt sollte im Experiment nur die
genomische bzw. Plasmid-DNA anzeigen und der Ansatz mit RT-Schritt zeigt sowohl
vorhandene RNA als auch genomische bzw. Plasmid DNA. Das Abziehen der detek-
tierten DNA vom Ansatz ohne RT-Schritt vom Ansatz mit RT-Schritt |&sst eine Aussage
Uiber den RNA-Gehalt in den pseudotypisierten HERV-K113-Partikel zu. Wird der DNa-
se-Verdau mit den intakten VLPs vor der RNA-Isolation durchgefihrt, wird eine hohe
Zahl von Kopien auch ohne RT-Schritt gemessen (s. Abb. 20A). Nach Abzug dieser
Werte ergeben sich fiir oricoEnv 2,1x10% und fiir EboV-Gp 7,1x10%° RNA-Kopien. Bei
VSV-G war das detektierte Signal mit RT-Schritt sogar ein wenig geringer als ohne RT-
Schritt, sodass keine RNA detektiert werden konnte. Mit HIV-1 Env AKS und CMVori-
coGPP war sowohl mit RT-Schritt als auch ohne RT-Schritt kaum ein Signal detektier-

bar.
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Abbildung 19: RNA-Gehalt pseudotypisierter HERV-K113 Viren. Mittels quantitativer Real-
Time PCR wurde der RNA-Gehalt von pseudotypisierten HERV-K113 Viren bestimmt. Ein DNa-
se-Verdau erfolgte vor A) und einer nach B) der RNA-Isolation. Bei der Real-Time PCR fand
jeweils ein Ansatz mit einem Reverse Transkriptase (RT)-Schritt statt und einer ohne RT-Schritt.
Die Anzahl der RNA-Kopien wurde von oricoEnv, EboV-Gp, VSV-G, HIV-1 Env AKS pseudoty-
pisierten HERV-K113-Partikeln und von Partikeln, die von CMVoricoGPP gebildet wurden, ge-
messen.

Im Gegensatz dazu ist ein deutlicher Unterschied beim DNase-Verdau nach der RNA-
Isolation zu erkennen. In keinem Ansatz ohne RT-Schritt ist genomische oder Plasmid-
DNA detektierbar (s. Abb. 20B). Bei oricoEnv sind mit RT-Schritt jedoch auch keine
RNA-Kopien mehr detektierbar. Bei EboV-Gp sind 9,8x10% und bei VSV-G 2,4x10%
RNA-Kopien messbar. Bei HIV-1 Env AKS und CMVoricoGPP war wie beim DNase-
Verdau vor der RNA-Isolation sehr wenig bzw. keine RNA messbar. Da das CMVori-
coGPP Expressionsplasmid kein Verpackungssignal besitzt, war eine RNA Detektion
auch theoretisch nicht zu erwarten und zusatzlich findet an diesem Konstrukt keine
Primerbindung statt. Die Ergebnisse zeigen, dass in den CMVoriEGFP/EboV-Gp Re-

porterviren RNA enthalten ist.

3.6 Infektiositat der Glykoproteine

Das Glykoprotein auf der Virusoberflache ist fur eine Infektion notwendig. Der Nach-
weis einer erfolgreichen Penetration von permissiven Zelllinien gibt Auskunft Gber die

Prasenz und Funktionalitéat des Glykoproteins. Weiterhin kann durch die Untersuchung
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der funktionellen Eigenschaften auf eine native Faltung riickgeschlossen werden. Bei
den Infektionsversuchen wurde eine deletierte Mutante (oricoEnvAgsg90) des HERV-
K113 verwendet. Es handelt sich dabei um eine der am starksten C-terminal verkirz-
ten oricoEnv Mutanten, die in der Arbeitsgruppe hergestellt wurde und die héchste In-
fektionsrate zeigt. Es wurden zwei verschiedene Zelllinien verwendet. Zum einen die
HEK 293T-Zelllinie und die aus der Niere stammende feline CrFK-Zelllinie. Beide Zell-
linien waren permissiv gegeniiber dem HERV-K113 Hullprotein. Fiur diese Untersu-
chungen wurden pseudotypisierte CMVoriLuzi-Reporterviren in HEK 293T-Zellen her-
gestellt. AnschlieRend erfolgte die Infektion der Zellen mit zuvor im p27-ELISA normali-
sierten Mengen an oricoEnvAgsg 699, EDOV-Gp, VSV-G, oder HIV-1-Env AKS pseudoty-
pisierten CMVoriLuzi-Reporterviren. Die Ergebnisse der Luziferaseaktivitdtsmessung
im Luminometer werden in RLU (relative light units) ausgegeben.

HEK 293T-Zellen CrFK-Zellen
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Abbildung 20: Infektionsversuche mit den pseudotypisierten Reporterviren. Messung der Luzi-
feraseaktivitat von infizierten HEK 293T- und CrFK-Zellen mit oricoEnvAgsg.609, EDOV-Gp, VSV-
G pseudotypisierten Reporterviren. Die Luziferaseaktivitét ist in RLU (relative light units) ange-
geben. Als Negativkontrolle dienten die CMVoriLuzi/HIV-1 Env AKS Viren.

