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1. Einleitung
1.1. Einfuhrung

Ende der 70er Jahre und Anfang der 80er Jahre wurden mehrere Falle von
Erkrankungen, infolge starker immunologischer Schwachung, von der ,Centers for
Disease Control and Prevention (CDC) gemeldet. Diese waren begleitet von Lymph-
adenopathien, ungewohnlichen Tumorerkrankungen (non-Hodgkin Lymphomen und
Kaposi Sarkomen) bzw. opportunistischen Erkrankungen wie einer Lungenent-
zundung. Hauptsachlich waren homosexuelle Manner und Drogenkonsumenten von
dem ,erworbenen Immunschwache-Syndrom* (engl. AIDS) betroffen. Ein neuer Typ
von Virus wurde aus erkrankten Patienten von Wissenschaftlern des Pariser Pasteur
Instituts um Montagnier (Barre-Sinoussi et al., 1983), von Gallo und Kollegen am NIH
(Gallo et al., 1984; Gallo et al., 1983; Popovic et al., 1984 b) (Gallo and Montagnier,
2003) und von Levy und Mitarbeitern am UCSF (Levy et al., 1984) isoliert. Dieses
Virus wurde spater als Humanes Immundefizienzvirus 1 (HIV-1) bezeichnet.

Das HIV-Genom zeigt eine nahe Verwandtschaft zu replikationsfahigen Retroviren
des Genus der Lentiviren (Chiu et al., 1985). Phylogenetische Untersuchungen von
geographisch unterschiedlichen Isolaten aus Europa, Nordamerika und Afrika
ergaben drei HIV-1 Gruppen, welche als M (main)-, O (outlier)- und N (non-M /non-
0O)-Gruppe definiert wurden (Gao et al., 1999). Die Gruppe M enthalt etwa 95 % aller
isolierten Viren und lasst sich in mehrere genetische Subtypen (u.a. A, B, C, D, F, G,
H, J und K) unterteilen (Robertson et al., 2000).

Nach Berichten der UNAIDS und WHO waren Ende 2007 etwa 33 Millionen
Menschen HIV infiziert. Etwa zwei Millionen Menschen starben an den Folgen der
Infektion im Jahr 2007.

1.2. Das HIV Genom und seine Proteine

Das HIV-1 Genom ist etwa 9 kb gro3 und besitzt insgesamt neun offene
Leserahmen. Drei dieser Leserahmen kodieren fur die drei Polyproteine Gag, Pol
und Env. Somit besitzt HIV den flr Retroviren typischen Genomaufbau. An den
Enden der reverse transkribierten HIV-DNA befinden sich die 5- und 3’- Long
terminal repeats (LTRs). Die 5-LTR dient als Promotor, wohingegen die 3’-LTR das
Transkriptionsterminations-und das Poly-A-Signal enthalt (Freed, 2001).
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Das Gen gag kodiert fur die Proteine Matrix MA (p17), Kapsid CA (p24),
Nukleokapsid NC (p7) und p6. Pol kodiert fur die Enzyme Reverse Transkriptase RT
(p66/p51), Protease PR (p11) und Integrase IN (p31). Das Transmembranprotein
gp41 (TM) und das Oberflachenprotein gp120 (SU) sind im Gen env kodiert.
Zusatzlich werden sechs weitere Proteine gebildet. Diese sind Rev, Tat, Nef, Vif, Vpr
und Vpu (Cullen, 1998a; Frankel and Young, 1998). Das provirale Genom des HIV-1
ist schematisch in Abbildung 1.1 dargestellt.

5-LTR 3-LTR

[Uslus, . UsfLs
oy | h

pol nef

—— ) ——

vpr vpu SU(gp120) TM(gp41)

Abbildung 1.1.: Schematische Darstellung des HIV-1-Genoms

Die HIV-1 Gene sind auf verschiedene Leserahmen auf der viralen mRNA kodiert. Die virale RNA
enthalt die drei typischen retroviralen Gene gag, pol und env und die Gene fir rev, tat, nef, vpr, vpu
und vif. An den beiden Enden der reverse transkribierten DNA befinden sich die 5’- und 3’-LTRs.

