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1. Einleitung

1.1. Retroviren

Retroviren (Reverse Transkriptase Onkoviren) sind etwa 100 nm groR3e, behillte Viren, die
ein 7-12 kb (Kilobasen) grof3es, einstrangig-plusorientiertes-RNA (Ribonukleinsédure)-Genom
besitzen (Susanne Modrow: Molekulare Virologie. Spektrum Akademischer Verlag, 2010,
Seite 19). Anders als bei allen anderen RNA-Viren ist das Genom der Retroviren diploid
angelegt und kann nicht ohne weiteres als Matrize (MRNA) genutzt werden. Es muss fur die
Integration in das Wirtsgenom mittels reverser Transkription in doppelstrangige
Desoxyribonukleinsdure (dsDNA) umgeschrieben werden. Hierfir bringt das Virus das 1970
entdeckte Enzym reverse Transkriptase mit, das eine RNA-abhdngige DNA-
Polymeraseaktivitat besitzt (Baltimore, 1970; Temin and Mizutani, 1970). AuRerdem besitzt
das Virus das Enzym Integrase, welches fir die Integration in das Wirtsgenom zustandig ist.
Daher weicht der Replikationszyklus eines Retrovirus von dem anderer Viren ab. Der
Replikationszyklus besteht aus Infektion der Zelle, reverser Transkription, Uberwindung der
Kernhiille, Integration in das Wirtsgenom, Expression der viralen Proteine und des RNA-
Genoms und Bildung neuer Viruspartikel. Die Virusfamilie der Retroviren (Retroviridae) wird
durch die aktuelle und zurzeit verbindliche Taxonomie des International Committee on
Taxonomy of Viruses in zwei Unterfamilien mit insgesamt sieben Gattungen unterteilt
(Tabelle 1).

Tabelle 1: Taxonomie der Retroviren

Unterfamilie Gattung Beispiel

Alpharetrovirus Aviare Leukosevirus, Rous-Sarkom-Virus
Jaagsiekte Schaf-Retrovirus,

human endogener Retrovirus K (Weiss, 2006)

Betaretrovirus

Gammaretrovirus Murine Leuk&mievirus, Feline Leukamievirus
Orthoretroviren Deltaretrovirus Bovine Leukamie-Virus,
(Orthoretrovirinae) humane T-lymphotrope Virus 1-3

Glasaugenbarsch dermale Sarkom-Virus,
Glasaugenbarsch Epidermishyperplasie Virus
Human Immundefizienz-Virus 1 und 2,
Simian Immundefizienz-Virus

Epsilonretrovirus

Lentivirus

Spumaretroviren

. Spumavirus Simian Foamy-Virus, Feline Foamy-Virus
(Spumaretrovirinae)

Zusatzlich kbénnen Retroviren auch in endogene und exogene Retroviren unterteilt werden.
Hierbei gelten Retroviren, die im Genom von Keimbahnen und in somatischen Zellen
vorkommen als endogene Retroviren (ERV) und Retroviren, die nur in somatischen Zellen
verankert sind als exogene Retroviren (XRV). Das Genom eines einfachen Retrovirus
besteht aus drei Genen (gag, pol, env) und zwei Wiederholungssequenzen (Long Terminal
Repeats, LTRs), die sich am Anfang und am Ende des Genoms befinden (Susanne Modrow:
Molekulare Virologie. Spektrum Akademischer Verlag, 2010,Kapitel 18) (Abbildung 1).

> —HEHEHERHER

Abbildung 1: Schema eines typischen Retrovirusgenoms. Die Hauptbestandteile des Genoms sind die Gene
gag, pol und env. Am 5'- und 3‘-Ende befinden sich Long Terminal Repeats (LTRs). Zuséatzlich befindet sich am
5-Ende ein Signal zum Verpacken der RNA (¥).
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Die LTRs enthalten Informationen zur Steuerung der Expression der viralen Gene. Gag
(group specific antigen) codiert die Matrix- (MA), Kapsid- (CA) und Nukleokapsidproteine
(NC) und das Linkerprotein p6. Die viralen Enzyme Protease (PR), Reverse Transkriptase
(RT) und Integrase (IN) werden von dem pol (polymerase)- Gen codiert. Fir das
Oberflachenprotein SU (surface) und das Hiullprotein TM (transmembrane) codiert
env (envelope). SU ist fur die Erkennung der wirtsspezifischen Rezeptoren wichtig und TM
vermittelt die Fusion mit der Wirtsmembran. Zusatzlich befindet sich im 5‘-Bereich von
regulatorischen Sequenzen des Retrovirusgenoms eine mit ¥ bezeichnete Sequenz, die ein
Signal fur das Verpacken der RNA ist, eine Primerbindungsstelle und ein Promotor. Bei
einigen Retroviren unterscheidet sich der Aufbau des Genoms von diesem generellen
Aufbau, z.B. hat die Protease bei Beta- und Deltaretroviren ein eigenes Leseraster (pro) und
komplexe Retroviren wie z.B. das humane Immundefizienz-Virus (HIV) besitzen noch weitere
regulatorische Gene (sog. akzessorische Gene).

1.2. HIV

HIV wurde erstmals 1982 von einer franzdsischen Arbeitsgruppe um Luc Motagnier isoliert
und beschrieben (Barre-Sinoussi et al., 1983). Dort wurde es noch als humanes T-Zell-
Leukéamie-Virus (HTLV) bezeichnet. 1986 erhielt es dann vom International Commitee on
Taxonomy of Viruses die Bezeichnung HIV-1. Noch im selben Jahr wurde ein zweiter HIV-
Typ bei einem afrikanischen Patienten entdeckt, welche die Bezeichnung HIV-2 bekam
(Clavel et al., 1986). HIV-2 ist jedoch nicht so weit verbreitet wie HIV-1. Der Ursprung von
HIV liegt in mehreren unabh&angigen Ubertragungen vom simianen Immundefizienz-Virus
(SIV) auf den Menschen. Wobei HIV-1 von dem in Schimpansen vorherrschenden SIV-Typ
SIVcpz und HIV-2 von dem in RuBmangaben vorkommenden SIV-Typ SIVsm abstammt
(Hahn et al.,, 2000). Die beiden HIV-Formen weisen hoéhere Homologien zu ihren
urspringlichen SIV-Formen auf als zueinander. Untereinander besteht nur eine ca. 40%ige
Homologie in der RNA-Sequenz (Chakrabarti et al., 1987; Guyader et al., 1987). Eine HIV-
Infektion ist die Ursache fiur das erworbene Immundefektsyndrom (acquired
immunodeficiency syndrome, AIDS). An dem laut UNAIDS, dem Aidsprogramm der
Vereinten Nationen, 2014 weltweit 1,2 Millionen Menschen starben.

1.2.1 Genomstruktur, Proteine und Struktur von HIV-1

Das HIV-Genom ist ca. 9 kb lang, besitzt neun offene Leserahmen (open reading frames,
ORFs) und codiert fur 15 Proteine (Abbildung 2) (Frankel and Young, 1998). Die
Strukturproteine MA, CA, NC, p6, SU und TM, sowie die viralen Enzyme PR, RT und IN sind
in HIV-1, sowie in allen anderen Retroviren, vorzufinden. HIV zeichnet sich besonders durch
das Vorhandensein der zusatzlichen regulatorischen Proteine Tat (transactivator of
transcription) und Rev (regulator of virion proteins) und den akzessorischen Proteinen Nef
(negative factor), Vif (viral infectivity factor), Vpu (viral protein out) und Vpr (viral protein
rapid) aus, welche bei anderen Retroviren nicht vorzufinden sind. Tat ist ein
Transkriptionsverstarker, der durch Bindung an das TAR-Element (trans-activating response
element) aktiviert wird (Aboul-ela et al., 1995).



Rev ist ein RNA-Transport-Protein, welches besonders ungespleilite RNAs vom Nukleus ins
Cytoplasma transportiert (Fischer et al., 1994). Nef erhoht die Replikationsrate von HIV
(Lama et al., 1999) und ist zustandig fiur die Reduktion von CD4 auf der Zelloberflache, damit
eine Superinfektion der Zelle vermieden wird (Benson et al., 1993), denn HIV infiziert alle
Zellen, die den Oberflachenrezeptor CD4 aufweisen. Vif ist wichtig fur die Produktion der
reifen Virionen. Vif Mutanten zeigen weniger virale DNA Synthese, produzieren unstabile
Replikationsprodukte und sind dadurch weniger infektits. Dies lasst vermuten, dass Vif vor
oder wahrend der DNA-Synthese eine wichtige Rolle spielt (Frankel and Young, 1998). Vpu
unterstltzt die Zusammensetzung der neuen Virionen, indem es bei der Degradation von
CD4-Molekilen im endoplasmatischen Retikulum hilft (Willey et al., 1992). Dies ist wichtig,
damit SU und TM nicht vorzeitig an den Rezeptor binden. Vpr ist notwendig nach dem
uncoating-Prozess beim Transport des Nukleoprotein-Komplexes zum Nukleus des Wirtes
(Frankel and Young, 1998).

Abbildung 2: Schematische Darstellung des HIV-1-Genoms. Das HIV-1-Genom besitzt neun offene
Leserahmen und codiert fiir 15 Proteine. Abbildung nach Frankel und Young, 1998 erstellt.

Das Kapsid von HIV weist eine konische Form auf und wird aus ca. 2000 Molekilen
CA-Protein gebildet (Ganser et al., 1999). In dem Kapsid befinden sich die zwei identischen
RNA- Molekile umgeben von Nukleokapsidproteinen (NC) und die Proteine p6, PR, RT, IN,
vif, vpr, nef (Abbildung 3). Es ist von einem Ring aus MA-Protein umgeben. Die MA sind
N-terminal durch Myristoylierung mit einer Lipid-Doppelschicht assoziiert (Gelderblom, 1991).
Die Lipid-Doppelschicht wird aus der Membran der Wirtszelle gebildet. In die Membran ist
das transmembrane Hillprotein TM eingelagert, welches mit SU nicht kovalent assoziiert ist.

p6
PR vif
RT vpr
IN nef

SuU

CA
™

NC

Abbildung 3:Schematische Darstellung des Virions von HIV-1. Die zwei identischen RNA-Molekile sind von
Nukleokapsidproteinen umgeben und liegen zusammen mit den Proteinen p6, PR, RT, IN, vif, vpr, nef im konisch
geformten Kapsid. Das Kapsid ist von einem Ring aus Matrixproteinen umgeben. Die Matrixproteine sind mit der
Lipid-Doppelschicht assoziert, in die das transmembrane Hiillprotein TM eingelagert ist. TM ist wiederum mit dem
Oberflachenprotein SU assoziiert. Abbildung nach Frankel und Young, 1998 erstellt.



1.2.2 Rev

In Saugetierzellen ist der nukledare Transport von Intron-beinhaltenden Transkripten
beschrankt. Um diese Beschrankung zu tberwinden, hat sich in HIV-1 das 13 kDA grol3e
RNA-Transport Protein Rev evolviert (Coffin JM, 1997). Rev besitzt ein nuclear localization
signal (NLS), welches ihm erlaubt aus dem Cytoplasma in den Nukleus und vom Nukleus in
das Cytoplasma zu wandern und ein nuclear export signal (NES) (Frankel and Young, 1998;
Hope, 1999). Uber das NES bindet Rev an das Rev-responsive element (RVRE), welches im
env-Gen lokalisiert ist (Malim et al., 1989b; Malim et al., 1990; Pollard and Malim, 1998).
Durch die Bindung von Rev mit dem RvVRE wird die mRNA vom Nukleus ins Cytoplasma
transportiert (Fischer et al., 1994). Daruber hinaus ist Rev besonders in der spéaten
Infektionsphase wichtig, da es die cytolplasmatische Expression der spaten HIV-1 mRNAs,
die unter anderem fir die Strukturproteine von gag und env codieren, induziert (Cullen, 1991,
Malim et al., 1989b). Auch hierbei spielt das RVRE eine wichtige Rolle, da Rev ohne das
RVRE die cytoplasmatische Expression der ungespleiliten RNAs nicht regulieren kann
(Malim et al., 1989b). Des Weiteren kann Rev wahrend der spaten Phase der
SpleiRosomfertigung durch Zufuhr zusétzlicher snRNPs (small nuclear ribonucleo proteins)
das Splei3en direkt hemmen (Kjems and Sharp, 1993). Alles in allem lasst sich sagen, dass
Rev ein wichtiger und unentbehrlicher Faktor fir HIV-1 ist, denn ohne Rev ist die Replikation
des Virus nicht mdglich (Ishaqg et al., 2008; Thomas et al., 1998; Yedavalli et al., 2004).

1.3. SIV

Da SIV der Vorlaufer von HIV ist, sind die Morphologie und Genomorganisation vergleichbar
(Desrosiers et al, 1989). Beispielsweise  hat SIVmac eine  75%ige
Nukleotidsequenzhomoligie zu HIV-2 (Chakrabarti et al., 1987). SIV besitzt genau wie HIV
die zusatzlichen regulatorischen Proteine Tat und Rev und die akzessorischen Proteine Nef,
Vif, Vpu und Vpr und infiziert Zellen mit dem Oberflachenprotein CD4 (Desrosiers, 1988;
Desrosiers et al.,, 1989). Wie bei HIV ist auch bei SIV das Protein Rev fur den Transport
einfacher und ungesplei3ter Transkripte vom Nukleus zum Cytoplasma zustéandig und
induziert auch hier die Expression der ungespleif3ten Transkripte, die fur die Strukturproteine
codieren (Malim et al., 1989a). Es gibt aber auch Unterschiede zwischen SIV und HIV. So
besitzt SIV beispielsweise ein vorzeitiges Translationsterminierungssignal im env-Gen, was
zu einer verkurzten Form von des Transmembranproteins fuhrt, und einen zusatzlichen ORF,
welcher in HIV-1 nicht vorzufinden ist (Desrosiers, 1988). Des Weiteren gibt es anders als
bei HIV von SIV nicht nur zwei Subtypen, sondern viele verschiedene SIV-Stamme, die fur je
eine Affenspezies spezifisch sind. So stammt z.B. das 1985 entdeckte SIVmac aus
infizierten Rheausaffen (Macaca mulatta), SIVagm aus der Grinmeerkatze (engl. African
green monkey) und SIVrcm aus Rotkopfmangaben (engl. Redcapped magabey)
(Klatt et al., 2012). Der gréf3te Unterschied zwischen HIV und SIV ist, dass SIV in der Regel
keine Symptome verursacht, solange es Affen der fir den SIV-Stamm spezifischen
Affenspezies beféllt (Desrosiers et al., 1989; Klatt et al., 2012; Pandrea and Apetrei, 2010).
Jedoch I6sen die meisten SIV-Stamme in Rhesusaffen AIDS-&hnliche Symptome hervor
(Desrosiers, 1988). Daher werden Rhesusaffen haufig in der AIDS-Forschung verwendet
(Kestler et al., 1990).