Fur den Nachweis positiver Infektionen wurden CMVoriLuzi/VSV-G-Viren eingesetzt.
Als Negativkontrolle dienten die CMVoriLuzi/HIV-1 Env AKS Viren, da es sich bei HIV-1
Env AKS um ein nicht-funktionelles HIV Glykoprotein handelt, das nicht fahig ist Zellen
zu infizieren und somit die unspezifische Aufnahme von viralen Partikeln darstellt. Im
Vergleich zu den CMVoriLuzi/VSV-G Viren infizieren die CMVoriLuzi/EboV-Gp-Viren
sowohl die HEK 293T-Zellen als auch die CrFK-Zellen besser (s. Abb. 20). Die Luzi-
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feraseaktivitat der CMVoriLuzi/EboV-Gp-Viren ist in HEK 293T-Zellen 6-fach und in
CrFK-Zellen 37-fach hoher als die Luziferaseaktivitat der CMVoriLuzi/VSV-G, wobei die
Messung bei den CrFK-Zellen mit EboV-Gp eine hohe Standardabweichung aufweist.
Bei der Infektion mit CMVoriLuzi/EnvACgsg.699-Viren liegt die Luziferaseaktivitat deutlich
Uber die der Negativkontrolle, wodurch man auch hier von infektiésen VLPs sprechen
kann.
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4 Diskussion

In der Vergangenheit wurden retrovirale Vektoren verwendet, die defizient fir das Gly-
koprotein-Gen (env) sind, um Viren zu generieren, die fremde virale Glykoproteine in
ihrer Virushdlle tragen. Die daraus entstehenden Viruspartikel werden als pseudotypi-
siert bezeichnet [78,79]. Die Inkorporation von heterologen Glykoproteinen scheint un-
spezifisch zu sein. Env-defekte Proviren kdnnen effizient infektiose Partikel mit frem-
den retroviralen Glykoproteinen oder sogar mit Glykoproteinen von nicht-retroviralen
Virus-Familien produzieren. Es gibt zunehmend Hinweise, dass die Inkorporation we-
der ein passiver noch zufélliger Prozess ist, sondern eher sorgfaltig kontrolliert verlauft.
Dieser von einer Vielzahl umhiillter Viren verwendete Prozess erfolgt durch ein Zu-

sammenspiel mehrerer redundanter Mechanismen [80].

Im Fokus dieser Arbeit sollte die Untersuchung der Pseudotypisierung retroviraler Par-
tikel des humanen endogenen Retrovirus K113 mit viralen Glykoproteinen stehen. Das
Glykoprotein des Ebolavirus wurde als Kandidat fur diese Untersuchungen ausgewahlt
und mit dem bereits fir mehrere Retroviren verwendete VSV-G [78,79] und dem co-
donoptimierten HERV-K113 Hullprotein (oricoEnv) verglichen. Um den Einbau aller
verwendeten Glykoproteine (EboV-Gp, oricoEnv) direkt miteinander zu vergleichen und
die Detektion zu vereinheitlichen, wurde ein V5-getaggtes VSV-G konstruiert. Mittels
PCR wurde das vsv-g Gen amplifiziert und geeignete Schnittstellen fir die Restrikti-
onsenzyme angehangen, die eine Klonierung in einen Vektor, der das V5-Tag enthalt,
ermdglichen. Das V5-Tag ist eine 14 Aminosauren (GKPIPNPLLGLDST) lange Se-
guenz, die von kommerziell erhéaltlichen Antikdrpern erkannt wird und kann dadurch
zum Nachweis von Proteinen, vor allem bei Westernblots und Immunfluoreszenzen,
verwendet werden. Da die cytoplasmatische Doméane ein kritischer Bereich ist und Ein-
fluss auf die Inkorporation haben kann, wurde der Einfluss des fusionierten V5-Tag
beim VSV-G uberprift [42-44]. Es konnte kein negativer Einfluss auf die Expression
oder Partikelproduktion im Vergleich zum ungetaggten VSV-G gezeigt werden. Zu-
nachst konnte durch Westernblot- und Immunfluoreszenz-Analysen die Expression der
Glykoproteine oricoEnv, EboV-Gp und VSV-G von ihren Konstrukten in HEK 293T-
Zellen nachgewiesen werden. Fir die weiteren Untersuchungen konnte somit davon
ausgegangen werden, dass die Glykoproteine fiir den Einbau in retrovirale Partikel
vorhanden sind und mit dem V5-Tag detektiert werden kdnnen. Die meisten retrovira-