Die HIV-1 Proteine lassen sich in zwei Gruppen einteilen. Die eine Gruppe an
Proteinen (Nef, Rev und Tat) wird in der Zelle unabhangig von dem Rev-Protein
gebildet. Die zweite Gruppe (Env, Gag, Pol, Vif, Vpr und Vpu) entstehen durch
Translation von ungespleilten bzw. einfach gespleil3ten mRNA-Transkripten. Dieser

Prozess ist Rev-abhangig.

In Abbildung 1.2 ist der Aufbau des HIV-1 Virions schematisch dargestellit.
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Transmembranprotein Matrix-Protein MA (p17)
TM (gp41)

Oberflachenprotein
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RNA
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Abbildung 1.2.: Schematischer Aufbau des HIV-1 Virions
Die schematische Darstellung des Virus ist nicht mafistabsgetreu. In Klammern sind alternative
Benennungen der Proteine erwahnt.

1.3. Der HIV-1 Replikationszyklus

Das HI-Virus gelangt Uber eine Infektion in die Wirtszelle und integriert als Provirus in
das Wirtsgenom. Es kann auch Uber Endozytose von der Zelle aufgenommen
werden, wobei es nicht vollstandig geklart ist, ob das Virus nach einer
endozytotischen Aufnahme vollstandig repliziert.

Nach Interaktion der Oberflachenproteine gp120 des Virus mit dem
Oberflachenantigen CD4 der Wirtszelle, kommt es zu einer Konformationsanderung
des gp120-Komplexes, wodurch die Bindungsstellen fir Chemokinrezeptoren
(Korezeptoren CCR5 und CXCR4) freigelegt werden. CCRS5 ist der Korezeptor fur R5
Isolate, wohingegen CXCR4 der Korezeptor der X4 |solate ist. Es gibt auch Dual-
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trope HIV lIsolate, die beide Rezeptoren verwenden kénnen. Diese werden R5X4
genannt. Nach Interaktion von gp120 mit den Korezeptoren kommt es zu einer
erneuten Konformationsanderung innerhalb des gp120/gp41-Komplexes. Dies fuhrt
zum Eindringen des gp41 Fusionspeptids in die Plasmamembran der Wirtszelle. Die
Fusion (Abbildung 1.3 (1)) der Virusmembran mit der Plasmamembran fuhrt zur
Freisetzung des Kapsids in das Wirtszellinnere (Abbildung 1.3 (2)) (Freed, 2001;
Greene and Peterlin, 2002; Sierra et al, 2005). Die Freisetzung wird durch
Phosphorylierung der Matrixproteine (Cartier et al., 1999) und die viralen Proteine
Nef (Schaeffer et al., 2001) und Vif (Ohagen and Gabuzda, 2000) positiv beeinflusst.
Das in die Zelle freigesetzte Kapsid wird gedffnet und es entsteht der Reverse-
Transkriptase-Komplex (Abbildung 1.3 (3)). Die Reverse Transkriptase benutzt
tRNA"*-Molekiile als Primer fir das Umschreiben der viralen RNA in DNA. Durch
ihre zusatzliche RNAseH-Aktivitat, ist die RT in der Lage die RNA des neu-
synthetisierten DNA/RNA-Hybrids abzubauen. Kleine RNA-Fragmente, die von der
RNAseH nicht abgebaut wurden, werden als Primer fur die Synthese des
komplementaren DNA-Stranges verwendet. Die Proteine Integrase, das Matrix-
Protein MA und das Protein Vpr binden an diesen Komplex und bilden schlieflich
den Praintegrationskomplex (De Rijck et al., 2007; Freed and Martin, 2001).