1.4. HERV-K

Der human endogene Retrovirus K (HERV-K) zahlt zu den endogenen Retroviren und kam
vermutlich durch Infektionen von Keimzellen mit exogenen Viren zustande, die sich dann in
der Bevolkerung etabliert haben (Langner et al., 2012). 1982 wurde HERV-K erstmals im
menschlichen Genom entdeckt (Callahan et al., 1982). Man unterteilt HERV-K aufgrund
unterschiedlicher Deletionen in zwei Typen (Typ | und Il) (Lower et al., 1995). Das Virus
codiert fur gag, pol, env, die Proteine Pro und Rec oder Np9 (nuclear protein) und kann
Virus-ahnliche Partikel produzieren (Lower et al., 1993). Es ist aber aufgrund vieler
Mutationen und Deletionen, die im Laufe der Zeit entstanden sind, nicht infektios
(Lower et al., 1996; Tonjes et al., 1997). Jedoch gibt es Hinweise darauf, dass HERV-K zur
Entwicklung von Tumoren beitrdgt und es hierbei einen Zusammenhang zwischen der
Expression von Rec und der Entstehung von Keimzelltumoren gibt (Buscher et al., 2006;
Galli et al.,, 2005; Sauter et al., 1995; Wang-Johanning et al., 2003). AufRerdem wird
vermutet, dass die virus-dhnlichen Proteine einen Schutz gegen verwandte exogene Viren
darstellen (Langner et al., 2012).

1.4.1.Rec

Das Rec-Protein ist ein 14 kDa grof3er RNA-Transport-Protein, dass in HERV-K Typ Il im
Nucleoli und im Cytoplasma vorkommt (Lower et al., 1995). Rec besitzt wie sein Analogon
Rev ein NLS und ist wichtig fir den Export ungespleiRter Transkripte zum Cytoplasma
(Yang et al., 1999). Daflr bindet es an das Rec-responsive element (RCRE), welches in der
U3 Region der 3' untranslatierten Region von HERV-K-Transkripten lokalisiert ist
(Magin et al., 1999; Yang et al., 1999). Des Weiteren hat Rec eine Transaktivierungsaktivitat
bei der Expression des Androgenrezeptors (Hanke et al., 2013a). Ein weiterer Unterschied
zwischen Rec und Rev ist, dass Rev im Gegensatz zu Rec keine sequenzspezifische
Bindung zum RVRE eingeht und somit die Struktur (Loop-Struktur) des RvVRE wichtiger ist als
die Sequenz (Malim et al., 1990). Bei Rec ist die Protein-Sequenz sehr wichtig fur die
Bindung an das RcRE, aber auch die Struktur hat einen Einfluss auf den Export
(Langner et al., 2012; Magin-Lachmann et al., 2001).

1.5. Staufen-1

Staufen-1 ist ein 55 kDA grol3es RNA-Transport-Protein, das erstmals in Drosophila
melanogaster beschrieben wurde (St Johnston et al, 1991). Es besitzt vier
dsRNA-Bindedoméanen (RBD2 bis RBD5) und eine Tubulin-Bindedoméane (TBD). Genau wie
Rev und Rec erkennt es die zu transportierenden RNAs an einer bestimmten sekundaren
Loop-Struktur (St Johnston et al., 1992). Staufen-1 interagiert mit seiner TBD mit dem
Cytoskelett, was ihm den Transport von RNA-Komplexen ermdglicht (Wickham et al., 1999).
Zusatzlich hat Staufen-1 regulatorische Funktionen wéhrend der Translation (Dugre-Brisson
et al., 2005). In Stresssituationen rekrutiert Staufen-1 RNAs in Stressgranula, um damit die
Translation von nicht bendtigten Proteinen zu stoppen (Thomas et al., 2009). Staufen-1 ist
N-terminal mit Polysomen assoziiert (Dugre-Brisson et al., 2005; Luo et al., 2002), welche es
in Stresssituationen stabilisiert, um einen stressbedingten Abbau zu verhindern.
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Da aus diesem Grund nur ein Teil der Staufen-1-Proteine in die Stressgranula rekrutiert wird,
hilft dies bei der Reduzierung der Stressgranulabildung (Thomas et al.,, 2009). Staufen-1
reguliert also auch die Bildung von Stressgranula. Durch eine Interaktion mit dem viralen
Protein Rec, ist Rec in Stresssituationen auch in Stressgranula vorzufinden. Die hierfir
essentiell notwendige Doméane ist die RBD4 (Hanke et al., 2013b). Auf3erdem hat Staufen-1
einen positiven Einfluss auf die Expression von Rec-abhangigen virusRNAs, den nuklearen
Export und die Translation an den Ribosomen, was die Produktion von HERV-K-Partikeln
steigert (Hanke et al., 2013b). Durch Uberexpression von Staufen-1 wird dieser Effekt sogar
noch verstarkt (Hanke et al., 2013b). Des Weiteren interagiert Staufen-1 auch mit dem
viralen Protein Rev. Hierbei spielt die RBD3 eine wichtige Rolle (Chatel-Chaix et al., 2004;
Mouland et al., 2000). Die Interaktion von HIV-1 und Staufen-1 tragt zu einer erhthten
HIV-1-Partikelproduktion bei, jedoch nur in einem bestimmten MaR. Uberexperession von
Staufen-1 wirkt sich negativ auf die Virusinfektiositat aus (Chatel-Chaix et al., 2007;
Chatel-Chaix et al., 2004). Staufen-1 interagiert mit HIV-1 durch Bindung an das
TAR-Element (Dugre-Brisson et al., 2005; Mouland et al., 2000). Durch die Interaktion mit
dem Gag-Protein spielt Staufen-1 auch bei der Encapsidation viraler RNA eine Rolle
(Chatel-Chaix et al., 2004).

1.6. Forster/Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer (FRET)

Der Physikochemiker Theodor Forster entwickelte die Theorie des Resonanz-Energie-
Transfers, weshalb wurde dieser Effekt nach ihm benannt. FRET basiert auf der Annahme,
dass die Energie optisch angeregter Molekile beim Zusammentreffen mit anderen
Molektlen aufgrund der Wechselwirkungsenergie zweier Dipole strahlungsfrei Ubertragen
werden kann (Forster, 1948). Diese Ubertragung findet bei einem Abstand von 10-70 A
(1 A=0,1 nm) statt (Kenworthy, 2001). Am besten lasst sich FRET bei einem Abstand
zwischen Donor und Akzeptor von unter 10 nm beobachten (Foérster, 1948; Stryer, 1978).
Daher wird FRET haufig angewandt, um Protein-Protein-Interaktionen (PPIs) nachzuweisen,
da sich so bestimmen lasst, ob die kolokalisierte Proteine wirklich miteinander interagieren.
Diese Mdglichkeit erkannten Fernandez und Berlin als Erste (Fernandez and Berlin, 1976).
Die FRET-Effizienz E ist proportional zur sechsten Potenz des Abstands zwischen Donor
und Akzeptor (Forster, 1948; Piston and Kremers, 2007; Selvin, 2000; Stryer, 1978):

=1r¢/(r®+Ry™%) bzw. = 1/[1+ (r/R°)]

Wobei r den Abstand zwischen Donor und Akzeptor angibt und R, (Forster Radius) dem
Wert entspricht, bei dem die FRET-Effizienz bei 50% liegt. Dieser Wert ist fur jedes
Fluoreszenzpaar charakteristisch und wird experimentell bestimmt. Fir eine mdglichst hohe
FRET-Effizienz sollten die Spektren der Fluorophore Uberlappen, der Donor eine hohe
Quantenausbeute besitzen, der Akzeptor eine hohe Absorption aufweisen und die
Fluorophore moglichst parallel zueinander liegen (Piston and Kremers, 2007;
Truong and lkura, 2001). AuRerdem sollten die Fluoreszenzproteine minimal miteinander
interagieren. Hierflr gibt es speziell mutierte Fluoreszenzproteine wie enhanced CFP (blau
fluoreszierendes Protein, engl. cyan fluorescent protein) und enhanced YFP (gelb
fluoreszierendes Protein, engl. yellow fluorescent protein) oder super CFP (SCFP3A) und
super YFP (SYFP2) (Kremers et al., 2006; Rizzo et al., 2006).



Eines der besten FRET-Paare ist CFP und YFP, auch wenn bei diesem Paar die Anregungs-
und Emissionsspektren stark tberlappen. Aufgrund der spektralen Uberlappung von Donor
und Akzeptor kommt es bei FRET-Messungen oft zum spektralen Durchbluten
(auch bleed-through/ cross-talk genannt). Hierbei kann z.B. bei der Anregung des Donors
auch der Akzeptor angeregt werden oder Fluoreszenz des Donors im Akzeptorkanal
detektiert werden. Die verschiedenen Methoden zum Nachweis von FRET weisen
unterschiedliche Empfindlichkeiten gegeniber bleed-through auf. So ist z.B. die
intensitatsbasierte Methode (sensitized emission) sehr anfallig fir bleed-through. Bei dieser
Methode wird die Akzeptorfluoreszenz gemessen, wahrend der Donor angeregt wird
(Karpova et al., 2003). Sie beruht auf der Annahme, dass eine Erhdéhung der
Akzeptorfluoreszenz zurlickzufiihren ist, auf eine Energielibertragung von Donor und somit
die betrachteten Proteine miteinander in Interaktion treten. Um das Problem mit dem bleed-
through zu l6sen, sind Korrekturalgorithmen entwickelt worden (Gordon et al.,, 1998;
Xia and Liu, 2001). Jedoch kann es dadurch dazu kommen, dass schwache FRET-Signale
nicht betrachtet werden (Piston and Kremers, 2007). Eine andere Methode zur Messung von
FRET ist die der Photobleichung des Akzeptors (acceptor photobleaching)
(Gadella and Jovin, 1995; Llopis et al., 2000; Wouters et al., 1998). Hierbei werden die
Intensitaten der Donor- und Akzeptorfluoreszenz vor und nach der Photobleichung
gemessen und daraus die FRET-Effizienz berechnet (Kenworthy, 2001). Bei der
Photobleichung wird der Akzeptor irreversibel zerstort, was dazu fihrt, dass sich diese
Methode nicht fur kontinuierliche in vivo Messungen (life cell imaging) Uber die Zeit eignet
und immer nur eine Messung maoglich ist. Normalerweise wirde nach einer Bleichung die
Fluoreszenz abnehmen, wenn jedoch eine Interaktion vorliegt, ist nach der Bleichung des
Akzeptors eine Zunahme der Donor-Emissionswerte zu beobachten (Abbildung 4). Dies ist
zurlickzufthren auf eine Reduzierung des Energietransfers zum Akzeptor.

pre-bleach post-bleach

405 nm
527 nm 405 nm 527 nm

1’1
-
t"

|
2 2
|

< 10nm

475 nm 475 nm

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Methode des Akzeptor-Photobleichens.
(pre-bleach ) Bei Anregung des Donors (CFP) wird die Energie an den Akzeptor (YFP) weitergeleitet, wenn dieser
sich in einem Abstand von unter 10 nm zum Donor befindet. Dieser FRET kann anhand der Akzeptoremission
detektiert werden. (post-bleach) Durch die Zerstérung des Akzeptors beim Photobleichen kann die Energie nicht
mehr an den Akzeptor Ubertragen werden und es kommt zu einer Erh6hung der Donoremissionsintensitat.

Die Zunahme der Donorfluoreszenz nach der Bleichung des Akzeptors ist ein eindeutiger
Beweis fur eine Interaktion und lasst sich auch nicht auf eine spektrale Durchblutung des
Akzeptors in den Donorkanal zurickfihren, da der Akzeptor gebleicht wurde
(Karpova et al., 2003). Somit ist diese Methode nicht so anfallig fur bleed-through wie die
intensitatsbasierte Methode, wodurch keine Korrekturalgorithmen nétig sind und schon eine
Messung genligen kann, um eine Interaktion zu beweisen. Jedoch mussen fur die Messung
Donor und Akzeptor in vergleichbarer Intensitat vorliegen.
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Eine weitere Methode, die ebenfalls weniger anfallig fir bleed-through ist als die
intensitatsbasierte Methode, sich aber auch fir in vivo Experimente eignet, ist die Methode
des fluorescence life time imaging (FLIM) (Bastiaens and Squire, 1999; Gadella, 1993;
Truong and lkura, 2001). Sie ist die exakteste Methode und beruht darauf, dass alle
Fluorenzenzmolekile uber die Zeit eine Abnahme ihrer Fluoreszenz zeigen
(Piston and Kremers, 2007). Bei einer Interaktion mit einem fluoreszenten oder nicht
fluoreszenten Akzeptor wird die Zeit, in der sich der Donor im angeregten Zustand befindet,
verkurzt. Daher wird beim FLIM die Lebenszeit des Donors (Donorfluoreszenz) in
Anwesenheit und Abwesenheit des Akzeptors gemessen und miteinander verglichen.
Jedoch gestaltet sich die Messung sehr schwierig, da spezielle Instrumente notwendig sind,
und die Bildgebung sehr lange dauert. Ferner konnen Anderungen des pH-Wertes oder
Autofluoreszenz im Hintergrund die gemessene Lebenszeit verkirzen und somit verfalschen.
Jede Methode zur Messung von FRET hat somit ihre Vor- und Nachteile. Es muss fir das
jeweilige Ziel eines Experimentes abgewogen werden, welche Methode sich am besten
eignet.

1.7. Zielstellung

Die meisten Wirt-Pathogen-Interaktionen basieren auf Protein-Protein-Interaktionen (PPIS)
und bei vielen Viren ist diese PPI fir eine optimale Replikation des Virus essentiell
(Fruh et al., 2010). Die Untersuchung von PPIs spielt eine wichtige Rolle bei der Entwicklung
von neuen Therapeutika, da die gute Angriffsstellen fiur Therapeutika darstellen.
Im Rahmen dieser Arbeit sollt die Interaktion zwischen dem humanen Protein Staufen-1 und
den retroviralen Proteinen Rev und Rec mittels FRET-Analyse untersucht werden. Denn
auch fur diese Proteine ist bekannt, dass wenn der Virus-Wirts-Protein-Komplex in seiner
Funktion eingeschrankt wird, es zu keiner Replikation des Virus kommt (Ishaq et al., 2008;
Yedavalli et al., 2004). Da im Fachgebiet 18 des Robert Koch-Institutes die Interaktionen der
betrachteten Proteine bereits mittels Koimmunprazipation und dem Hefe-Zwei-Hybrid-
System nachgewiesen und untersucht wurden (Hanke et al., 2013b), sollten nun im Rahmen
dieser Arbeit die Interaktionen mit einer weiteren unabh&ngigen und sehr zuverldssigen
Methode, der FRET-Analyse nachgewiesen werden und bestimmt werden, ob die Rev/Rec-
Proteine unterschiedlich stark mit Staufen-1 interagieren.

Des Weiteren sollte eine Staufen-1-Verkiirzungsmutante kloniert werden, die als biologische
Negativkontrolle in FRET-Analysen eingesetzt werden soll.