len Glykoproteine werden zur Zellmembran transportiert, aber dort werden diese auch
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rasch wieder abgebaut. Die Immunfluoreszenzen zeigen eine vor allem membranstan-
dige Lokalisation der Glykoproteine, da diese an der Zellmembran lokalisiert sein mus-
sen, um beim retroviralen Budding-Prozess in die viralen Partikel inkorporiert zu wer-
den, wie fur andere pseudotypisierte Viren gezeigt wurde [80-82]. Die transfizierten
HEK 293T-Zellen sind auf den Aufhahmen bereits abgerundet. Fir die Abrundung
konnte die eingesetzte Plasmid-Menge und damit die Menge an produziertem Protein,
aber auch die Fixierung der Zellen fir die Immunfluoreszenz verantwortlich sein. Zyto-
toxische Effekte auf exprimierende Zellen wurden bereits fir verschiedene Hiillproteine
beschrieben. Es ist bekannt, dass eine Uberexpression des Ebola Glykoproteins to-
xisch auf die Zellen wirkt und zur Abrundung dieser fihrt, jedoch eine moderate Ex-
pression nicht [68]. In bisherigen Arbeiten wurde die Expressionsstarke des verwende-
ten codonoptimierten Konstrukts untersucht und die hier eingesetzte Menge an DNA
dahingehend gewahlt [75]. Auch fur oricoEnv wurde eine Toxizitatsbestimmung durch-
gefuhrt und eine zelltoxische Wirkung ab 1 pg DNA beschrieben [83]. Daher wurde in
den folgenden Experimenten darauf geachtet, dass die Zellen mit niedrigen Mengen an

Expressionsplasmiden der Glykoproteine transfiziert wurden.

In der Vergangenheit stieg die Anzahl an Beispielen fir erfolgreich generierte pseudo-
typisierte Viren. Dennoch gibt es Beispiele wie bei den Lentiviren (z.B. HIV-1), deren
Env eine besonders lange cytoplasmatische Doméne (150 AS und mehr) besitzt. Diese
kénnen Ublicherweise infektiose Partikel nur mit ihrem urspriinglichen Gag oder mit
dem Gag von nah verwandten Viren bilden [80]. Um nun herauszufinden, ob eine
Pseudotypisierung von den HERV-K113-Partikeln mit dem EboV-Gp mdglich ist, wurde
fur die Produktion von pseudotypisierten HERV-Partikeln ein auf vier Plasmiden basie-
rendes System verwendet. Die Verhaltnisse der Expressionsplasmide fir die Struktur-
proteine, dem viralen Genom und den notwendigen akzessorischen Proteinen fir eine
Transfektion wurden bereits optimiert und auch so in dieser Arbeit verwendet [41,84].
Fur die weiteren Untersuchungen wurde nun mit Viruspartikeln gearbeitet, die durch
Transfektion von den vier Plasmiden in HEK 293T-Zellen hergestellt wurden. Dabei
unterschieden sich die Viruspartikel jeweils nur im verwendeten Env. Der gleichzeitige
Nachweis der Glykoproteine und der Capsidproteine (reprasentativ fur die Virusparti-
kel) bestatigen eine Pseudotypisierung. Das VSV-G wird stark exprimiert und anschei-
nend mit einer hohen Anzahl in die Viruspartikel eingebaut. Eine etwas schwéchere
Bande war fur die Transmembrandoméne GP, (26 kDa) des Ebola-Glykoprotein sicht-

bar. Durch den Denaturierungsschritt vor der Beladung der Proben werden die Disul-
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fidbricken reduziert, wodurch kein Nachweis des GP;, mdglich ist. Da das V5-Tag
sich nur am GP, befindet, waren die ungetaggten Gp; Einheiten auch nicht nachweis-
bar. Unter den Bedingungen war es nicht mdglich das oricoEnv bei produzierten
HERV-Partikeln nachzuweisen, obwohl bereits gezeigt wurde, dass oricoEnv auf Vi-
ruspartikeln zu finden ist [41]. Da es sich bei diesen Untersuchungen aber um ein un-
getaggtes oricoEnv handelte, kénnte es sein, dass das V5-Tag einen Einfluss hat.
Auch mit der Veranderung bestimmter Parameter wie Zeitpunkt der Virusernte, Aufbe-
reitung der Proben (Variierung des Lysispuffers) oder die Gréf3e des Transfektionsan-
satzes konnte oricoEnv nicht detektiert werden. Da jedoch spater in den Infektionsver-
suchen gezeigt werden kann, dass die oricoEnv pseudotypisierten HERV-K113-
Partikel infektios sind, kann von einer Inkorporation ausgegangen werden. Weil die
Expression der Glykoproteine von den Konstrukten im Westernblot und in der Immun-
fluoreszenz nachgewiesen werden konnte, missten weitere Optimierungsarbeiten in
der Methode des Westernblots vollzogen werden, um neben EboV-Gp und VSV-G
auch oricoEnv in Verbindung mit viralen Partikeln zu detektieren. Es ist aber nicht aus-
geschlossen, dass die eingesetzte Menge an oricoEnv immer noch zu toxisch fur die

Zellen ist.