Der Praintegrationskomplex wird anschliefiend aktiv in den Zellkern transportiert
(Abbildung 1.3 (4)). Das MA-Protein enthalt ein nukleares Lokalisationssignal. Die
Proteine Integrase und Vpr enthalten ebenfalls Signale, die den Kernimport
regulieren. Es wird vermutet, dass diese Proteine den Import beeinflussen. Mit Hilfe
des Enzyms Integrase kommt es zur Integration der viralen DNA in die genomische
DNA, wodurch das Virus als Provirus in der Zelle vorliegt (Abbildung 1.3 (5)) (Greene
and Peterlin, 2002).

Mittels zellularer Transkriptionsfaktoren (z.B. NF-kB), die an die 5’-LTR binden, wird
die Transkription des Provirus in Gang gesetzt. Vollstandig gespleil3te mRNA-
Molekulle werden, nach Transport ins Zytoplasma, in die Proteine Tat, Rev und Nef
translatiert, welche die Proteine der frihen Phase darstellen (Abbildung 1.3 (7-8)).
Das Tat-Protein wird in den Zellkern transportiert und bindet an die TAR-Sequenz auf
der mRNA (Abb3 1.3 (6)) und rekrutiert die zellularen Molekille Cyclin T und CDK9
an diese Stelle. CDK9 phosphoryliert die RNA-Polymerase I, wodurch es zu einer

Erhdhung der Transkriptionsrate kommt (Brady and Kashanchi, 2005; Peruzzi,
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2006). Zudem besitzt das Tat-Protein eine wichtige Funktion bei der Rekrutierung
von Histon Acetyltransferasen (HAT) zur Lockerung von Chromatinstrukturen an der
5-LTR (Quivy et al, 2007). Das Rev-Protein wird ebenfalls in den Zellkern
transportiert und bindet dort an das Rev response element (RRE) auf unvollstandig
gespleifdten mRNA-Molekulen (Abbildung 1.3 (9)). Das Rev-Protein, zusammen mit
zahlreichen zellularen Proteinen, vermittelt den Transport von ungespleif3ten und
einfach gespleiRten mRNA-Molekulen in das Zytoplasma (Abbildung 1.3 (10)). Dies
ermdglicht in der spaten Phase die Bildung der Strukturproteine Matrix, Kapsid und
Nucleocapsid, der Hullproteine gp120 und gp41, der Enzyme Reverse Transkriptase,
Protease und Integrase und der Proteine Vif, Vpr und Vpu (Abbildung 1.3 (11))
(Freed, 2001). Gleichzeitig werden nur noch geringe Mengen an vollstandig
gespleiiten mRNA-Molekulen gebildet. Daher entstehen in dieser Phase kaum
regulatorische Proteine (Cullen, 1998b).

Die Gag- und Gag-Pol-Proteine werden an freien Ribosomen gebildet und lagern
sich Uber den Mpyristylanker an die Innenseite der Plasmamembran an. Die
Oberflachenmolekile gp41 und gp120 entstehen am rauen endoplasmatischen
Retikulum (ER) als gp160-Vorlauferprotein. Sie werden im ER und Golgiapparat in
die einzelnen Proteine geschnitten und glykosyliert. Uber den Golgi Apparat werden
sie an die Zelloberflache transportiert. Mit Hilfe der Matrixproteine werden zwei RNA-
Molekule, zusammen mit weiteren viralen Proteinen, in neue Virionen verpackt
(Freed, 2001; Greene and Peterlin, 2002). Bei Knospung des Virus aus der Wirtszelle
setzt sich die Protease autokatalytisch aus dem Gag-Pol Polyprotein frei. Als Dimer
schneidet sie das Gag-Pol Vorlauferprotein in die einzelnen Gag und Pol Molekul-

bestandteile. Dadurch kommt es zur Reifung neuer Virionen (Abbildung 1.3 (12)).