2. Material und Methoden
2.1. Material

2.1.1. Gerate und Software

Gerat

Hersteller, Herkunft

Analysenwaage AC211S
Bakterieninkubator Heraeus B 5028
Bakterienschittelinkubator INFORS HAT
Ecotron

BioRad Mini Protean II™ vertikale
Gelelektrophoresekammer

BioRad Mini-Sub® Cell GT
Gelelektrophoresekammer

BioRad Power-PAC 300

ChemoCam Imager

Eppendorf Mastercycler (PCR-Cycler)
Eppendorf Tischzentrifuge 5415 D
Heidolph Duomax 1030 wippender
Plattformschuttler

Inkubator Binder 9020-0069

Inverses Lichtmikroskop ID0O3
Mikrowellenherd HF 22023

NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer
Neubauer improved Zahlkammer
pH-Meter MP 220

Thermomixer 5436

Trans-Blot SD® Semi-Dry Transfer Cell
Waage LP2200P

ZEISS 780 konfokales Lasermikroskop mit
Zeiss ZEN Software 2010
Zellkulturinkubator BBD6220
Zellkulturwerkbank HERAsafe

Zentrifuge 5804R

Zentrifuge 5810R

Sartorius, Gottingen, Deutschland
Heraesus, Langenselbold, Deutschland

Infors, Bottmingen, Schweiz

Bio Rad, Miinchen, Deutschland
Bio Rad, Miinchen, Deutschland

Bio Rad, Miinchen, Deutschland
INTAS, Gottingen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Heidolph Instruments, Schwabach,
Deutschland

Binder, Tullingen, Deutschland
Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland
Siemens, Miinchen, Deutschland
PegLab, Erlangen, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Metter Toledo, Giessen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Bio Rad, Miinchen, Deutschland
Sartorius, Gottingen, Deutschland
Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Heraesus, Langenselbold, Deutschland
Heraesus, Langenselbold, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

2.1.2. Chemikalien

Substanz

Hersteller, Herkunft

Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Calciumchlorid (CacCl,, entwassert)
Coomassie Brilliant Blue G250

Dimetylsulfoxid (DMSO)

Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPOy,)
Ethanséaure (Eisessig)

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Glycerin (wasserfrei)

Glycin

HEPES dry substance

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland




Methanol

Natriumchlorid (NaCl)
Paraformaldehyd (PFA)
p-Phenylendiamin

Rotiphorese® Gel 30

Saponin

SDS (Natriumdodecylsulfat)
3-Mercaptoethanol
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris-(hydroxymethyl)-amminomethan (Tris-
Base oder HCI)

Tween® 20

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

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

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

2.1.3. Reagenzien

Material

Hersteller, Herkunft

1x PBS (phosphate buffered saline)

(8 g/L NaCl; 0,2 g/L KCI; 1,44 g/L Na,HPOy;
0,24 g/L KH4POQOy,)

Agarose fur DNA-Elektrophorese
(Roti®garose)

Albumin from chicken egg white, Grade II
Albumin Grade V (BSA)
Desoxynucleosidtriphosphate dNTP-Mix

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium)-Grundmedium 1x
DNA-Ladepuffer

Fotales Kalberserum (FKS)

GelRed®
L-Glutamin 200 mN fur Zellkultur

Metafectene® Pro
Milchpulver, fettarm

Robert Koch-Institut, Berlin, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Derutschland

Robert Koch-Institut, Berlin, Deutschland

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Genaxxon Bioscience, Ulm, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland

Biotex, Miinchen/Laim, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

2.1.4. DNA- und Proteinmarker

Marker

Hersteller, Herkunft

O’GeneRuler DNA Ladder Mix
Seq GOLD Prestained Protein Marker 1V

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Peglab, Erlangen, Deutschland

2.1.5. Enzyme

Enzymbezeichung

Hersteller, Herkunft

Benzonase®

Pfu Ultra Polymerase mit 10x
Reaktionspuffer
Restriktionsenzym Notl

Novagen®, Darmstadt, Deutschland
Stratagene, Cedar Creek, USA

Thermo Scientific, Braunschweig,
Deutschland
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Restriktionsenzym Xhol
T4 DNA Ligase (mit 10x Reaktionspuffer)

Trypsin-EDTA
NEBBuffer 3.1 (10x)

New England Biolabs, Frankfurt,
Deutschland

New England Biolabs, Frankfurt,
Deutschland

Biochrom AG, Berlin, Deutschland
New England Biolabs, Frankfurt,
Deutschland

2.1.6. Verbrauchsmaterialien/kommerzielle Kits

Material

Hersteller, Herkunft

IBIDI p-Slides 8 well

Invisorb Spin Plasmid Mini Two Kit
Invisorb® Spin DNA Extraction Kit Invitek
PAP-Pen

Pierce ECL-Substrat

Poly-L-Lysin beschichtete Objekttrager
Quiagen Plasmid Maxi Kit

Whatmanpapier (Blottingpapier), 1,5 mm
Zellkulturflasche Standard, 75cm2, 150cm?2

Duolink® Il Antikérperverdiinnungspuffer
Duolink® Il Detection Reagents Red Kit

IBIDI, MUnchen, Deutschland
Invitek, Berlin, Deutschland

Stratatec, Berlin, Deutschland

G. Kisker, Steinfurt, Deutschland
Thermo Scientific, Bonn, Deutschland

Thermo Scientific, Bonn, Deutschland
Quiagen, Hilden, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
TPP, Transadingen, Schweiz

Olink Bioscience, Uppsala, Schweden
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

2.1.7. Antibiotika

Antibiotika

Hersteller, Herkunft

Ampicillin 100 mg/ml (Arbeitskonzentration:

100 pg/ml)

Kanamycin 50 mg/ml (Arbeitskonzentration:

50 pg/ml)
Penicillin/Streptomycin 100x sterile
Fertiglosung (Arbeitskonzentration 1x)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

2.1.8. Nahrmedien

Medium

Zusammensetzung

DMEM (komplementiert)

LB (lysogeny borth)-Agarplatten

DMEM-Grundmedium 1x (2.1.3)
Komplementierung:

500 ml FKS (2.1.3)

6 ml L-Glutamin (2.1.3)

5 ml Penicillin/Streptomycon (100x) (2.1.7)

5 g/l Hefeextrakt
10 g/l Trypton
10 g/l NaCl

10 g/l Agar-Agar

11



TB (terrific broth)-Medium

24 g/l Hefeextrakt
12 g/l Trypton

4 ml Glycerin
0,1M KHPO,

Die Nahrmedien wurden durch die RKI-Nahrbodenzentrale hergestellit.

2.1.9. Stammldsungen

Losung

Zusammensetzung

0,2 % Saponin
10x Laufpuffer fir SDS Polyacrylamid
Gelelektrophorese

12 % Trenngel

2xX HBS

2x SDS-Ladepuffer (Laemmli-Probenpuffer)

4 % Paraformaldehyd (PFA)
5 % Sammelgel

50x TAE-Puffer fur Agarose-
Gelelektrophorese

6 %ige Magermilch
Mounting-Medium

PLA BSA/Chicken-Blockierungspuffer

0,2 % (w/v) Saponin (2.1.2) in PBS (2.1.3)
144 g Glycin (2.1.2)

30,2 g Tris-Base (2.1.2)

59 SDS (2.1.2)

mit H,O auf 1 L auffullen

2,25 ml H,O

9,00 ml Rotiphorese® Gel 30 (2.1.2)
11,25 ml 1 M Tris pH 8,8 (2.1.2)

113 pl 20% SDS (2.1.2)

158 pl 10% APS (2.1.2)

13 ul TEMED (2.1.2)

50 mM HEPES (2.1.2)

280 mM NacCl (2.1.2)

1,5 mM Na,HPO, (2.1.2)

pH=7,0

50 mM Tris-HCI (pH = 6,8) (2.1.2)

12 % (v/v) Glycerin (2.1.2)

4 % (w/v) SDS (2.1.2)

10 % (v/v) B-Mercaptoethanol (2.1.2)
0,02 % (w/v) Brilliant Blue G250 (2.1.2)

4 % (w/v) Paraformaldehyd (2.1.2) in PBS
7,0 ml H,O

1,67 ml Rotiphorese® Gel 30 (2.1.2)

1,25 ml 1 M Tris pH 6,8 (2.1.2)

50 pl 20% SDS (2.1.2)

50 ul 10% Ammoniumperoxodisulfat (APS)
(2.1.2)

10 pl Tetramethylethylendiamin (TEMED)
(2.1.2)

2 M Tris-Base (2.1.2)

1 M Ethanséure (2.1.2)

50 mM EDTA (2.1.2)

6 % (w/v) Milchpulver (2.1.3) in H,O

90 % Glycerin (2.1.2)

10 % PBS (2.1.3)

1 % (w/v) p-Phenylendiamin (2.1.2)

2 % (w/v) BSA Grade V (2.1.3)

3 % (w/v) Chicken Albumin (2.1.3)

in PBS (2.1.3)
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PLA-Waschpuffer A

8,8 g NaCl (2.1.2)

1,2 g Tris-Base (2.1.2)
0,5 ml Tween® 20 (2.1.2)
1000 ml H,O

pH=7,4

PLA-Waschpuffer B

PLA-Waschpuffer C

5,84 g NaCl (2.1.2)

4,24 g Tris-Base (2.1.2)

26,0 g Tris-HCI (2.1.2)

1000 ml H,O

pH=7,5

10 ml PLA-Waschpuffer B (2.1.9)
990 ml H,O

Transferpuffer 28,8 g Glycin (2.1.2)

200 ml Methanol (2.1.2)

6,04 g Tris-Base (2.1.2)

mit H,O auf 1 L aufftillen
Waschpuffer 0,1 % (v/v) Tween® (2.1.2) in PBS (2.1.3)
2.1.10. Organismen

Organismus/Zelllinie

Hersteller, Herkunft

E.coli (Escherichia coli) XL1-Blue

E.coli XL10-Gold

HEK293T-Zellen (human embryonic kidney
293T cells)

Hela (Henrietta Lacks)-Zellen

Stratagene, Heidelberg, Deutschland
Stratagene, Heidelberg, Deutschland
P13, Robert Koch-Institut, Berlin,
Deutschland

NG5, Robert Koch-institut, Berlin,
Deutschland

2.1.11. Antikorper

2.1.11.1. Primare Antikorper

Antigen Organismus Anwendung Hersteller, Herkunft

FLAG (A8592-1MG) mouse Western Blot Sigma-Aldrich,
Steinheim,
Deutschland

FLAG (DYDDDDK) goat PLA NovusBio, Littleton,

(NB600-344) USA

V5 (MCA1360) mouse Western Blot, Serotec, Dusseldorf,

PLA Deutschland
GFP rabbit Western Blot Abcam, Cambridge,

UK
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2.1.11.2. Sekundéare Antikorper

Antikdrper Anwendung Hersteller, Herkunft
Duolink® Il PLA Probe anti-Goat PLA Olink Bioscience, Uppsala,
MINUS Schweden

Duolink® Il PLA Probe anti-Mouse PLA Olink Bioscience, Uppsala,
PLUS Schweden

Rabbit anti-Mouse IgG HRP- Western Blot Dako, Hamburg, Deutschland
konjugiert

Goat anti-Rabbit IgG HRP-konjugiert ~ Western Blot Dako, Hamburg, Deutschland
2.1.12. Primer

Primerbezeichnung Sequenz 5° > 3¢

Staufen-Mutantel-rev TTTTTCTCGAGATTGCGCTTGGCCACCT
Staufen-Mutante2-rev TTTTTCTCGAGCGGTAACTTCTTCAGCTCCT
Staufen-V2-for GCGGCCGCCACCATGGATTACAAGGATG

Alle Primer sind von der Firma SIGMA hergestellt worden.

2.1.13. Vektoren

Vektorbezeichnung Hersteller, Herkunft
pCDNA4B-HERVK-Rec-CFP Klon 1 Dr. Daniel Ivanusic, Robert Koch-Institut,
Berlin, Deutschland
pCDNA4B-HERVK-Rec-CFP Klon 2 Dr. Daniel Ivanusic, Robert Koch-Institut,
Berlin, Deutschland
pCDNA4B-HIV-1-Rev-CFP Klon 1 Dr. Daniel lvanusic, Robert Koch-Institut,
Berlin, Deutschland
pCDNA4B-HIV-1-Rev-CFP Klon 2 Dr. Daniel lvanusic, Robert Koch-Institut,
Berlin, Deutschland
pCDNA4B-SIV-Rev-CFP Dr. Daniel lvanusic, Robert Koch-Institut,
Berlin, Deutschland
pCDNA-CFP Dr. Daniel Ivanusic, Robert Koch-Institut,
Berlin, Deutschland (lvanusic et al., 2014)
pCMVTag2B-Staufen-1-YFP Dr. Daniel Ivanusic, Robert Koch-Institut,
Berlin, Deutschland
pCMV-YFP Dr. Daniel lvanusic, Robert Koch-Institut,
Berlin, Deutschland (Ilvanusic et al., 2014)
pECFP-EYFP Michael Schindler (Banning et al., 2010)
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2.2. Methoden
2.2.1. Kultivierung und Stammhaltung von Organsimen

2.2.1.1. E.coli

Die Escherichia coli (E.coli) Bakterien des Typs XL1-Blue oder XL10-Gold (2.1.10) wurden
zur Plasmidreplikation verwendet und hierfir auf LB-Agarplatten (2.1.8) oder zur hdheren
Plasmidausbeute in TB-Medium (2.1.8) mit dem jeweiligen Selektionsantibiotikum
(Kanamycin oder Ampicillin (2.1.7)) kultiviert. Beimpft wurde mit einer Glycerinkultur oder
Einzelkolonie mittels einer Einwegimpfose. Die Kulturen wurden bei 37 °C im
Bakterieninkubator (2.1.1) oder Bakterienschuittelinkubator (2.1.1) Gber Nacht bebritet. Die
bebriteten Agarplatten wurden fir eine kurzzeitige Lagerung von bis zu 4 Wochen bei 4 °C
mit Parafilm verschlossen. Fir eine dauerhafte Lagerung der Bakterien wurden
Glycerinkulturen angelegt. Hierfiir wurden 250 pl einer Ubernachtkultur mit 500 pl sterilem
80%igen Glycerin in einem Cryoroéhrchen vermischt und anschlieRend bei -20 °C gelagert.

2.2.1.2. Humane Zelllinien

Die HEK293T (human embryonic kidney 293T)-Zellen und HelLa (Henrietta Lacks)-Zellen
wurden in Kulturflaschen (2.1.6) mit DMEM (2.1.8), komplementiert mit FKS (2.1.3),
L-Glutanin (2.1.3) und Penicillin/Streptomycin (2.1.7) im Zellkulturinkubator (2.1.1) bei 37 °C,
5 % CO,-Gehalt und 95 % relativer Luftfeuchtigkeit kultiviert. Da es sich bei diesen Kulturen
um adharente Zellkulturen handelt, mussten die Zellen zur Vereinzelung und Umsetzung
(ugs. splitten) mit Trypsin-EDTA (2.1.5) trypsiniert werden. Im Anschluss wurden die
trypsinierten Zellen zusammen mit DMEM (2.1.8), zum Stoppen der Enzymreaktion, in
Falcontubes (Zentrifugenréhrchen) gegeben. Die Zellen wurden dann bei Raumtemperatur
fur 5 min bei 800 rpm in der Zentrifuge (2.1.1) abzentrifugiert. Danach wurden die Zellen mit
1x PBS (2.1.3) gewaschen und erneut zentrifugiert. Das Zellpellet wurde dann in frischem
Medium resuspendiert. Hiervon wurde je nach Zellmaterialmenge ein bestimmtes Volumen in
neue Kulturflaschen gegeben und weiterkultiviert. Fir eine langfristige Einlagerung von
Zellen wurden diese in fotales Kalberserum (FKS) (2.1.3) tUberfuhrt, auf Eis gestellt und dann
tropfenweise bis zum Erreichen einer Konzentration von 10 % mit DMSO (2.1.2) versetzt.
1 ml dieses Zell-FKS-DMSO-Gemisches wurde in ein Cryoréhrchen gegeben, Uber Nacht in
einem Kihlblock bei -80 °C eingefroren und anschlieRend in fliissigem Stickstoff eingelagert.