Es konnte bereits bei anderen viralen Vektoren gezeigt werden, dass diese mit dem
Hullprotein des Ebolavirus pseudotypisiert werden kénnen [71,85]. Auch konnte bereits
u.a. in der Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass HERV-K113-Partikel zusatzlich mit
VSV-G pseudotypisiert werden kdnnen [84]. Die Herstellung von HERV- Partikeln mit
inkorporierten Glykoproteinen des Ebolavirus erlaubt eine Bewertung tber die Moglich-
keit HERV-Partikel mit weiteren viralen Glykoproteinen zu pseudotypisieren und ob der
Einbau verschiedener Glykoproteine Einfluss auf die Produktion dieser Partikel hat. Die
p27 ELISA Daten zeigen, dass das Hiuillprotein anscheinend einen Einfluss auf die Vi-
rusproduktion und die Ausschleusung des Virus haben kann. Dies ist besonders am
oricoEnv deutlich. Die Inkorporation von oricoEnv zeigt eine schlechtere Ausschleu-
sung des Virus oder eine verminderte Produktion von allen viralen Proteinen. Die Men-
ge an p27 im Virusuberstand ist mit oricoEnv deutlich geringer als die Menge an p27,
die allein von dem CMVoricoGPP gebildet werden. Anscheinend wird durch einen Me-
chanismus die Ausschleusung des Virus gehemmt. Auch im Westernblot war dieser
Effekt zu erkennen. Auch hier kdnnte die beschriebene Toxizitdt des oricoEnv eine
Rolle spielen, jedoch zeigten die Zellen unter dem Mikroskop keine deutlichen Unter-

schiede in der Morphologie zwischen den verschiedenen Glykoprotein-Ansatzen. Auch
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Toxizitatsbestimmung zeigte, dass die Toxizitat bei Zugabe von weniger als 1 ug Ex-
pressionsplasmid keine Rolle spielt [83]. Verschiedene Aspekte des Env-Transport und
der Inkorporation bei unterschiedlichen Viren sind bereits beschrieben [10]. Der ge-
naue Mechanismus fiir diesen komplexen biologischen Prozess ist jedoch noch unklar.
Das Env wird synthetisiert, prozessiert und zu bestimmten Mikrodomanen in der Plas-
mamembran transportiert. Es ist weiterhin bekannt, dass das Vorlaufer-Polyprotein von
Gag fur die Assemblierung unreifer virus-like particles (VLP) ausreichend ist, jedoch ist
die Inkorporation von Glykoproteinen in die Virionen flr die Herstellung von infektidsen
retroviralen Partikeln entscheidend [86]. Gag fordert aktiv den spaten Assemblierungs-
schritt, in dem es die Komponenten des zellularen Budding- Weg einschaltet. Die an-
deren Virion-Komponenten haben nur einen kleinen Effekt auf die Effizienz der viralen
Partikelproduktion. Die MA-Doméne des Gag Polyproteins ist hauptsachlich fir das
Gag Membran-Targeting und die Inkorporation der viralen Glykoproteine in die Virion-
Nachkommen erforderlich [19]. Es konnte bereits gezeigt werden, dass C-terminal ver-
kirzte oricoEnv Proteine effektiver in SHIV und HERV-Partikel eingebaut werden, wo-
bei man davon ausgehen konnte, dass die im Virus selbst codierte Sequenz am effek-
tivsten ist. Die hohere Infektiositat und bessere Inkorporation des oricoENVACesg.s909
konnte auf eine reduzierte Interferenz zwischen Matrix und Env-Proteine oder moglich-
erweise auf eine erhdhte Transport- und Reifungskinetik und verminderte Endozytose-

rate zurtckzufuhren sein [41].

Die hier beobachtete bessere Ausschleusung, vor allem von EboV-Gp aber auch von
VSV-G und HIV-1 Env AKS pseudotypisierten HERV-K113-Partikel gegenuber dem
oricoEnv, kdnnte aufgrund unterschiedlicher Effizienzen bei der Transfektion von ori-
coEnv enthaltenden Ansatzen gegeniber EboV-Gp enthaltenden Ansétzen resultiert
sein. AulRerdem kann die Toxizitat des oricoEnv weiterhin ein Grund dafir sein. Die
dreifache Wiederholung des Versuches minimiert die technische Fehlerrate. Da es sich
bei oricoEnv um ein artifizielles Konstrukt handelt, ist eine Einschatzung, ob es sich um
eine gute oder schlechte Ausschleusung handelt aufgrund fehlender Wildtyp-
Vergleiche nicht moglich. Der Grund, warum bei den Ansatzen mit EboV-Gp, VSV-G
und HIV-1 Env AKS mehr pseudotypisierte HERV-K113-Partikel in den Uberstand ent-

lassen werden, bleibt zu untersuchen.