Abbildung 1.3. (nachste Seite): Detaillierte Vorgiange im Replikationszyklus von HIV-1

Nach Fusion (1) und Freisetzung (2) wird die virale mRNA mittels Reverser Transkriptase in DNA
umgeschrieben (3). Anschlief3end bildet sich der Praintegrationskomplex, der die Kernmembran aktiv
passiert (4). Mit Hilfe der Integrase wird die DNA in das Wirtsgenom eingebaut (5).

Durch zellulare Transkriptionsfaktoren wird die Transkription der Proteine Tat, Rev und Nef in der
frihen Phase induziert (6-8). Nach Import von Tat und Rev in den Zellkern, bindet Tat an die TAR-
Sequenz auf der mRNA und steigert die Transkriptionsrate. Rev vermittelt den Transport
ungespleillter und unvollstandig gespleillter mRNA ins Zytoplasma (9-10), sodass Strukturproteine,
Enzyme, Vif, Vpr und Vpu entstehen kdnnen (11). Nach Zusammenbau, Freisetzung und Reifung
entstehen neue Viren (12).
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1.4. Das regulatorische Protein Rev

Rev ist ein kleines Phosphoprotein (116 Aminosauren) mit einem berechneten
Molekulargewicht von etwa 13 kDa. Eine sehr wichtige Aufgabe des Rev-Proteins ist
die Stabilisierung und Vermittlung des Transports Intron-haltiger mMRNA-Molekule ins
Zytoplasma. Eine Translation unvollstandig gespleiter mRNA ist normalerweise in
eukaryotischen Zellen nicht moglich. Diese RNA-Molekdlle sind jedoch wichtig fur die
Produktion viraler Strukturproteine und Enzyme (Kjems and Askjaer, 2000). Dem
Rev-Protein wird zudem eine wichtige Rolle bei der Translation der transportierten
RNA zugeschrieben. Hierbei scheint das Rev-Protein die Assoziation der RNA an

das Polysom zu férdern (Arrigo and Chen, 1992 a; D'Agostino et al., 1992).
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Das Rev-Protein ,shuttelt® zwischen dem Zellkern und dem Zytoplasma. Hierfur
bendtigt es zwei wichtige Molekildoméanen:

Das Kernexportsignal (NES) befindet sich im Bereich der Aminosauren 75 bis 84 und
besitzt mehrere, fur die Funktion wichtige Leucin-Aminosauren (Abbildung 1.4).
Durch Bindung des zellularen Exportfaktors CRM1 und weiteren zellularen Proteinen
und Nukleoporinen an diese Region, wird der Transport unvollstandig gespleil3ter
mMmRNA-Molekule ins Zytoplasma vermittelt (Kjems and Askjaer, 2000; Malim et al.,
1991; Ragheb et al.,, 1995). Das argininreiche Motiv (ARM) ist zum einen das
Kernlokalisationssignal (NLS) von Rev und vermittelt den Import von Rev in den
Zellkern. Zum anderen stellt es die Bindesequenz fur die mRNA dar. Die ARM-
Region erstreckt sich von Aminosaure 35 bis 50 (Abbildung 1.4). Rev interagiert mit
der RNA durch Bindung an die RRE-Sequenz, die in der env-Region kodiert ist. Die
RRE ist eine Sekundarstruktur der RNA mit vielen Schleifen-Regionen. Die Stem-
Loop-1IB-Region (SLIIB) der RRE stellt die initiale Bindesequenz fir das Rev-Protein
dar (Hope et al., 1990; Malim et al., 1989).

Die volle Funktion von Rev wird durch Oligomerisierung des Proteins an der RNA
erreicht. Die Bereiche, die zur Multimerbildung notwendig sind, sind nicht genau
bekannt, werden jedoch auf die Aminosauren 11 bis 29 und 52 bis 60 eingeschrankt
(Thomas et al., 1998) (Abbildung 1.4). Untersuchungen am C-Terminus von Rev
zeigten, dass dieser Bereich auch fur die Oligomerisierung wichtig ist. Eine Deletion
der Aminosauren 87 bis 116 setzte die Mulitimerisierungsfahigkeit um mehr als 80%
herab, eine Deletion der Aminosauren 101 bis 116 um 40% (Hakata et al., 2002).