2.2.1.3. Bestimmung der Zellzahl von humanen Zellen

Die Bestimmung der Zellen pro ml erfolgte mittels der Neubauer improved Zahlkammer
(2.1.1). Hierfir wurden 10 pl Zellsuspension zwischen das aufgelegte, optisch plan
geschliffene Deckglas und die Zahlkammer gegeben. Dann wurden mittels des inversen
Lichtmikroskops (2.1.1) die vier Gro3quadrate (entspricht je 16 Kleinquadraten) ausgezahlt
und aus den vier Z&hlungen der Mittelwert NZe“en/Quadmt gebildet.

— Zellen Quadrat 1 + Zellen Quadrat 2 + Zellen Quadrat 3 + Zellen Quadrat 4
NZellen/Quadrat = 4
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2.2.2. Arbeiten mit DNA

2.2.2.1. Plasmidisolierung aus E.coli

Es wurden E.coli XL1-Blue bzw. XL10-Gold (2.1.10) mit dem gewinschten Plasmid und
Resistenzmarkern (Kanamycin- oder Ampicillinresistenz) in TB-Medium (2.1.8), versetzt mit
dem jeweiligen Antibiotikum (Kanamycin oder Ampicillin (2.1.7)), vermehrt. Die
Plasmidisolierung erfolgte dann mittels Quiagen Plasmid Maxi Kit (2.1.6) oder in kleinerem
Mal3stab mit dem Invisorb Spin Plasmid Mini Two Kit (2.1.6) nach dem Protokoll des
Herstellers. Eluiert wurden die Plasmide mit sterilem Reinstwasser.

2.2.2.2. DNA -Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration c(DNA) und Reinheit Ajsog0 iSOlierter DNA (Desoxyribonukleinséure)
wurde spektroskopisch mit dem NanoDrop® (2.1.1) bestimmt. Hierfir wurde steriles
Reinstwasser als Nullwert (blank) verwendet, da die DNA in sterilem Reinstwasser eluiert
wurde. Die Messung wurde mit 1 pl der DNA-L6sung durchgefiihrt. Die Ajgonso-Werte lagen
zwischen 1,8 und 1,9, was einem Nukleotidanteil 40-60 % entspricht und nachweist, dass die
isolierte DNA frei von Proteinen ist (Glasel, 1995).

2.2.2.3. PCR

Mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction) konnen definierte
DNA-Abschnitte in vitro amplifiziert werden (Mullis et al., 1986). Hierzu werden zwei Primer
(kurze Oligonukleotide), die eine Homologie zum 3'- bzw. 5-Ende des Zielabschnittes
(template) aufweisen, eingesetzt. Zusatzlich enthalt der PCR-Ansatz eine hitzebesténdige
DNA-Polymerase, dNTPs (Desoxyribonukleosidtriphosphate) und einen PCR-Puffer. In
dieser Arbeit wurde folgender PCR-Ansatz verwendet:

50 ng DNA

1l Pfu Ultra Polymerase (2.1.5)
5ul 10 x PCR-Puffer (2.1.5)

0,2 uM forward Primer (2.1.12)

0,2 uM reverse Primer (2.1.12)

250 uM dNTPs (2.1.3)

XX H,O

50 i

Durch die zyklische Wiederholung von Denaturierung, Hybridisierung (Annealing) und
Kettenverlangerung (Elongation) kommt es zur Vervielfaltigung des gewiinschten
DNA-Fragments (Mullis et al., 1986). Hierfur wurde im PCR-Cycler (2.1.1) ein bestimmtes
PCR-Programm (Tabelle 2) eingestellt.
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Tabelle 2: PCR-Bedingungen

Schritt Vorgang Temperatur Dauer
1 Initiale DNA-Denaturierung 95 °C 3 min
2 DNA-Denaturierung 94 °C 30 sec
3 Annealing 58 °C 30 sec 35 Zyklen
4 Elongation 72 °C 45 sec
5 Finale Elongation 72 °C 3 min
6 Kihlung 4°C bis zur Weiterverarbeitung

Die PCR-Produkte wurden mittels Gelelektrophorese (2.2.2.4) aufgetrennt.

2.2.2.4. Elektrophoretische Auftrennung von DNA

Bei der Agarose-Gelelektrophorese kommt es mit Hilfe eines elektrischen Feldes zur
groélRenabhéngigen Auftrennung von DNA-Fragmenten (Lumpkin et al., 1985). Da die DNA
durch ihr Zucker-Phosphat-Riickgrat negativ geladen ist, wandert sie im elektrischen Feld
von der Kathode zur Anode. Die Auftrennung erfolgt durch ein dreidimensionales Netz aus
Agarose aufgrund der unterschiedlichen lonenbeweglichkeiten der DNA-Fragmente. Diese
Verteilung der DNA-Fragmente ist abh&ngig von ihrer molekularen Gréi3e.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 1%ige Agarosegele verwendet. Hierzu wurde Agarose
(2.1.3) mit 1x TAE (2.1.9) vermengt und in der Mikrowelle (2.1.1) erhitzt bis sich die Agarose
vollstéandig geldst hatte. Nach einer kurzen Abkiihlphase wurden 3 pl GelRed® (2.1.3) zu je
50 ml Agarosegel-Lésung hinzugegeben und dann das Gel gegossen. Der Farbstoff
GelRed® wird benétigt, um die DNA-Fragmente als fluoreszierende Banden sichtbar zu
machen. Die Gelkammer (2.1.1) wurde mit 1x TAE (2.1.9) aufgefillt. Die DNA-Proben
wurden mit DNA-Ladepuffer (2.1.3) versetzt und anschliel3end in die Geltaschen pipettiert.
Zusatzlich wurde in eine Geltasche ein DNA-Marker (2.1.4, Anhang) pipettiert, um die
GroRen der DNA-Fragmente néherungsweise bestimmen zu koénnen. Die Gele wurden
mittels BioRad Power-PAC 300 (2.1.1) bei 90-110 V aufgetrennt und nachfolgend mit Hilfe
der ChemoCam mit eingebautem UV-Transilluminator (2.1.1) ausgewertet.

2.2.2.5. Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
Die Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte mit dem Invisorb® Spin

DNA Extraktions Kit (2.1.6). Die Durchfuihrung erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers.
Eluiert wurden die DNA-Fragmente mit sterilem Reinstwasser.
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2.2.2.6. Restriktionsverdau

Im Rahmen von Klonierungsexperimenten und zur Kontrolle von Klonierungen kam der
Restriktionsverdau zum Einsatz. Hierzu wurde folgender Ansatz verwendet:

1-4 ug DNA

1 Xhol (2.1.5)

1 Notl (2.1.5)

5ul 3.1 buffer (2.1.5)
pogil H,O

50 ul

Inkubiert wurde der Ansatz tiber Nacht bei 37 °C im Bakterieninkubator (2.1.1). Im Anschluss
wurden die verdauten DNA-Fragmente mittels Agarose-Gelelektrophorese (2.2.2.4)
aufgetrennt.

2.2.2.7. Ligation

Die restringierten DNA-Fragmente wurden mittels Ligation zusammengeflgt. Hierfir sollte
das Insert im dreifachen Uberschuss zum Vektor vorliegen. Dies wurde mit folgender Formel
berechnet:

a 0= m(Vektor) X bp(Insert) y 3
miinsert) = bp(Vektor) 1

AnschlieRend wurde der Ligationsansatz wie folgt zusammengestellt:

100 ng Vektor

XX ng Insert

2ul Ligase (2.1.5)

5ul 10x Ligationspuffer (2.1.5)
XX H,O

50 ul

Der Ligationsansatz wurde dann 1 h bei Raumtemperatur und danach tber Nacht bei 16 °C
im PCR-Cycler (2.1.1) inkubiert.

2.2.2.8. Transformation

Ein Aliquot von 120 pl chemokompetenter E.coli XL10-Gold (2.1.10) wurde mit dem

gesamten Ligationsansatz (2.2.2.7) versetzt und dann fir 30 min auf Eis inkubiert. Hierbei

lagern sich DNA-Molekile an die Bakterienzelle an. Beim anschlieRenden Hitzeschock (90 s

bei 42 °C im Thermomixer (2.1.1)) gelangt die DNA in die Bakterienzellen. Als nachstes

wurden 200 pl TB-Medium (2.1.8) hinzugegeben und der Ansatz fir 45 min bei 37 °C im

Bakterieninkubator (2.1.1) inkubiert, damit die Antibiotikaresistenzen ausgebildet werden
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konnten. Um die positivtransformierten Bakterien zu selektieren, wurde der Ansatz auf
LB-Agarplatten mit Selektionsantibiotikum (2.1.8) ausplattiert. Danach wurden die
Agarplatten bei 37 °C tber Nacht bebritet.

2.2.2.9. Sequenzierung von DNA-Molekllen

DNA-Molekiile wurden mit der Kettenabbruchmethode nach Sanger (Sanger et al., 1977)
sequenziert. Das  Sequenzierungslabor des RKls verwendet dafir das
Kapillarelektrophoresesystem mit dem Big Dye® Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Kit. Die
Sequenzierungsreaktion wurde mit folgendem Ansatz durchgefihrt:

1ul DNA

(150-300 ng Plasmid-DNA)

0,5 ul forward oder reverse Primer
1 pl BigDye® reaction mix

3ul 5x ABI-Puffer

XX H,O

20 ul

Im Anschluss wurde mit dem PCR-Ansatz im PCR-Cycler (2.1.1) eine PCR nach dem
ausgegebenen Protokoll des Sequenzierungslabors durchgefihrt (Tabelle 3).

Tabelle 3: PCR-Bedingungen bei der Sequenzierung von DNA-Molektlen

Schritt Vorgang Temperatur Dauer
1 Initiale DNA-Denaturierung 96 °C 2 min
2 DNA-Denaturierung 96 °C 10 sec
3 Annealing 50-55 °C 5 sec 25 Zyklen
4 Elongation 60 °C 4 min
5 Kahlung 4°C 0

2.2.2.10. Klonierung

Fur die Klonierung der Staufen-1-Verkirzungsmutante wurde zuerst das Insert mit
geeigneten  Primern  (2.1.12) mittels PCR (2.2.2.3) von dem template
(pCMVTag2B-Staufen-1-YFP) amplifiziert. Dann wurde der PCR-Ansatz mittels Agarose-
Gelelektrophorese (2.2.2.4) aufgetrennt, die Amplifikate mit der richtigen Basenpaarlange
herausgeschnitten (Tabelle 4) und aufgereinigt (2.2.2.5). Die Amplifikate wurden danach mit
den Restriktionsenzymen Notl und Xhol (2.1.5) restringiert und im Anschluss wieder
elektrophoretisch (2.2.2.4) aufgetrennt und aufgereinigt (2.2.2.5). Schliel3lich konnten die
restringierten Amplifikate und der restringierte Vektor (pCMVTag2B-Staufen-1-YFP) (2.1.13)
ligiert (2.2.2.7) werden. Der Ligationsansatz konnte nun in chemokompetente E.coli
transformiert (2.2.2.8) werden. AnschlieRend wurde das Plasmid aus den E.coli isoliert
(2.2.2.1) und sequenziert (2.2.2.9).
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Tabelle 4: Verwendete Primer zur Generierung der Staufen-Verklrzungsmutanten

Vektorbezeichung Lange forward und reverse Primer (2.1.12)
pCMV-Staufen-Mutantel-YFP 876 bp Staufen-V2-for, Staufen-Mutantel-rev
pCMV-Staufen-Mutante2-YFP 606 bp Staufen-V2-for, Staufen-Mutante2-rev

2.2.3. Arbeiten mit Proteinen
2.2.3.1. Transfektion

2.2.3.1.1. Transfektion mittels Transfektionsreagenz

HEK29T und HeLa-Zellen (2.1.10) wurden mit der Transfektionsreagenz Metafectene® Pro
(2.1.3) bei 80%iger Konfluenz transfiziert. Fur die im 6 well angezogenen Zellen fir Western-
Blot-Analysen wurde angelehnt an das Protokoll des Herstellers 100 pl Medium, 3 pl
Metafectene® Pro und 3 bzw. 6 pg Vektor-DNA (2.1.13) verwendet. Hingegen wurden firr die
im 8 slide well angezogenen Zellen fir die FRET-Analysen 50 ul Medium, 2 ul
Metafectene® Pro und 0,5 pug DNA eingesetzt. Die transfizierten Zellen wurden unter
definierten Bedingungen (2.2.1.2) fur 15-48 h inkubiert.

2.2.3.1.2. Transfektion mit Calciumphosphat

Fur die Transfektion mit Calciumphosphat wurden zwei Ansatze vorbereitet:

Ansatz A Ansatz B

100 pl 2xHBS (2.1.9) 5-10 pg DNA
12,2 ul 2 M CacCl, (2.1.2)
xx ul H,O
100 pl

Ansatz B wurde dann tropfenweise in Ansatz A geben. Damit sich die DNA/Calcium
Phosphat-Komplexe bilden kénnen, wurde das Gemisch fur 20-30 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach wurde das Gemisch in einen 6 well mit HeLa-Zellen (2.1.10), welche
5 Stunden vorher ausgesat wurden, gegeben. Die transfizierten HelLa-Zellen wurden dann
fur 12-36 h unter definierten Bedingungen (2.2.1.2) inkubiert.

2.2.3.2. Probenvorbereitung zum Nachweis spezifischer Proteine

Als erstes wurde das Medium aus dem 6 well mit den transfizierten HEK293T- bzw. Hela-
Zellen (2.1.10) entfernt. Dann wurden die transfizierten Zellen mit 80 ul 2x Laemmli Puffer
(2.1.9) lysiert und anschlieBend die chromosomale DNA durch Hinzufigen von 1 pl
Benzonase® (2.1.5) entfernt (lvanusi¢, 2015). Die Zelllysate wurden dann in 1,5 ml
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Reaktionsgefalie tUberfuhrt und bei -20 °C tiefgefroren. Vor dem Einsatz in der SDS-Page
(2.2.3.3) wurden die Zelllysate mit 2 pl R-Mercaptoethanol versetzt und fr 5 min bei 95 °C
auf dem Thermomixer (2.1.1) denaturiert. Dies ist wichtig, da die Proteine fur die SDS-Page
in der Primarstruktur vorliegen mussen.

2.2.3.3. Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Um Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufzutrennen, wurde eine Sodiumdodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page) verwendet (Laemmli, 1970). Hierbei spielt das
anionische Detergens SDS (Natriumdodecylsulfat, engl. sodium dodecyl sulfate) eine
wichtige Rolle, da es sich an die hydrophoben Teile der Proteine anlagert und somit die
Eigenladung der Proteine Uberdeckt. Die Proteine weisen nun eine gleichstarke negative
Ladung auf und wandern somit molekulargewichts-abhangig unterschiedlich schnell durch
die vernetzte Polyacrylamidmatrix zum Pluspol.