Es ist bekannt, das Staufen-1 die Partikelproduktion von HERV erhéht [77]. Um eine
Steigerung der Partikelproduktion zu erzielen, wurden verschiedene Mengen des hu-

manen Staufen-1 co-transfiziert. Staufen-1 ist ein RNA-Transportprotein, das von den
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einfachsten bis zu den komplexesten Eukaryoten exprimiert wird [77]. Staufen-1 ist
funktionell den retroviralen RNA-Transportproteinen ahnlich. Es bindet mRNAs und
transportiert sie zu Polysomen und gewahrleistet eine effiziente Translation. Es wurde
gezeigt, dass das Staufen-1 mit dem Gag-Protein von HIV-1 interagiert und die Gag-
Oligomerisierung und RNA-Enkapsidation férdert [87,88]. In einer Protein-
Interaktionsstudie vom HERV Rec, wurde Staufen-1 als Interaktionspartner identifiziert
[77]. Staufen-1 besitzt vier Doppelstrang-RNA-Bindungsdoménen (RBD2-RBD5). Stau-
fen-1 interagiert mit Rec Uber die RBD4 und mit Gag. Staufen-1 verbessert den Rec-
vermittelten nuklearen Export und die Translation viraler RNA. Staufen-1 kann zu einer
etwa 20-fachen Steigerung der Viruspartikel-Produktion fiihren [77]. Bei der Co-
Transfektion von Staufen-1 mit dem Volllangen-Molekularklon oriHERV-K113 konnte in
dieser Arbeit eine 10-fache Steigerung der Partikelproduktion erreicht werden. Dieses
entspricht ungefahr den Erwartungen zu vorigen Arbeiten in der Arbeitsgruppe. Da bei
der Transfektion mit dem Volllangen-Molekularklon oriHERV-K113 kein CMVoricoGPP
co-transfiziert wurde, ist ein Vergleich der Virusproduktionen nicht direkt moglich. Die
Transfektion mit dem oricoEnv zeigt bereits ohne Staufen-1 eine 10-fach hdhere Virus-
produktion im Vergleich zu oriHERV-K113, welche vermutlich durch das co-transfizerte
CMVoricoGPP resultiert, aber dafir ist bei oricoEnv nur noch eine 1,8-fache Steige-
rung durch Staufen-1 zu messen. Auch in diesem Versuch wurde gezeigt, dass bei
dem Ansatz mit EboV-Gp gegeniiber oricoEnv deutlich mehr HERV-K113-Partikel im
Uberstand vorhanden sind. Auch die Virusproduktion von pseudotypisierte HERV-
K113-Partikel mit EboV-Gp kann durch Staufen-1 gesteigert werden. Es scheint das
Staufen-1 die Virusproduktion nur zu einem bestimmten Grad verbessern kann und
das Glykoprotein Einfluss darauf hat, welche Menge an Staufen-1 zu einer effektiven
Steigerung fuhrt. Man kdnnte auch anhand dieser Daten von EboV-Gp spekulieren,
dass Staufen-1 in zu hohen Konzentrationen die Virusproduktion wieder reduzieren
kann. Ergebnisse innerhalb dieser Arbeitsgruppe deuten darauf hin, dass dieser Effekt
von Staufen-1 auch fur HIV-1 und 2 zu beobachten ist (nicht veréffentlich). Da die ge-
naue Rolle von Staufen-1 auf die viralen Proteine noch nicht vollstandig entschlisselt
ist, sind die Ergebnisse nur ein Hinweis auf einen eventuellen Einfluss der Glykoprotei-

ne.

Um die Morphologie der EboV-Gp pseudotypisierten HERV-K113-Partikel zu untersu-
chen, wurden virus-produzierende Zellen und virale Partikel im Elektronenmikroskop