Die Tertiarstruktur des Rev-Proteins ist nicht vollstandig geklart. Fur die
aminoterminale Halfte des Rev-Proteins werden zwei o-Helices vorgeschlagen.
Diese Daten wurden durch CD-Spektroskopie Untersuchungen (Auer et al., 1994),
NMR Studien (Blanco et al, 2001; Havlin et al., 2007) und Mutagenesestudien
(Thomas et al., 1997) ermittelt. Diese beiden Sekundarstrukturen sind durch eine
prolinreiche Schleife voneinander getrennt. Die Schleife bringt die beiden a-Helices
in raumliche Nahe, sodass sie miteinander interagieren und eine Helix-Loop-Helix-
Struktur ausbilden kénnen (Auer et al., 1994). Die genauen Aminosauren, welche die
o-Helices ausbilden, sind noch nicht bekannt. Die Aminosauren 8 bis 26 und 34 bis
59 kénnen nach Studien von Thomas et al. fur die Ausbildung der a-Helices

ausschlaggebend sein (Thomas et al., 1997) (Abbildung 1.4).
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Die Aktivierungsfunktion von N-terminalen Rev-Deletionsmutanten wurde in einigen
Studien untersucht. Hierbei konnten unterschiedliche Auswirkungen der N-terminalen
Deletion auf die Rev Funktion ermittelt werden. Anhand der gemessenen Gag-
Produktion konnten sowohl nahezu voll-funktionelle sowie funktionslose Rev-
Mutanten beobachtet werden (Jeong et al., 2000; Malim et al., 1989). Dem
C-terminalen Ende des Proteins konnte hingegen bis jetzt keine eindeutige Funktion
zugewiesen werden. C-terminale Deletionsmutanten zeigten in Funktionstests
gleiche Transaktivierungsfahigkeiten wie das Wildtyp-Protein (Lam et al., 1998;
Venkatesh and Chinnadurai, 1990).

Die zellulare Casein Kinase 2 phosphoryliert Rev an den Aminosauren 5 und 8
(Marin et al., 2000; Meggio et al., 1996). Die Serine 54 und 56 werden hingegen
durch die Proteinase K alpha-Untereinheit phosphoryliert (Fouts et al., 1997). Diese
Phosphorylierung hat eine Anderung der Konformation zur Folge, wodurch die RNA-

Bindungsaffinitat gesteigert wird.

Kern-Lokalisations- Kern-Exportsignal
signal und RNA und Aktivierungs-
Bindungseinheit domane
1 35 50 75 84 116
) | NLS | ) NES | )
Multimerisierungs- Multimerisierungs-
domane domane
Helix 1 Helix 2

1 MAGRSGDSDEELIRTVRLIKLLYQSN.N 30
31 PEGTRQARRNRRRRWRERQRQIHSISERII 60

61 GTYLGRSAEPVPLQ CNEDCG 90

91 TSGTQGVGSPQILVESPTVLESGTKE 116

Abbildung 1.4.: Schematische Darstellung der HIV-1 Rev-Sequenz.

Die Rev-Sequenz enthalt mehrere wichtige Sequenzelemente. Die argininreiche Sequenz (ARM) von
Aminosaure 35 bis 50 (griin) ist fir die RNA-Bindung und den Import von Rev in den Zellkern wichtig
(Nukleares Lokalisationssignal - NLS). Die NES (orange) enthalt mehrere Leucine und ist fir den
Export und somit die Transaktivierung durch Rev notwendig. Zusatzlich besitzt Rev zwei
Multimerisierungsdomanen (rot), welche auf die Aminosauren 11 bis 29 und 52 bis 60 eingeschrankt
werden konnen. Die Bereiche, welche die beiden a-Helices ausbilden (gelb), reichen von Aminosaure
8 bis 29 bzw. von 34 bis 59.
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Die Vermittlung des RNA-Transportes durch das Rev-Protein ist im Folgenden
vereinfacht dargestellt.