Die Gele fur die SDS-Page wurden selbst hergestellt. Hierzu wurde die Gelform zu % mit
einem 12%igen Trenngel (2.1.9) beflllt und mit Isopropanol bedeckt. Nach dem
Auspolymerisieren des Trenngels wurde das Isopropanol entfernt, die Gelkammer mit einem
5%igen Sammelgel aufgefillt und der Kamm eingesetzt. Die auspolymerisierten Gele
wurden bis zur Verwendung in ein nasses Papiertuch eingewickelt und bei 4 °C gelagert.

Fur die SDS-Page wurde die vertikale Gelelektrophoresekammer (2.1.1) mit 1x Laufpuffer
befillt. Hierzu musste der 10x Laufpuffer (2.1.9) verdinnt werden. Das SDS-Gel wurde mit je
10 ul der Proben beladen. Um das Molekulargewicht der Proteine abschéatzen zu kénnen,
wurde zusatzlich noch ein Proteinmarker (2.1.4, Anhang) aufgetragen. Die Elektrophorese
erfolgte anfangs bei 100 V und als die Proben das Sammelgel durchlaufen hatten bei 190 V.

2.2.3.4. Western-Blot-Analyse

Die Detektion von Proteinen aus Zelllysaten beruht auf der Methode des Western-Blottings.
Bei dieser Methode werden Proteine von einem SDS-Polyacrylamid-Gel auf eine
Nitrocellulosemembran oder Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran Ubertragen
(Towbin et al., 1979) und anschlieRend einer flr das Protein spezifischen Nachweisreaktion
mit Antikbrpern unterzogen. Hierzu missen die Proteine zuerst mittels SDS-Page (2.2.3.3)
nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die
Proteine dann vom SDS-Gel auf die PVDF-Membran durch das sogenannte ,semi-dry*“-
Blotverfahren (Gultekin and Heermann, 1988) mittels Trans-Blot SD® Semi-Dry Transfer Cell
(2.1.1) Ubertragen. Hierfur wurde die PVDF-Membran in 99%iges Methanol gelegt, zwei
Whatmanpapiere (2.1.6) als Blotpapier in Transferpuffer (2.1.9) und das zugeschnittene
Trenngel (Uberschissiges Gel und Sammelgel mit einem Skalpell entfernt) ebenfalls in
Transferpuffer. Dann wurden das Gel und die Membran zwischen die beiden
Whatmanpapiere gelegt und so auf die Blottingmaschine gelegt, dass die Membran unter
dem Gel liegt. Geblottet wurde bei einer Spannung von 20 V fir 30 min. Nach dem Blotten
wurden unspezifische Bindungsstellen auf der PVDF-Membran mittels 30 minltigem
Einlegen in 6%iger Magermilch (2.1.9) bei Raumtemperatur auf dem wippenden
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Plattformschuttler (2.1.1) blockiert. Im Anschluss wurden die PVDF-Membranstiicke, die
Proteine mit einem V5-Tag enthalten, Uber Nacht bei 4 °C mit dem spezifischen
Primarantikorper (2.1.11.1) und 6%iger Magermilch im Verhaltnis 1:5000 auf dem wippenden
Plattformschuttler (2.1.1) inkubiert. Die Membranstlicke, die Proteine mit einem FLAG-Tag
enthalten, wurden far 1,5 h mit dem spezifischen Antikorper (2.1.11.1) und 6%iger
Magermilch im Verhaltnis 1:5000 inkubiert. Danach wurden die Membransttcke dreimal fur
10 min in Waschpuffer (2.1.9) gewaschen und anschlielend die Immunreaktion mittels ECL
(enhanced chemoluminescence)-Substrat (2.1.6) detektiert. Hierfir wurde die ECL-L&6sung
nach Herstellerangaben vorbereitet und die PVDF-Membran kurz in der ECL-Lésung
inkubiert. Die Chemolumineszenz der PVDF-Membran wurde mit der ChemoCam (2.1.1)
betrachtet und aufgenommen. Am néchsten Tag wurden die Membranstucke, die Proteine
mit einem V5-Tag enthalten, dreimal fir 10 min in Waschpuffer (2.1.9) gewaschen und dann
fur 45 min bei Raumtemperatur mit dem spezifischen Sekundarantikorper (2.1.11.2) und
6%iger Magermilch in einem Verhaltnis von 1:2000 auf dem wippenden Plattformschuttler
(2.1.1) inkubiert. Danach wurden die Membransticke erneut dreimal fur 10 min in
Waschpuffer gewaschen. Anschlieend wurde wie bei den Membranstiicken, die Proteine
mit einem FLAG-Tag enthalten, verfahren und die Immunreaktion mittels ECL-Substrat
(2.1.6) und ChemoCam (2.1.1) betrachtet.

2.2.3.5. Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie und FRET-Analyse

Die subzellulare Lokalisation der Expression der mit Fluorophoren fusionierten Proteine
konnte mittels konfokaler Laser-Mikroskopie (confocal laser scanning microscopy, cLSM)
betrachtet werden. Hierbei wurden die Fluorophore mit Lasern angeregt, die
monochromatisches Licht einer definierten Wellenlange mit hoher Intensitdt emittieren
(Tabelle 5). Es wurde das inverse ZEISS 780 konfokale Lasermikroskop (2.1.1) mit
Unterstitzung der Zeiss ZEN Software 2010 (2.1.1) verwendet. Bei den in dieser Arbeit
betrachteten Proteinen wurde die Fluoreszenz durch CFP und YFP erzeugt (Tabelle 5).

Tabelle 5: Verwendete Anregungswellenldngen und Emissionswellenlangen

Fluoreszenzkanal Anregung (exitation) Emissiosdetektierung
(emmision)

CFP 405 nm Diodenlaser 454-516-nm Bandbreite

YFP 514 nm Argonlaser 519-621-nm Bandbreite

Fur die FRET-Analyse wurden HEK293T- bzw. HelLa-Zellen (2.1.10) in IBIDI p-Slides 8 well
(2.1.6) ausgesdt und mit Donor und Akeptor Plasmid-DNA einzel- bzw. Kkotransfiziert
(Tabelle 6, 2.2.3.1.1). Nach 15-36 h wurden die Zellen fur 10-20 min mit 4% PFA (2.1.9)
fixiert.
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Tabelle 6: Transfektionsschema zur Ermittlung der FRET-Effizienzen

Donor Akzeptor Donor+Akzeptor
pPCDNA4B-SIV-Rev- pCMVTag2B-Staufen-1-YFP pCDNA4B-SIV-Rev-CFP +
CFP pCMVTag2B-Staufen-1-YFP
pCDNA4B-HIV-1-Rev- pCMVTag2B-Staufen-1-YFP pCDNA4B-HIV-1-Rev-CFP Klon 1 +
CFP Klon 1 pCMVTag2B-Staufen-1-YFP
pCDNA4B-HERVK- pCMVTag2B-Staufen-1-YFP pCDNA4B-HERVK-Rec-CFP Klon 1 +
Rec-CFP Klon 1 pCMVTag2B-Staufen-1-YFP
pCDNA4B-SIV-Rev- pCMV-Staufen-1-Mutante2- pCDNA4B-SIV-Rev-CFP + pCMV-
CFP YFP Staufen-1-Mutante2-YFP
pCDNA4B-HIV-1-Rev- pCMV-Staufen-1-Mutante2- pCDNA4B-HIV-1-Rev-CFP Klon 1 +
CFP Klon 1 YFP pCMV-Staufen-1-Mutante2-YFP
pCDNA4B-HERVK- pCMV-Staufen-1-Mutante2- pCDNA4B-HERVK-Rec-CFP Klon 1 +
Rec-CFP Klon 1 YFP pCMV-Staufen-1-Mutante2-YFP
pCDNA-CFP pCMV-YFP pCMV-YFP + pCDNA-CFP
pECFP-EYFP

Bei der Photobleichung des Akzeptors wurde das CFP im Multitrack-Channel-Modus bei
405 nm mit 1,8 % Laserleistung angeregt und die Emission bei 463-509 nm detektiert und
das YFP bei 514 nm mit 0,5 % Laserleistung angeregt und die Emission bei 515-611 nm
detektiert. Zur Erfassung der CFP-Intensitdtswerte wurden drei Aufnahmen gemacht.
Danach wurde die Intensitat des 514 nm Argonlasers auf 100 % erhéht und weitere
Aufnahmen mit dieser Einstellung gemacht. Die resultierenden FRET-Effizienzwerte wurden
mittels des in der Zeiss ZEN 2010 Software implementierten FRET-Makros berechnet.

2.2.3.6. Proximity ligation assay (PLA)

Um die Interaktion zwischen den betrachteten Proteinen mit einer weiteren Methode
nachzuweisen, wurde ein PLA durchgefiihrt (Gustafsdottir et al., 2005). Beim PLA werden
die Proteine mit Primarantikdrpern aus verschiedenen Spezies markiert. Diese werden dann
von Sekundarantikbrpern erkannt, die mit jeweils einem Oligonukleotid konjugiert sind.
Befinden sich die Proteine in unmittelbarer Nahe, so kdnnen die Oligonukleotide mittels einer
Ligation ligiert werden und anschlieBend durch die ¢-Polymerase in einer Rolling-Circle-
Amplifikation-Reaktion  hundertfach  amplifiziert werden (Baner et al., 1998;
Schweitzer et al.,, 2000). Die amplifizierte zirkulare DNA wird nachfolgend mittels
Fluorenzenz in situ Hybridisierung (FISH) mit fluoreszierenden Sonden nachgewiesen. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden fir den PLA wie bei der FRET-Analyse HEK293T-Zellen
(2.1.10) ausgesat und mit Donor und Akzeptor Plasmid-DNA einzel- bzw. kotransfiziert
(Tabelle 6, 2.2.3.1.1). Nur wurden fiir die PLA die Zellen in 6 wells ausgesat und mit je 3 pg
DNA transfiziert. Nach einer 48 stiindigen Inkubation (2.2.1.2) wurden die Zellen mit 4%igen
PFA (2.1.9) fixiert, mit PBS (2.1.3) gewaschen und in 300 pl PBS durch mehrmaliges Auf-
und Abpipettieren aufgenommen. Diese Zellsuspensionen wurden auf die mit dem PAP-Pen
(2.1.6) markierten Kreise auf Poly-L-Lysin beschichteten Objekttragern (2.1.6) getropft und
bei 37 °C im Inkubator (2.1.1) getrocknet. Als nachstes wurden die auf dem Objekttrager
befindlichen Zellen fir 30 min mit 0,2 % Saponin (2.1.9) in der Farbekammer permeabilisiert
und dann mit PLA BSA/Chicken Blockierungspuffer (2.1.9) fir 2 h in der Farbekammer
geblockt. Im Anschluss wurden die Zellen mit den Priméarantikdrpern Anti-V5 (5 pg/ml)
(2.1.11.1) und Anti-FLAG (5 pg/ml) (2.1.11.1) in der Feuchtkammer bei 4 °C lber Nacht
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inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Zellen zweimal fir 10 min mit PLA-Waschpuffer A
(2.1.9) in der Farbekammer gewaschen und im Anschluss unter leichtem schitteln fir 2 h in
PLA-Waschpuffer A (2.1.9) gewaschen. Danach wurden die Zellen fur 1 h in PLA
BSA/Chicken Blockierungspuffer (2.1.9) blockiert. Darauf folgte eine einstiindige Inkubation
in der Feuchtkammer mit den Sekundarantikorpern (2.1.11.2). Hierfir wurden fur jede Probe
8 pl Duolink® Il PLA Probe anti-Mouse PLUS (2.1.11.2), 8 pl Duolink® Il PLA Probe anti-Goat
MINUS (2.1.11.2) und 24 pl Duolink® 1l Antikérperverdiinnungspuffer (2.1.6) vermischt und
auf die Zellen getropft. Vor der anschlie3enden Ligation wurden die Zellen dreimal fiir 20 min
mit PLA-Waschpuffer A (2.1.9) unter leichtem Schitteln in der Farbekammer gewaschen.
Fir die Ligation wurden fir jede Probe 8 pl Duolink® Il Ligationspuffer und 1 pl Ligase aus
dem Duolink® Il Detection Reagents Red Kit (2.1.6) mit 31 ul H,O vermischt und danach
direkt auf die Zellen getropft. Die Ligation erfolgte bei 37 °C in der Feuchtekammer im
Bakterieninkubator (2.1.1) fir 45 min. Nach kurzem Waschen mit PLA Waschpuffer A
erfolgte die Amplifikation. Hierfiir wurden fir jede Probe 8 pl 5x Duolink 1l Amplifikations
Stock und 0,5 pl Polymerase aus dem Duolink® Il Detection Reagents Red Kit (2.1.6) mit
31,5 pl H,O vermischt und auf die Zellen getropft. AnschlieRend wurden die Zellen fir
100 min in der Feuchtekammer im Bakterieninkubator (2.1.1) bei 37 °C inkubiert. Dann
wurden die Zellen drei mal 20 min mit PLA-Waschpuffer B in der Farbekammer unter
leichtem Schiitteln gewaschen und danach noch fir 10 min mit PLA-Waschpuffer C. Die
Objekttrager wurden dann zum Trocknen in den Inkubator (2.1.1) gelegt. Als letztes wurde
auf jeden Objekttrager 10 pl Mounting-Medium (2.1.9) in die Mitte des markierten Kreises
getropft, ein Deckglaschen aufgelegt und dieses mit durchsichtigem Nagellack fixiert. Die
Objekttrager wurden dann bis zur Betrachtung unter dem Konfokalmikroskop im Dunkeln bei
4 °C gelagert (lvanusic et al., 2016).

2.2.4. Berechnung der Standardabweichung

Die Standardabweichung (SD) ist ein Maf3 fir die Streuung des Mittelwertes und wird mit

folgender Formel berechnet:
- /Z(X —%)?
n

n entspricht hierbei der Anzahl der Werte (Stichprobenumfang), x dem Einzelwert der
Stichprobe und X dem arithmetischen Mittel. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die
Standardabweichung mittels der Software EXCEL von Microsoft mit der Funktion STABW
berechnet.