untersucht. Zunachst wurden die transfizierten HEK 293T-Zellen untersucht. Bei der
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Negativkontrolle ohne co-transfiziertes EboV-Gp konnten keine Viruspartikel identifi-
Ziert werden, jedoch konnten auch bei der Probe mit transfiziertem EboV-Gp nur weni-
ge Budding-Prozesse gefunden werden. Das gezeigte Ereignis ist ein nicht klar struktu-
riertes Viruspartikel, das sich jedoch nach Auskunft der Arbeitsgruppe ,Spezielle Licht
und Elektronenmikroskopie“ unter Dr. M. Laue (RKI) von zellularen Abschnirungen
unterscheiden lasst. Es handelt sich somit um ein unreifes Viruspartikel mit nur einer
schwach erkennbaren Gag Polyprotein-Ringstruktur. Der Grund fur die kaum oder nicht
vorhandenen Viruspartikel kbnnte eine nicht optimale Transfektion gewesen sein. Auch
kénnen Fehler bei der Anfertigung der Elektronenmikroskop-Préaparate aufgetreten
sein. Weiterhin wurden Elektronenmikroskop-Préaparate von HERV-K113-Partikeln an-
gefertigt, die mittels Ultrazentrifugation pelletiert wurden. Die unebenen Strukturen auf
der Oberflache der Viruspartikel deuten auf die inkorporierten Hullproteine hin. Die Ne-
gativkontrolle ohne transfiziertes EboV-Gp zeigte hingegen diese Strukturen nicht. Die
retroviralen Partikel scheinen nicht deformiert zu sein. Die reifen Viruspartikel deuten
darauf hin, dass das EboV-Gp keinen negativen Einfluss auf die Gag-Assemblierung
hat. Waren Auffalligkeiten in der Morphologie erkennbar gewesen, hatte man mit ver-
kirzten Mutanten von EboV-Gp arbeiten kénnen. Die Originallange eines Proteins
musste eigentlich evolutiv gesehen am optimalsten sein. Fir einige Retroviren ist be-
kannt, dass eine Trunkierung der cytoplasmatischen Domane Einfluss auf die Inkorpo-
ration haben kann [42-44]. Es konnte aber gezeigt werden, dass die am starksten C-
terminal verkirzte Mutante des oricoEnv (oricoEnvACegsg694) besser in die HERV-
Partikel inkorporiert wird und infektidser ist als das urspriingliche oricoEnv und die
leicht verkiirzten Mutanten. Ahnlich dazu fuihrten bei HIV-1 geringe Verkiirzungen des
C-Terminus vom Env in der Regel zu einer reduzierten Inkorporation und viralen Infek-
tiositat. Eine grof3e Trunkierung des HIV-1 Env, die einen Grofteil oder den gesamten
cytoplasmatischen Teil entfernt, ergibt jedoch ein Glykoprotein, das infektiose Partikel
bilden kann [80]. Natdrlich ist bei einem solchen Vorgehen nicht ausgeschlossen, dass
bisher unerkannte Funktionen der cytoplasmatischen Doméne verloren gehen. Diese
Bereiche besitzen vielleicht Regulationsmechanismen, die bisher noch nicht bekannt
sind. Die Frage, ob die cytoplasmatische Domane bei viralen Glykoproteinen wichtig
fur die Inkorporation ist, wird viel diskutiert und erforscht. Beim Marburgvirus Gp konnte
gezeigt werden, dass eine Entfernung der cytoplasmatischen Doméne keinen Einfluss
auf die Trimerisierung, den intrazellularen Transport und die Inkorporation hat, aber zu
Veranderungen des Glykosylierungsmuster und der Erkennung von Gp von neutralisie-

renden Antikorpern fuhrt [89]. Es kann anscheinend auch zu feinen Veranderungen in
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anderen Doméanen kommen. Genau wie das Marburgvirus Gp besitzt auch das Ebola
Gp (vier AS) eine kurze cytoplasmatische Domane, die aber vermutlich trotzdem eine
Funktion erflllt. Als Immunogen wéare es nachteilig, wenn die C-terminale Trunkierung
zwar zu einem verbesserten Einbau des EboV-Gp fuhrt, jedoch die eventuelle Veran-
derung des Glykosylierungsmuster eine Erkennung der neutralisierenden Antikorper fiir
das Wildtyp EboV-Gp verdndert. AuBerdem kénnte eine zu effektive und zahlreiche
Inkorporation des EboV-Gp moglicherweise nicht nur eine Rezeptorbindung sondern

auch die Erkennung von neutralisierenden Antikorpern einschranken [90].

Um einen Einfluss des Glykoproteins auf die Inkorporation der viralen RNA zu untersu-
chen, wurde mittels einer quantitativen Real-Time PCR der RNA-Gehalt der pseudoty-
pisierten HERV-K113-Partikel in einem bestimmten Volumen vom Virusiiberstand be-
stimmt. Bei dieser Untersuchung besteht das Problem, dass die gewahlten Real-Time
Primer und die Sonde nicht nur auf der viralen RNA, sondern auch auf den bereits im
Genom der HEK 293T-Zellen integrierte HERV-K Proviren binden, da die Unterschiede
in den Sequenzen der einzelnen Elemente zu gering sind, um eine spezifische Detekti-
on der oriHERV-K113 Sequenz zu gewahrleisten. Ebenso binden die Primer und die
Sonde an dem Plasmid, welches fir die Virusproduktion in die HEK 293T-Zellen trans-
fiziert wurde und fir das virale RNA-Genom sorgt. Sowohl genomische DNA als auch
Plasmid-DNA konnen im Zellkulturiberstand vorhanden sein und in der Real-Time
PCR zusatzlich zur RNA als Template dienen und somit fiir eine falsche Quantifizie-
rung verantwortlich sein. Um eine Detektion von genomischer DNA und Plasmid-DNA
zu vermeiden und die RNA Menge moglichst exakt zu messen, wurden die Proben vor
oder nach der RNA-Isolation mit einer DNase behandelt. Prinzipiell kann der DNA Ver-
dau im virus-haltigen Uberstand [91] oder nach der RNA-Isolation [92] erfolgen. In die-
sem Versuch war der nachfolgende DNase-Verdau effektiver, denn bei den Ansatzen
ohne RT-Schritt wurde kaum messbares bis kein DNA Template detektiert. Es ist mog-
lich, dass die Bedingungen fiir die DNase vor der RNA-Isolation schlechter waren als
nach der RNA-Isolation und ein nicht so effektiver DNase-Verdau stattgefunden hat.
Die 2,1x10%* messbaren RNA-Kopien bei oricoEnv waren durch den nachfolgenden
DNase-Verdau jedoch auch nicht mehr messbar, wohingegen nun 2,3x10% RNA-
Kopien fur VSV-G ermittelt wurden. Es scheint, dass virale RNA bei oricoEnv vorhan-
den ist, diese aber durch den DNase-Verdau nach der RNA-Isolation verloren geht. Bei
EboV-Gp sind in beiden Ansétze RNA-Kopien messbar (Vor: 7,1x10%; Nach: 9,8x10%)

und man kann annehmen, dass bei diesen Viren eine RNA-Verpackung stattgefunden
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hat. Weiterhin wurde durch eine Normalisierung der Viruspartikel mit einem p27 ELISA
ausgeschlossen, dass Unterschiede in der RNA Menge Resultate unterschiedlicher
Virusproduktionen sind. Es kénnte also sein, dass das Glykoprotein einen Einfluss auf
die RNA-Verpackung hat. Bei HIV ist bekannt, dass die NC Doméne eine bedeutende
Rolle bei der selektiven RNA-Verpackung hat [93]. Der genaue Mechanismus, wie
HIV-1 die Verpackung von genau zwei RNA-Kopien reguliert, ist auch noch unbekannt,
aber es wurde beschrieben, dass Gag den Hauptakteur spielt [93]. Wenn die verander-
te Viruspartikel-Produktion aus Interaktionen von Gag und Env resultieren sollte, kénn-
te auch die RNA-Verpackung beeinflusst werden. Somit scheint das EboV-Gp keinen
vergleichsweise negativen Einfluss auf die RNA-Verpackung zu haben. Ob es sich
dabei um ein regulares RNA-Genom zu Viruspartikel Verhaltnis handelt, ist aufgrund
fehlender Richtwerte fir HERV-K113 schwer einzuschétzen und bleibt noch zu unter-
suchen. Bei der Real-Time PCR konnen technische Fehler eine Rolle spielen, denn
abgesehen von den Fehlern bei der Herstellung der Viruspartikel, geht bei dem Proto-
koll fir den DNase-Verdau und die RNA-Isolation Probenvolumen verloren, das Ein-
fluss auf das Ergebnis haben kann. Es konnte als nachstes getestet werden, ob eine
Konzentrierung der Viruspartikel mithilfe einer Pelletierung mit nachfolgender Aufnah-
me in PBS es ermoglicht, mehr RNA-Kopien zu detektieren. Der Einsatz von speziellen
HERYV Viren ist denkbar, bei denen die Sequenz so modifiziert ist, dass sie von einem
speziellen Primer- und Sonden-Set von den genomischen Proviren zu unterscheiden
sind. Jedoch kann auch so nicht die Detektion von Plasmid-DNA ausgeschlossen wer-
den. Aufgrund der doch sehr unterschiedlichen Ergebnisse sind weitere Untersuchun-
gen hier zwingend notwendig, um den RNA-Gehalt zweifelsfrei zu bestimmen und das

Ergebnis zu bestatigen.

Ein obligatorischer Schritt bei der Bildung eines infektiésen retroviralen Partikels ist die
Inkorporation des Hillproteins in die Virushille. Da das Glykoprotein flr Absorption
und Penetration des Virus verantwortlich ist, ist es fur eine Infektion essentiell. Die Er-
gebnisse dieser Masterarbeit zeigen, dass CMVoriLuzi/oricoEnv, /VSV-G und /EboV-
Gp-Viren infektios sind und somit das jeweilige Glykoprotein funktional ist. Die CMVori-
Luzi/oricoEnvACgs9.699-Viren sind jedoch im Gegensatz zu CMVoriLuzi/EboV-Gp und
IVSV-G schwach infektids. Trotz der Rekonstitution, Codonoptimierung und der fast
kompletten Deletion (CAgsg.604) der cytoplasmatischen Doméane bleiben diese Viruspar-
tikel schwach infektios. Die Luziferaseaktivitat von CMVoriLuzi/VSV-G-Viren infizierter

HEK 293T-Zellen entspricht den Ergebnissen, die bisher gezeigt werden konnten [84].
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Bei den Infektionsversuchen hangt die gemessene Infektionsrate u.a. vom Zustand der
zu infizierenden Zellen ab und kann teilweise zu Abweichungen zu anderen Ergebnis-
sen fuhren. In diesem Experiment zeigen die pseudotypisierten HERV-K113-Partikel
mit EboV-Gp die hohere Infektionsrate, jedoch wurde mit MLV pseudotypisierten Parti-
keln gezeigt, das MLV/VSV-G eine hohere Infektionsrate als MLV/EboV-Gp
aufweist.[85]. Potenzielle Fehlerquellen wéren die Normalisierung der Viren durch den
p27-ELISA, aber auch bei der Methode der Infektion selbst kdnnen unterschiedliche
Techniken zu unterschiedlichen Ergebnissen fihren. So wurde in diesem Experiment
eine Spin-Okulation in der Anwesenheit von Polybrene durchgefiihrt, was zu einer er-
leichterten Adhéasion der Viruspartikel fiihrt. Um einen mdglichst exakten Vergleich be-
treffs der Infektiositat von verschiedenen Env Proteinen zu erhalten, kdnnte hier die
Menge von Polybrene titriert werden, um Unterschiede bei auch geringen Mengen von
Polybrene zu finden. Wenn in weiterfihrenden Experimenten die Infektiositat von
EboV-Gp und VSV-G verglichen werden soll, missten verschiedene retrovirale Parti-
kel, MLV als Gammaretrovirus und HERV als Betaretrovirus mit denselben Env Kon-

strukten direkt miteinander verglichen werden.