2.2.5. Berechnung des Signifikanzwerts (p-value)

Um zu prifen, ob es statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten gibt,
wurde der t-Test nach William Sealy Gosset (Student, 1908) angewendet. Bei einem
Signifikanzwert (p-value) von p < 0,05 wird von einem signifikanten Unterschied zwischen
zwei Wertegruppen ausgegangen, denn ein Signifikanzniveau von a = 0,05 entspricht einer
Wahrscheinlichkeit von 5 %, dass die Mittelwerte sich nur zufallig unterscheiden. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde der p-value mittels der Software EXCEL von Microsoft mit der Funktion
TTEST berechnet.
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3. Ergebnisse

3.1. Nachweis der Proteinexpression der Akzeptor- und Donor-
Fluoreszenzproteine

3.1.1. Nachweis der Proteinexpression der Akzeptor- und Donor-
Fluoreszenzproteine mittels Western Blot-Analyse

Die Expression der Donor- und Akzeptor-Fluoreszenzproteine wurde in HEK293T-Zellen
(Abbildung 5) und HelLa-Zellen (Abbildung 6) mittels Western Blot-Analyse (2.2.3.2, 2.2.3.3,
2.2.3.4) untersucht.
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Abbildung 5: Western Blot-Analyse zum Nachweis der Expression von Akzeptor- (A) und Donor-
Fluoreszenzproteinen (B) in HEK293T-Zellen. HEK293T-Zellen wurden mit 3 pg Vektor-DNA mittels
Metafectene® Pro transfiziert und nach 24 h analysiert. Als Kontrolle wurden untransfizierte Zellen verwendet. Es
wurden je 10 uL Zelllysat aufgetragen. Die Proteine wurden mit den Primarantikérpern Mouse anti-V5 (A) bzw.
Mouse anti-FLAG (B) in einem Verhéltnis von 1:5000 detektiert. Der Primarantikbrper Mouse anti-V5 (A) wurde
wiederum mit dem Sekundarantikérper Rabbit anti-Mouse IgG HRP-konjugiert (A) in einem Verhéaltnis von 1:2000
detektiert.
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Abbildung 6: Western Blot-Analyse zum Nachweis der Expression von Akzeptor- (A) und Donor-
Fluoreszenzproteinen (B) in HelLa-Zellen. (A) HeLa-Zellen wurden mit 6 pg Vektor-DNA mittels Metafectene®
Pro transfiziert, nach 24 h nachtransfiziert und nach insgesamt 48 h analysiert. Als Kontrolle wurden
untransfizierte Zellen verwendet. Es wurden je 10 pL Zelllysat aufgetragen. Die Proteine wurden mit dem
Priméarantikdrper Mouse anti-V5 in einem Verhéltnis von 1:5000 detektiert und dieser wurde wiederum mit dem
Sekundarantikdrper Rabbit anti-Mouse 1gG HRP-konjugiert in einem Verhaltnis von 1:2000 detektiert. (B) HelLa-
Zellen wurden mit 10 pg Vektor-DNA mittels Calciumphosphattransfektion transfiziert, nach 24 h mittels
Metafectene® Pro mit 6 Hg Plasmid nachtransfiziert und nach insgesamt 48 h analysiert. Als Kontrolle wurden
untransfizierte Zellen verwendet. Es wurden je 10 pL Zelllysat aufgetragen. Die Proteine wurden mit dem
Priméarantikdrper Rabbit anti-GFP in einem Verhéltnis von 1:1000 detektiert. Dieser wurde wiederum mit dem
Sekundérantikdrper Goat anti-Rabbit IgG HRP-konjugiert in einem Verhaltnis von 1:2000 detektiert.

Hierbei zeigte sich, dass alle FRET-Vektoren in HEK293T-, sowie in Hela-Zellen, zur
Expression der betrachteten Proteine fuhrten. Fir die Proteine SIV-Rev-CFP,
HIV-1-Rev-CFP und HERVK-Rec-CFP wurden eine Banden bei ca. 40 kDa detektiert, fur
das Protein Staufen-1-YFP bei ca. 80 kDa, fur das Protein Staufen-1-Mutante 1-YFP bei ca.
55 kDa und fur das Protein Staufen-1-Mutante 2-YFP bei ca. 40 kDa. Aufféllig war, dass das
Protein HIV-1-Rev-CFP nur schwach exprimiert und stark abgebaut wurde.

3.1.1.1. Untersuchung der DNA-Konzentrationen der Konstrukte

Da im Western Blot das Protein HIV-1-Rev-CFP nur schwach nachgewiesen wurde, wurde
zur  Uberprifung der verwendeten Plasmid-DNA Konzentration eine Agarose-
Gelelektrophorese (2.2.2.4) mit allen Konstrukten bei gleicher DNA-Konzentration
durchgefuhrt (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Agarose-Gelelektrophorese zur Untersuchung der DNA-Konzentrationen der verschiedenen
Konstrukte. 0,5 pug Plasmid-DNA wurden auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen und fiir 15 min bei einer
Spannung von 90 V aufgetrennt.

Hierbei konnten keine abweichenden DNA-Konzentrationen bei den HIV-1-Rev-CFP-
Vektoren festgestellt werden, was zeigt, dass die mittels NanoDrop-Bestimmung ermittelten
Plasmid-DNA-Konzentrationen stimmen.

3.1.1.2. Untersuchung der Proteinexpression von HIV-1-Rev-CFP

Um die Proteinexpression von HIV-1-Rev-YFP genauer zu untersuchen, wurden HEK293T-
Zellen mit 1-6 pg pCDNA4B-HIV-1-Rev-CFP Klon 1 transfiziert (2.2.3.1.1), danach die
Zelllysate hergestellt (2.2.3.2) und eine SDS-Page (2.2.3.3) mit anschlie3ender Western
Blot-Analyse (2.2.3.4) durchgefuhrt (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Western Blot-Analyse zur Untersuchung der Proteinexpression mit unterschiedlicher
Plasmid-DNA-Konzentration von pCDNA4B-HIV-1-Rev-CFP Klon 1. HEK293T-Zellen wurden mit 1-6 pg
pCDNA4B-HIV-1-Rev-CFP Klon 1 transfiziert und nach 24 h analysiert. Als Kontrolle wurden untransfizierte
Zellen verwendet. Es wurden je 10 pL Zelllysat aufgetragen. Die Proteine wurden mit den Priméarantikdrper
Mouse anti-V5 in einem Verhdltnis von 1:5000 detektiert. Dieser wurde wiederum mit dem Sekundérantikdrper
Rabbit anti-Mouse IgG HRP-konjugiert in einem Verhaltnis von 1:2000 detektiert.
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Es zeigte sich, dass das Protein HIV-1-Rev-CFP in den verwendeten Plasmid-DNA-Mengen
gleich stark abgebaut wird, unabhdngig davon mit wie viel Plasmid-DNA die Zellen
transfiziert wurden. Der Abbau vom HIV-1-Rev-CFP-Protein resultiert also nicht aus einer zu
hohen Menge an Plasmid-DNA bei der Transfektion.

3.1.2. Nachweis der Proteinexpression der Akzeptor- und Donor-
Fluoreszenzproteine mittels cLSM

Zusatzlich wurde die Proteinexpression der Konstrukte mittels cLSM nachgewiesen. Hierzu
wurden HEK293T-Zellen mit 0,5 pg Vektor-DNA transfiziert (2.2.3.1.1), nach 15 Stunden
fixiert (2.2.3.5) und anschlieBend Aufnahmen mit dem cLSM angefertigt (Abbildung 9,
2.2.3.5).

pCDNA4B-HIV-1-Rev-CFP Klon 2

pDCDNA4B-HIV-1-Rev-CFP Klon 1

pDCDNA4B-HERVK-Rec-CFP Klon 1

Abbildung 9: Konfokalmikroskopische Aufnahmen transfizierter Zellen mit FRET-Vektoren. HEK293T-
Zellen wurden mit 0,5 pg Vektor-DNA transfiziert, nach 15 Stunden fixiert und analysiert. Das erste Bild jedes
Konstruktes zeigt den CFP- bzw. YFP-Kanal und das zweite Bild die Uberlagerung von YFP-, CFP- und
Durchlicht-Kanal. Der rote Pfeil zeigt eine Granula an. Die L&dnge der Mal3stabsbalken betrégt 10 pm.

Sichtbar wird hier, dass alle Konstrukte zur Expression von Fluoreszenzproteinen fuhren und
die Fluoreszenz mittels cLSM detektiert werden kann. Es zeigte sich, dass die betrachteten
Proteine vor allem im Cytoplasma lokalisiert sind und das Staufen-1-YFP-Protein nur sehr
vereinzelt im Kern vorzufinden ist, wohingegen die Rec/Rev-Fusionsproteine auch im Kern
zu verzeichnen sind. Dartiber hinaus konnte eine unterschiedlich starke Ausprdgung von
Granula und Kernkdrperchen bei den einzelnen Konstrukten beobachtet werden.
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3.1.2.1. Analyse der Granula- bzw. Kernkérperchenformation

Bei der Konfokalmikroskopie der FRET-Konstrukte ist aufgefallen, dass die einzelnen
Konstrukte unterschiedlich viele Granula bzw. Kernkérperchen pro Zelle aufweisen. Um dies
genauer zu untersuchen, wurden die Granula bzw. Kernkdrperchen in HEK293T-Zellen, die
mit 0,5 pg Vektor-DNA der unterschiedlichen Konstrukte transfiziert wurden (2.2.3.1.1),
ausgezahlt (Tabelle 7).

Tabelle 7: Ergebnisse der Granula/Kernkdrperchen-Auszéhlung

Konstrukt Zellen  Granula/Kernkdrperchen pro Zelle
pCDNA4B-SIV-Rev-CFP 74 68 0,92
pCDNA4B-HIV-1-Rev-CFP Klon 1 56 83 1,48
pCDNA4B-HIV-1-Rev-CFP Klon 2 59 89 1,51
pCDNA4B-HERVK-Rec-CFP Klon 1 63 85 1,35
pCDNA4B-HERVK-Rec-CFP Klon 2 85 121 1,42
pCMVTag2B-Staufen-1-YFP 163 17 0,10

Es zeigte sich, dass bei der Transfektion mit pCDNA4B-HIV-1-Rev-CFP Klon 1,
pCDNA4B-HIV-1-Rev-CFP Klon 2, pCDNA4B-HERVK-Rec-CFP Klon 1 und pCDNA4B-
HERVK-Rec-CFP Klon 2 durchschnittlich gleich viele Granula/Kernkorperchen pro Zelle
gebildet werden und bei mit pCDNA4B-SIV-Rev-CFP transfizierten Zellen weniger
Granula/Kernkdrperchen gebildet werden als bei Trasfektion mit den HIV-1-Rev-CFP- und
HERVK-Rec-CFP-Konstrukten. Auffallig war, dass die Zellen, die mit pCMVTag2B-Staufen-
1-YFP transfiziert wurden, so gut wie keine Granula/Kernkérperchen aufweisen.

3.2. FRET-Interaktionsanalyse

Um die Interaktion zwischen den Proteinen SIV-Rev-CFP, HIV-1-Rev-CFP und
HERVK-Rec-CFP mit dem Staufen-1-YFP-Protein nachzuweisen, wurde die FRET-Methode
der Akzeptor-Photobleichung (2.2.3.5) angewendet. Hierfir wurden Zellen nach dem
Transfektionsschema (Tabelle 6) mit den Donor-Konstrukten und dem Akzeptor-Konstrukt
kotransfiziert. Von den Zellen wurden mehrere Aufnahmen der Fluoreszenztintensitat (1) im
CFP- und YFP-Kanal angefertigt, bevor bestimmte Areale der Zelle (ROI, regions of interest)
durch 100%ige Laserleistung des Argonlasers bei 514 nm gebleicht wurden (Abbildung 10A,
Anhang (Abb.15A)). Die Bleichung wurde anschlieBend bei Aufnahme weiterer
Fluoreszenzintensitaten wiederholt. Um positive FRET-Ubergange feststellen zu konnen,
wurden die Fluoreszenzintensitatsprofile betrachtet (Abbildung 10B, Anhang (Abb.15B)).
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Abbildung 10: Ergebnisse der Akzeptor-Photobleichung- Experimente mit HelLa-Zellen. (A) HelLa-Zellen
wurden mit pPCDNA4B-SIV-Rev-CFP, pCDNA4B-HIV-1-Rev-CFP Klon 1 bzw. pCDNA4B-HERVK-Rec-CFP Klon 1
und pCMVTag2B-Staufen-1-YFP kotransfiziert. Wobei, dass durch die Transfektion mit dem Staufen-1-YFP-
Vektor exprimierte Staufen-1-YFP-Protein als Akzeptor dienen sollte und die durch die Transfektion mit Rev/Rec-
Vektoren exprimierten Proteine als Donor dienten. Fur die Positivkontrolle wurden HelLa-Zellen mit pECFP-YFP
transfiziert und fir die Negativkontrolle wurde mit pCDNA-CFP und pCDNA-YFP kotransfiziert. Die cLSM
Aufnahmen wurden vor (pre-bleach) und nach der Photobleichung des Akzeptors (post-bleach) aufgenommen.
Fur die Photobleichung wurde die Laserleistung des Argonlasers bei 514 nm auf 100% eingestellt. Fur jede
Aufnahme wurden drei Bereiche (ROI, regions of interest) markiert, davon zwei innerhalb der Zelle und ein ROI
aullerhalb der Zelle. Gebleicht wurde die ROI auRerhalb der Zelle und eine ROI innerhalb der Zelle. Die Lange
der Maf3stabsbalken betragt 5um. (B) Die Fluoreszenzintensitat (I) des Donors (CFP-Kanal) und des Akzeptors
(YFP-Kanal) wurden dreimal vor Photobleichung und dreimal wéhrend sich wiederholender Photobleichungen
gemessen.
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Das Fluoreszenzintensitatsprofil der Positivkontrolle (CFP mit YFP fusioniert) zeigte hierbei
den typischen Kurvenverlauf, wie er bei einem positiven FRET-Ubergang zu erwarten ist:
zeitgleich mit der Bleichung, erkennbar am Abfall der Fluoreszenzintensitat im YFP-Kanal,
steigt die Fluoreszenzintensitat des Donors (Anstieg im CFP-Kanal). Die Kotransfektionen
von pCDNA4B-SIV-Rev-CFP, pCDNA4B-HIV-1-Rev-CFP Klon 1 bzw. pCDNA4B-HERVK-
Rec-CFP Klon 1 mit pCMVTag2B-Staufen-1-YFP zeigten ebenfalls den typischen
Kurvenverlauf eines positiven FRET-Uberganges. Bei Zellen, die mit pCDNA-CFP und
pCDNA-YFP kotransfiziert wurden, konnte kein positiver FRET-Ubergang beobachtet
werden.

Des Weiteren wurde die FRET-Effizienz in % mit Hilfe des, in der Zeiss ZEN 2010 Software
implementierten, FRET-Makros berechnet (Abbildung 11, Anhang (Tabelle 8 +9)).
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Abbildung 11: Ergebnisse der FRET-Effizienzbestimmung. Zur Berechnung der FRET-Effizienz wurden
einzelne mit pECFP-YFP (n = 5), pCDNA-CFP/pCDNA-YFP (n = 6), pCDNA4B-SIV-Rev-CFP/pCMVTag2B-
Staufen-1-YFP (n = 5), pCDNA4B-HIV-1-Rev-CFP Klon 1/pCMVTag2B-Staufen-1-YFP (n = 6) bzw. pCDNA4B-
HERVK-Rec-CFP Klon 1/pCMVTag2B-Staufen-1-YFP (n = 6) kotransfizierte HeLa-Zellen verwendet. Die Séulen
im Diagramm entsprechen den berechneten Mittelwerten und die T-Balken geben die Standardabweichung an.
*p<0,05

Hierbei konnten bei der Kotransfektion von pCDNA-CFP mit pCDNA-YFP (Negativkontrolle)
keine hohen FRET-Effizienzwerte gemessen werden. Die Positivkontrolle (Expression des
Fusionsproteins CFP-YFP) verzeichnet jedoch hohe FRET-Effizienzwerte. Bei den
Kotransfektionen von pCDNA4B-SIV-Rev-CFP, pCDNA4B-HIV-1-Rev-CFP Klon 1 bzw.
pCDNA4B-HERVK-Rec-CFP Klon 1 mit pPCMVTag2B-Staufen-1-YFP konnten ebenfalls hohe
FRET-Effizienzwerte festgestellt werden, die sich signifikant von der Negativkontrolle, aber
nicht signifikant voneinander unterscheiden.