In dieser Arbeit wurde mit einem codonoptimierten EboV-Gp gearbeitet, bei dem zu-
satzlich die slippery site entfernt wurde und somit verhindert wird, dass das sekretierte
sGp gebildet wird. Es ist nicht auszuschliel3en, dass dieses Einfluss auf die Viruspro-
duktion in den transfizierten Zellen hat. Viren haben eigene Regulationsmechanismen
entwickelt, um einen effizienten Replikationszyklus vollziehen zu kénnen. Jedes virale
Protein wird zu jeder Zeit wahrend Replikation in ganz bestimmten Mengen exprimiert.
Es wurde gezeigt, dass eine Uberexpression des Glykoproteins toxisch auf die Zellen
wirkt, eine moderate Expression hingegen keine Abrundung der Zellen zeigt. Es hat
also vermutlich einen natirlich evolutiven Hintergrund, dass bei der Replikation des
Virus nur 20-25% der Transkriptionen zur Expression des Gp,, fihren. Eine starke
Gp1 2 -Expression beeintrachtigt die Produktion und Freisetzung von EboV virusahnli-
chen Partikeln (VLPs) sowie die Infektiositdt von GP;, pseudotypisierten Viren [90].
Durch die hohe GP,, Expression wird die Synthese anderer Proteine reduziert, die fur
die Assemblierung gebraucht werden und zuséatzlich schrankt es moglicherweise die
Rezeptorbindung und die endosomale Prozessierung ein [90]. Auch bei HIV-1 findet
man relativ niedrige Mengen des Gp120-Gp41l Oligomers auf HIV-1 Virionen [94]. Die
Aufrechterhaltung des niedrigen Levels der Glykoproteine auf der Zelloberflache hilft zu

verhindern, dass die infizierten Zellen vom Wirtimmunsystem erkannt werden [86].
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Es gibt viele Faktoren die man fir eine erfolgreiche Pseudotypisierung beachten muss,
angefangen, dass das Glykoprotein fahig sein muss, sich in die jeweiligen Viruspartikel
einbauen zu kdnnen, bis hin, dass das heterologe Glykoprotein die Assemblierung und
Morphologie des Virus stéren kénnte, weil es andere virale Proteine beeinflusst. Mit
dieser Arbeit wurde gezeigt, dass der Einbau des Glykoproteins vom Ebolavirus in Par-
tikel des HERV-K113 mdglich ist und keine negativ messbaren Einflisse auf die Parti-

kelproduktion, Morphologie, RNA-Verpackung und Infektiositat hat.
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5 Ausblick

Ein nachster Schritt ware nun, in einem Tierversuch die Immunantwort auf diese Virus-
partikel zu testen. Wenn mit EboV-Gp pseudotypisierten Viruspartikel Antikdrperant-
worten hervorgerufen wirden, die auch die Ebolavirus-Partikel selbst binden wirden,
kénnten HERV-K113/EboV-Gp Partikel als Immunogen dienen, um eine mdéglicher-
weise protektive Immunantwort gegen das Ebolavirus zu induzieren. Da das humane
Genom HERV-K Sequenzen enthalt, die zum Teil in geringen Mengen HERV Proteine
bilden, sollten HERV-K Proteine im Menschen nicht stark immunogen sein, abgesehen
von Menschen, die z.B. aufgrund von Immunerkrankungen ein gestdrtes Immunsystem
besitzen. Im Tierversuch wére die erwartete ausbleibende starke Immunantwort auf
HERV, wie beim Menschen, nicht direkt gegeben, aber eine erste Einschéatzung, ob
das Glykoprotein auf der Oberflache immunogen wirkt, ware maoglich. Fir die Verwen-
dung als Immunogen koénnten die VLPs ohne RNA-Genom hergestellt werden, sodass
eine Integration und eine folgende Replikation nicht mdglich ware. Weiterhin kdnnte
man den Einbau anderer filoviraler Glykoproteine, wie z.B. das Marburgvirus-Gp, als
Vergleich untersuchen. Ob C-terminal trunkierte Mutanten von EboV-Gp noch besser
eingebaut werden, kénnte ebenfalls getestet werden. Die Methode zum Messen der
Virus RNA misste weiter optimiert werden, um die aufgezeigten Fehlerquellen zu eli-
minieren. Mit den im Tierversuch erhaltenen Seren kénnte anschlieend ein Neutrali-
sations-Assay durchgefuhrt und geprift werden, ob wirklich eine protektive Antwort

induziert werden kann.
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