3.2.1. Interaktionsanalyse mit der Staufen-ARBD4,5-Mutante

Als weiteres Experiment wurde eine FRET-Analyse mit der Staufen-1-Verkiirzungsmutante 2
durchgefihrt (2.2.3.5). Diese Mutante soll aufgrund des Fehlens der RBD4 und RBD5 als
biologische Negativkontrolle dienen. Hierfir wurden HEK293T-Zellen mit den Donor-
Konstrukten und dem Staufen-1-Mutante 2-YPF-Konstrukt nach dem Transfektionsschma
(Tabelle 6) kotransfiziert und nachfolgend die PPI mittels der FRET-Methode der Akzeptor-
Photobleichung analysiert (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Ergebnisse der Akzeptor-Photobleichung-Experimente mit der Staufen-1-
Verkurzungsmutante 2. (A) HEK293T-Zellen wurden mit den Donor-Konstrukten und dem Staufen-1-Mutante 2-
YPF-Konstrukt als Akzeptor kotransfiziert. Die cLSM Aufnahmen wurden vor (pre-bleach) und nach der
Photobleichung des Akzeptors (post-bleach) aufgenommen. Fir die Photobleichung wurde die Laserleistung des
Argonlasers bei 514 nm auf 100% eingestellt. Es wurden je Aufnahme drei Bereiche (ROI, regions of interest)
markiert. Davon ein bis zwei innerhalb der Zelle und ein bis zwei ROI auBerhalb der Zelle. Gebleicht wurde eine
ROI aufRerhalb der Zelle und eine ROI innerhalt der Zelle. Die Lange der MalRstabsbalken betragt Sum.
(B) Die Fluoreszenzintensitat (I) des Donors (CFP-Kanal) und des Akzeptors (YFP-Kanal) wurden mehrmals vor
Photobleichung und wéahrend sich wiederholender Photobleichungen gemessen.

Das Ergebnis dieses Experimentes wich von der Erwartung, keine positiven FRET-
Ubergange beobachten zu kbénnen, ab. Es konnten ebenso, wie bei der Kotransfektion der
Rev/Rec-Konstrukte mit dem Vektor fur das Staufen-1-Volllangenprotein, positive FRET-
Ubergange beobachtet werden. Jedoch waren die FRET-Ubergange schwacher ausgepragt.

3.2.1.1. Kolokalisationsanalyse der Staufen-1-ARBD4,5-Mutante mit
den Rev/Rec-Konstrukten

Um das Ergebnis der Interaktionsanalyse mit der Staufen-1-Verkirzungsmutante 2 zu
bestérken, wurde eine Kolokalisationsanalyse mit dem Protein Staufen-1-Mutante 2-YFP und
den Rev/Rec-Proteinen in, mit den entsprechenden Vektoren kotransfizierten, HelLa-Zellen
durchgefuhrt (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Ergebnisse der Kolokalisationsanalyse der Staufen-1-Verkiirzungsmutante 2 mit den
Rev/Rec-Konstrukten. HelLa-Zellen wurden mit pCDNA4B-SIV-Rev-CFP, pCDNA4B-HIV-1-Rev-CFP Klon 1
bzw. pCDNA4B-HERVK-Rec-CFP Klon 1 und pCMV-Staufen-1-Mutante 2-YFP Kkotransfiziert nach
24 Stunden fixiert und anschlieRend Ubersichtsaufnahmen des YFP und CFP-Kanals mit dem cLSM
aufgenommen. Die Lange der MaRstabsbalken betragt 20 pm.

Anhand der konfokalmikroskopischen Ubersichtsaufnahmen ist klar zu erkennen, dass die
exprimierten Rev/Rec-Proteine in den gleichen Arealen der Zelle vorkommen, wie das
exprimierte Staufen-1-Mutante 2-YFP-Protein. Diese stark ausgepragte Kolokalisation
bestarkt die Vermutung, dass das Protein der Staufen-1-Verkiurkungsmutante 2 mit Rev bzw.
Rec interagiert.

3.3. Interaktionsanalyse mittels PLA-Analyse

Um die Interaktion der Proteine SIV-Rev-CFP, HIV-1-Rev-CFP Klonl und HERVK-Rec-CFP
Klon 1 mit dem Staufen-1-YFP-Protein mit einer weiteren Methode zu Uberprifen, wurde
eine PLA-Analyse durchgefihrt (2.2.3.6). Hierzu wurden HEK293T-Zellen mit den Rev/Rec-
Konstrukten und pCMVTag2B-Staufen-1-YFP kotransfiziert, eines PLA unterzogen und
nachfolgend die PLA-Signale durch cLSM-Aufnahmen erfasst (Abbildung 14A) und
ausgewertet (Abbildung 14B, Anhang (Tabelle 10+11)).
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Abbildung 14: Ergebnisse der PLA-Analyse. (A)HEK293T-Zellen wurden mit pCDNA4B-SIV-Rev-CFP,
PCDNA4B-HIV-1-Rev-CFP Klon 1 bzw. pCDNA4B-HERVK-Rec-CFP Klon 1 mit pCMVTag2B-Staufen-1-YFP
kotransfiziert. Die exprimierten Rev- bzw. Rec-Fusionsproteine wurden mit den Priméarantikdrpern Anti-V5
(5 pg/ml) markiert und das Staufen-1-YFP-Protein mit dem Primérantikbrper Anti-FLAG (5 pg/ml). Die
Priméarantikdrper wurden mit den konjugierten Sekundéarantikbrpern anti-Mouse PLUS bzw. anti-Goat MINUS
detektiert und durch anschlieBende Ligation, Amplifikation und FISH mit fluoreszierenden Sonden (Texas red)
nachgewiesen. Als Kontrolle wurden untransfizierte Zellen verwendet. Die Ladnge der Maf3stabsbalken betragt
10um. (B) Zur Analyse der PLA-Signale pro Zelle wurden einzelne, mit pCDNA4B-SIV-Rev-CFP/
pCMVTag2B-Staufen-1-YFP (n = 39), pCDNA4B-HIV-1-Rev-CFP Klon 1/pCMVTag2B-Staufen-1-YFP (n = 38)
bzw. pCDNA4B-HERVK-Rec-CFP Klon 1/pCMVTag2B-Staufen-1-YFP (n = 37) kotransfizierte, HEK293T-Zellen
ausgewertet. Die Saulen im Diagramm entsprechen den berechneten Mittelwerten und die T-Balken geben die
Standardabweichung an. Die Mittelwerte der Proben weichen alle signifikant vom Mittelwert der untransfizierten
Zellen ab (p < 0,05), aber unterschieden nicht signifikant voneinander.

Es konnten in den Proben PLA-Signale detektiert werden, die sich in ihrer Anzahl signifikant
von der Kontrolle mit untransfizierten Zellen, in der keine signifikante Anzahl von PLA-
Signalen vermerkt wurde, unterscheiden. Die PLA-Analyse konnte demnach die PPI
zwischen den Proteinen SIV-Rev-CFP, HIV-1-Rev-CFP Klonl bzw. HERVK-Rec-CFP Klon 1
und Staufen-1-YFP-Protein bestétigen.



4. Diskussion

Retroviren besitzen ein relativ kleines Genom und codieren nur fir wenige Proteine. Daher
sind die auf Interaktionen mit Wirtsproteinen angewiesen und machen sich diese fir ihre
Replikation zu Nutze. Fir einige Retroviren sind diese Interaktionen sogar essentiell
(Chatel-Chaix et al., 2004; Fruh et al.,, 2010). Die Erforschung solcher Protein-Protein-
Interaktionen (PPI) steht im Vordergrund, da sie auch vielversprechende Angriffsziele fur die
antivirale Therapie darstellen. Im Rahmen dieser Arbeit sollte die bereits mittels Hefe-Zwei-
Hybrid-System und Koimmunoprazipation identifizierte Interaktion zwischen dem Protein Rec
aus dem human endogene Retrovirus K (HERVK) und dem humanen Protein Staufen-1 mit
einer weiteren Methode bestatigt und die Interaktion des Proteins Rev aus dem humanen
Immundefizienz- Virus 1 (HIV-1) bzw. dem simianen Immundefizienz-Virus (SIV) mit dem
humanen Protein Staufen-1 nachgewiesen werden (Hanke et al., 2013b). Hierfir wurde eine
Forster/Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer (FRET)-Analyse durchgefiihrt. Zusatzlich
wurden die Interaktionen mittels proximity ligation assay (PLA)-Analyse bestétigt und
Voruntersuchungen mit einer Staufen-1-Verkirzungsmutante durchgefihrt.

4.1. Analyse der PPl von HIV-1-Rev, SIV-Rev und HERVK-Rec mit
Staufen-1 mittels FRET-Analyse

Mittels FRET-Analyse kdnnen PPI zuverlassig nachgewiesen werden (Fernandez and Berlin,
1976). Die fur den Rahmen dieser Arbeit geeignetste FRET-Methode stellte hierbei die
Methode der Photobleichung des Akzeptors dar (Piston and Kremers, 2007). Bei dieser
Methode wird der Akzeptor irreversibel zerstort. Ist nach der Zerstérung des Akzeptors eine
Erhdhung der Donorfluoreszenz zu verzeichnen, spricht man von einem positiven FRET-
Ubergang (Kenworthy, 2001). Dieser ist ein deutlicher Hinweis auf eine Interaktion zwischen
den Donor- und Akzeptorproteinen. Um die Interaktion zwischen den Rev/Rec-Protein und
dem Staufen-1-Protein bestimmen zu kdnnen, wurden Fusionsproteine aus Rev/Rec und
SCFP (super cyan fluorescent protein) als Donor und ein Fusionsprotein aus Staufen-1 und
SYFP (super yellow fluorescent protein) als Akzeptor verwendet. Hierfir wurden HEK293T-
Zellen und HelLa-Zellen mit den entsprechenden Vektor-Plasmiden kotransfiziert und
anschlieRend mittels konfokaler Laser-Mikroskopie (cLSM) eine FRET-Analyse durchgefiihrt
(3.2). Es konnten positive FRET-Ubergange nachgewiesen werden, was auf eine Interaktion
zwischen dem humanen Protein Staufen-1 und dem Protein Rev aus HIV-1 und SIV sowie
dem Protein Rev aus HERV-K hindeutet (Abbildung 10, Anhang (Abb. 15)). Auch wenn die
ermittelten FRET-Effizienzen (Abbildung 11) nicht sehr hoch sind, bekraftigen sie die
Vermutung einer Interaktion zwischen dem Proteinen Staufen-1 und Rev/Rec. Die
angewandte Methode der FRET-Analyse wird auch nie eine FRET-Effizienz von 100 %
erreichen kdnnen, da dies technisch nicht mdglich ist. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit
mit dem Fusionsprotein CFP-YFP, welches als Positivkontrolle eingesetzt wurde, ermittelt
welche FRET-Effizienzwerte technisch maximal gemessen werden konnen. Aul3erdem muss
man berucksichtigen, dass, wie bei den Western Blot-Analysen zu erkennen war, die
Fusionsproteine zerfielen (Abbildung 5 + 6). Dies wirkte sich negativ auf die Hohe der
gemessenen FRET-Effizienzwerte aus. So wirde z.B. die gemessene FRET-Effizienz von
6,6 % fur HIV-1-Rev-CFP/Staufen-1-YFP (Anhang (Tabelle 8)) eigentlich bei ca. 13 % liegen,
wenn man davon ausgehen wirde, dass 50 % der Proteine abgebaut wurden.
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Da technisch eine maximale FRET-Effizienz von 20,5 % ermittelt wurde, wirden 13 % einer
starken Interaktion entsprechen. Um jedoch die tatsachliche Starke der Interaktion
bestimmen zu konnen, sind FRET-Messungen in einem grol3eren Rahmen notwendig. Es
mussten also noch mehr FRET-Messungen durchgefuhrt werden, um gréRere Datenmengen
zu erhalten. Hierfur ware es von Vorteil nach einer Mdglichkeit zu suchen, die den Abbau der
Proteine stoppt, damit die tatsachliche Starke der Interaktion bestimmt werden konnte.
Wahrend der Betrachtung der kotransfizierten Zellen fur die FRET-Analyse fiel auf, dass das
Staufen-1-Protein in Anwesenheit des Rev-/Rec-Proteins im Nukleus vorzufinden war. Bei
der Betrachtung der Proteinexpression der einzelnen Konstrukte war aufgefallen, dass das
Protein Staufen-1 vornehmlich im Cytoplasma lokalisiert ist und die Rev-/Rec-Proteine im
Cytoplasma sowie im Nukleus vorzufinden waren (3.1.2, 3.1.2.1). Dies ist auch schon bei
friheren Experimenten mit den Proteinen Staufen-1 und Rec aufgefallen (Hanke et al.,
2013b). Das Nichtvorhandensein des Staufen-1-Proteins im Nukleus wurde dabei auf den
starken nuklearen Export und starker Zurlckbehaltung vom Staufen-1-Protein im
Cytoplasma zurtickgefuihrt, und das Vorhandensein des Staufen-1-Proteins im Nukleus bei
Kotransfektion mit dem Rec-Protein durch eine Stérung des nuklearen Exports durch das
Rec-Protein erklart. Durch weitere FRET-Messungen konnte bestimmt werden, ob es einen
Unterschied in der Starke der Interaktion von Staufen-1 und Rev bzw. Rec im Cytoplasma
und im Nukleus gibt.

4.2. Analyse der PPl von HIV-1-Rev, SIV-Rev und HERVK-Rec mit
Staufen-1 mittels PLA-Analyse

Die PLA-Analyse ist eine weitere Methode zum Nachweis von PPI (Weibrecht et al., 2010).
Das PLA-Signal resultiert aus einer Rolling-Circle-Amplifikation-Reaktion, die mittels
Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) mit fluoreszierenden Sonden nachgewiesen wird.
Hierfir werden die betrachteten Proteine erst mit Primarantikdrpern aus verschiedenen
Spezies markiert und diese wiederum von spezifischen Sekundarantikbrpern erkannt. Die
Sekundarantikorper sind mit Oligonukleotiden konjugiert, welche, wenn die betrachteten
Proteine engster Umgebung lokalisiert sind, ligiert werden kénnen und dann in der Rolling-
Circle-Amplifikation amplifiziert werden. Um die Interaktion der Proteine SIV-Rev, HIV-1-Rev
und HERVK-Rec mit dem Staufen-1-Protein mittels PLA-Analyse nachweisen zu kdnnen,
wurden Zellen mit den entsprechenden Vektoren kotransfiziert. Wobei die Rev-/Rec-Proteine
C-terminal je einen V5-Tag besalRen und das Staufen-1-Protein N-terminal einen FLAG-Tag
besald. Die Ergebnisse der PLA-Analyse bekréftigen, trotz starker Schwankungen in der
Anzahl der PLA-Signale, die Vermutung einer Interaktion zwischen dem Protein Staufen-1
und dem Rec- bzw. Rev-Protein (3.3). In der Kontrolle konnten nur einige wenige
unspezifische PLA-Signale detektiert werden. Nur bei Koexpression der Proteine Staufen-1
und Rev/Rec konnte eine signifikante Anzahl an PLA-Signalen beobachtet werden. Fur
zukunftige PLA-Analysen konnte die Betrachtung von unspezifischen PLA-Signalen in der
transfizierten Zellkultur bei Zellen, die keine Koexpression zeigen, helfen, die PLA-Analyse
weiter zu spezifizieren.
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4.3. Analyse der PPl von HIV-1-Rev, SIV-Rev und HERVK-Rec mit
Staufen-1-ARBD4,5- Verkirzungsmutante mittels FRET-Analyse

Das Protein Staufen-1 besitzt mehrere Domé&nen mit denen es Wechselwirkungen mit
verschiedenen Proteinen eingehen kann (Chatel-Chaix et al., 2004; Hanke et al., 2013b;
Mouland et al., 2000). Um zu erforschen mit welcher Doméane Staufen-1-Protein mit dem
betrachteten Protein interagiert und inwiefern das Fehlen bestimmter Domanen die
Interaktion beeinflusst, verwendet man Verkirzungsmutanten und analysiert deren
Interaktion mit dem betrachteten Protein. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Staufen-1-
Verkirzungsmutante kloniert, der zwei dsRNA-Bindedomanen (RBD4 und RBD5) fehlen,
(Staufen-1-Mutante2-YFP) und mit dieser FRET-Analysen durchgefiihrt (3.2.1). Hierbei
konnten wie bei der FRET-Analyse mit den Rev/Rec-Proteinen und dem Staufen-1-
Volllangenprotein positive FRET-Ubergange beobachtet werden, die auf eine Interaktion
zwischen den Proteinen Rev/Rec und Staufen-1-ARBD4,5 hindeuten (Abbildung 12). Jedoch
waren die FRET-Ubergange schwacher ausgepragt als bei der Kotransfektion mit
pCMVTag2B-Staufen-1-YFP. Um die Vermutung einer Interaktion zu bestarken, wurde eine
Kolokalisationsanalyse durchgefihrt (3.2.1.1). Hierfir wurden Zellen mit den Rev/Rec-
Konstrukten und dem Staufen-1-Mutante 2-YFP-Vektor kotransfiziert und die Expression der
Proteine im Anschluss mittels cLSM betrachtet. Hierbei fiel eine stark ausgepragte
Kolokalisation des Proteins Rev bzw. Rec mit dem Protein Staufen-1-ARBD4,5 auf
(Abbildung 13). Besonders gut ist diese Kolokalisation bei den Granula bzw. Kernkdrperchen
im Nukleus zu erkennen. Die Kolokalisationsanalyse konnte somit die Vermutung einer
Interaktion zwischen dem Rev-/Rec-Protein und dem Protein Staufen-1-ARBD4,5 bestéarken.
Widerspruchlich  ist  hierbei, dass bereits in Experimenten mit Staufen-1-
Verkirzungsmutanten und HERVK-Rec mittels Pulldown-Assay die RBD4 als essentielle
Stelle fur die Bindung des Proteins Rec und dem Staufen-1-Protein identifiziert wurde
(Hanke et al.,, 2013b). Somit hatte bei der FRET-Analyse von HERVK-Rec-CFP/
Staufen-1-Mutante2-YFP kein FRET-Ubergang zu sehen sein dirfen. Da aber humane
Proteine zu 80 % in assoziierten Proteinkomplexen agieren (Berggard et al., 2007), liegt die
Vermutung nahe, dass an der Interaktion zwischen dem Protein Staufen-1 und dem Protein
Rec weitere Proteine beteiligt sind. Vermutlich gibt es eine schwache N-terminale Interaktion
zwischen dem Staufen-1-Protein und dem HERVK-Rec-Protein, die tber ein Adapterprotein
oder einen Proteinkomplex vermittelt wird. Fir diese Vermutung spricht, dass die
beobachteten FRET-Ubergidnge bei der FRET-Analyse mit der Verkirzungsmutante
schwécher waren als bei der FRET-Analyse mit dem Staufen-1-Volllangenprotein. Aufgrund
der geringen Starke dieser Interaktion wurde sie vermutlich durch die beim Pulldown-Assay
verwendeten Detergenzien zerstért. Die C-terminale Interaktion zwischen dem Staufen-1-
Protein und dem Rec-Protein scheint starker ausgepragt zu sein und somit mittels Pulldown-
Assay nachweisbar zu sein. Fur das HIV-Rev-Protein gibt es ebenfalls die Vermutung, dass
mehr als ein Faktor am RNA-Export beteiligt ist (Fischer et al., 1994). Um die Interaktion
zwischen dem Staufen-1-Protein und dem Rec-Protein genauer zu untersuchen, sind weitere
Experimente mit Verkiurzungsmutanten notwendig. Ebenfalls kdnnte es von Interesse sein,
maogliche Interaktionspartner zu finden, die an der Bindung des Rec-Proteins an das Protein
Staufen-1 beteiligt sind und ihre Bedeutung zu erforschen.
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5. Zusammenfassung

Da Retroviren nur fir wenige Proteine codieren, sind sie stark auf die Interaktion mit
Wirtsproteinen angewiesen. Diese Wirt-Pathogen Interaktionen basieren auf Protein-Protein-
Interaktionen (PPI). Fir einige Retroviren sind diese Interaktionen fur die Replikation des
Virus essentiell. PPIs bieten somit gute Angriffsziele fur antivirale Therapien. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde die Interaktion von dem humanen Protein Staufen-1 mit dem Protein Rev
aus dem siamen (SIV) und humanen Immunodefizienz-Virus 1 (HIV-1) und mit Rec aus dem
humanen endogenen Retrovirus K (HERV-K) mittels Fluoreszenz (Fdrster)- Resonanz-
Energie-Transfer (FRET)- Analyse und proximity ligation assay (PLA) nachgewiesen. FRET
basiert auf der Annahme, dass Energie optisch angeregter Molekile beim Zusammentreffen
mit anderen Molekilen strahlungsfrei Ubertragen wird. Bei der im Rahmen dieser Arbeit
verwendeten FRET-Methode der Photobleichung des Akzeptors wird der Akzeptor (Staufen-
1-YFP) zerstort. Dies fuhrt, wenn sich Donor und Akzeptor in unmittelbarer Nahe befinden,
zu einer Zunahme der Donorfluoreszenzintensitat, da der Energietransfer zum Akzeptor
reduziert wurde. Um dies beobachten zu kdnnen und somit die Vermutung einer Interaktion
zwischen Donor und Akzeptor aufstellen zu kénnen, wurden die Floureszenzintensitaten des
Donors und Akzeptors vor und nach der Photobleichung gemessen. Bei der PLA-Analyse
werden die betrachteten Proteine mittels mit Oligonukleotiden konjugierten Antikoérpern
detektiert. Befinden sich die betrachteten Proteine in unmittelbarer Nahe, so kénnen die
Oligonukleotide mittels einer Ligation ligiert werden und anschlieRend in einer Rolling-Circle-
Amplifikation-Reaktion amplifiziert werden. Die amplifizierte zirkulare DNA kann dann mittels
Fluorenzenz in situ Hybridisierung (FISH) mit fluoreszierenden Sonden nachgewiesen
werden. SIV ist der Vorlaufer von HIV. Ihre Morphologie und ihr Genomaufbau sind daher
nahezu identisch. HIV-1 ist Ursache fir das erworbene Immundefektsyndrom (AIDS). Im
Gegensatz zu HIV losten die SIV-Stdmme in der fur sie spezifischen Affenart jedoch keine
Krankheitssymptome aus. Wenn jedoch ein SIV-Stamm eine fir ihn nicht spezifische
Affenart infiziert, konnen AIDS-&hnliche Symptome auftreten. Daher wird SIV zur
Erforschung von HIV und AIDS eingesetzt. Das von HIV-1 und SIV exprimierte Protein Rev
ist zustandig fur den Transport ungespleildter RNAs vom Nukleus ins Cytoplasma und an der
cytoplasmatische Expression der Strukturproteine beteiligt. Es ist fur die Replikation des
HI/SI-Virus essentiell. HERV-K ist im Genom des Menschen integriert und kann Virus-
ahnliche Partikel produzieren. Wie auch HIV-1 und SIV codiert es fir einen RNA-Transport-
Protein. Dieser wird Rec bezeichnet, ist Rev aber nahezu identisch. HERV-K hat im Laufe
der Zeit seine Infektiositat verloren, steht jedoch in Verdacht, bei der Entwicklung von
Tumoren beteiligt zu sein. Hierbei gibt es Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen der
Expression von Rec und der Entstehung von Keimzelltumoren. Staufen-1 ist ebenfalls ein
RNA-Transport-Protein. Es besitzt vier dsRNA-Bindedomanen (RBD2 bis RBD5) und eine
Tubulin-Bindedomane (TBD). Es interagiert tGber seine Doménen mit Rev/Rec und tragt zur
Replikation der Viren bei. Durch die FRET-Analyse mit einer Staufen-1-Verkirzungsmutante,
der RBD4 und RBDS5 fehlt, konnte im Rahmen dieser Arbeit festgestellt werden, dass diese
Doménen fur die Interaktion von Staufen-1 und Rev bzw. Rec nicht essentiell sind. Es
konnten trotz des Fehlens dieser Domanen positive FRET-Ubergange beobachtet werden.
Um die Interaktion zwischen Staufen-1 und Rev bzw. Rec genauer zu untersuchen, sind
weitere Experimente mit Verkirzungsmutanten noétig. Ebenfalls kénnten weitere FRET-
Analysen aufklaren, ob es Unterschiede in der Starke der Interaktion von SIV-Rev, HIV-1-
Rev und HERVK-Rec mit Staufen-1 gibt und, ob sich die Starke der Interaktion zwischen
Nukleus und Cytoplasma unterscheidet.
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Abbildung 15: Ergebnisse der Akzeptor-Photobleichung- Experimente mit HEK293T-Zellen. (A) HEK293T-
Zellen wurden mit pCDNA4B-SIV-Rev-CFP, pCDNA4B-HIV-1-Rev-CFP Klon 1 bzw. pPCDNA4B-HERVK-Rec-CFP
Klon 1 und pCMVTag2B-Staufen-1-YFP Kkotransfiziert. Wobei, dass durch die Transfektion mit dem
Staufen-1-YFP-Vektor exprimierte Staufen-1-YFP-Protein als Akzeptor dienen sollte und die durch die
Transfektion mit Rev/Rec-Vektoren exprimierten Proteine als Donor dienten. Fir die Positivkontrolle wurden
HelLa-Zellen mit pECFP-YFP transfiziert und fir die Negativkontrolle wurde mit pPCDNA-CFP und pCDNA-YFP
kotransfiziert.. Die cLSM Aufnahmen wurden vor (pre-bleach) und nach der Photobleichung des Akzeptors (post-
bleach) aufgenommen. Fur die Photobleichung wurde die Laserleistung des Argonlasers bei 514 nm auf 100%
eingestellt. Es wurden je Aufnahme drei Bereiche (ROI, regions of interest) markiert. Davon ein bis zwei innerhalb
der Zelle und ein bis zwei ROI auBerhalb der Zelle. Gebleicht wurde eine ROI auf3erhalb der Zelle und eine ROI
innerhalt der Zelle. Die Lange der Mal3stabsbalken betrédgt 5um. (B) Die Fluoreszenzintensitéat (I) des Donors
(CFP-Kanal) und des Akzeptors (YFP-Kanal) wurden mehrmals vor Photobleichung und wéahrend sich
wiederholender Photobleichungen gemessen.
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Tabelle 8: Rohdaten der FRET-Effizienzbestimmung

FRET-Effizienz (%)

HIV-Rev- HERVK-Rec-
%';':,‘ CFP/YFP gt';/u?:r‘]’fs';é CFPKlon1/ | CFPKlon 1/
Staufen-1-YFP | Staufen-1-YFP
22,5 3,0 9,7 7,8 8,6
20,0 3,8 4,3 4,3 6,6
22,6 3,7 6,2 6,2 11,5
18,47 1,7 54 54 13,6
19,16 0,46 7,4 7,4 11,0
-0,33 7,0
Mittelwert 20,5 2,1 6,6 6,6 9,8
Standardabweichung 1,9 1,7 2,1 1,2 2,9
Tabelle 9: Signifikanzwerte der FRET-Effizienzbestimmung
Proben p-value
CFP-YFP > CFP/YFP 0,00001
CFP/YFP->SIV-Rev-CFP/Staufen-1-YFP 0,03
CFP/YFP - HIV-1-Rev-CFP Klon 1/Staufen-1-YFP 0,006
CFP/YFP - HERVK-Rec-CFP Klon 1/Staufen-1-YFP 0,002
SIV-Rev-CFP/Staufen-1-YFP - HIV-1-Rev-CFP Klon 1/Staufen-1-YFP 1,0
HERVK-Rec-CFP Klon 1/Staufen-1-YFP - SIV-Rev-CFP/Staufen-1-YFP 0,08
HIV-1-Rev-CFP Klon 1/Staufen-1-YFP - HERVK-Rec-CFP Klon 1/Staufen-1-YFP 0,05
Tabelle 10: Rohdaten der PLA-Analyse
Anzahl PLA-Signale pro Zelle
Kontrolle SIV-Rev-CFP gllz\é,ll(:?) ?]Vi HCEFR;,VEI'OF;GT
0 14 21 10
0 25 8 7
0 9 35 4
0 12 7 21
3 7 46 13
0 14 28 6
0 11 16 7
0 8 15 14
0 15 11 10
0 17 9 8
2 8 15 6
0 6 6 14
0 7 31 6
1 10 20 14
0 12 22 12
0 9 22 7
0 17 8 22
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0 12 10 6
0 19 16 18
0 20 21 25
9 20 44 23
0 15 18 39
0 11 19 28
0 18 18 22
0 15 19 14
0 16 38 16
0 13 7 25
0 14 16 12
0 13 12 14
0 21 10 23
0 24 10 41
0 25 17 28
0 26 18 15
0 25 11 17
2 34 17 24
0 13 9 30
0 7 18 25
4 28 15
0 28
Mittelwert 0,5 15,8 18,0 17,0

Standardabweichung 1,7 6,9 9,8 9,3

Tabelle 11: Signifikanzwerte der PLA-Analyse

Proben p-value

Kontrolle > SIV-Rev-CFP 0,0000000000000002

Kontrolle > HIV-1-Rev-CFP Klon 1 0,00000000000005

Kontrolle > HERVK-Rec-CFP Klon 1 0,0000000000009

HIV-1-Rev-CFP Klon 1 - SIV-Rev-CFP 0,3

HERVK-Rec-CFP Klon 1 >HIV-1-Rev-CFP Klon 1 0,6

SIV-Rev-CFP - HERVK-Rec-CFP Klon 1 0,3
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