Das Rev-Protein interagiert mit zwei wichtigen Transportfaktoren. CRM1 ist fur den
Export zustandig, Importin-f dagegen fur den Import des Rev-Proteins. Beide
zellularen Transportfaktoren werden Uber die RanGTPase reguliert. RanGTP ist in
groRen Mengen im Zellkern lokalisiert, wohingegen RanGDP nur in kleinen Mengen
im Zellkern vorkommt. Das umgekehrte Verhaltnis liegt im Zytoplasma vor (Mattaj
and Englmeier, 1998).

Im ersten Schritt des mRNA-Exports kommt es zur Bindung von Rev an die mRNA
mittels ARM-RRE-Interaktion. RanGTP-gebundenes CRM1 bindet anschliefiend an
die NES des Rev-Proteins (Abbildung 1.5 (1)). Im zweiten Schritt gelangt dieser
MRNA-Protein-Komplex zum Kernporenkomplex, wo sie mit mehreren Nukleo-
porinen (z.B. RIP/Rab, NLP-1 bzw. Nup-Proteinen) interagiert. Die Translokation
durch die Kernpore ist nicht genau geklart. Jedoch spielt die Interaktion von CRM1
mit den Nukleoporinen dabei eine wichtige Rolle. Im Zytoplasma wird das RanGTP
des mRNA-Protein-Komplexes zu RanGDP hydrolysiert (Abbildung 1.5 (2)). Bei der
Hydrolyse spielen die Proteine RanBP 1 und 2 eine wichtige Rolle. Durch die
Hydrolyse wird CRM1 von dem mRNA-Protein-Komplex freigesetzt (Abbildung 1.5
(3)) (Freed, 2001). Die ungespleite bzw. unvollstandig gespleiite mRNA wird
anschlieend translatiert oder dient als Genom fur die Freisetzung neuer Virionen.
Rev bindet im nachsten Schritt mit seiner NLS an Importin-g und wird zurick in den
Zellkern transportiert (Abbildung 1.5 (4)). Im Zellkern bindet RanGTP an Importin-f
und verursacht die Freisetzung von Rev aus dem Komplex (Abbildung 1.5 (5)). Rev
kann im nachsten Zyklus wieder an die RNA binden und diese ins Zytoplasma

transportieren (Abbildung 1.5 (6)) (zusammengefasst in (Cullen, 1998b)).
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Abbildung 1.5.: Funktionsweise von Rev beim RNA-Transport

(1) Rev bindet an die RRE auf der mMRNA. RanGTP-gebundenes CRM1 interagiert anschliefend mit
der Rev-NES und transportiert diesen Komplex durch den Kernporenkomplex. (2) Im Zytoplasma wird
RanGTP zu RanGDP hydrolysiert. (3) Dies verursacht die Freisetzung der mRNA von CRM1 fir die
Translation. (4) Importin-g bindet an Rev und transportiert es zuriick in den Zellkern. (5) Im Kern
interagiert RanGTP mit Importin-p und verursacht die Freisetzung von Rev, welches (6) im nachsten
Zyklus wieder an die RNA bindet und den Transport vermitteln kann.

1.5. HIV-1 Rev in humanen Astrozyten

HIV befallt neben Lymphozyten auch Zellen des zentralen Nervensystems (ZNS).
Neben Mikroglia und Makrophagen werden auch Astrozyten infiziert (Brack-Werner,
1999; Kramer-Hammerle et al., 2005b). Neueste Studien zeigen, dass ebenfalls
adulte, neurale Stammzellen, die sich in Astrozyten, Oligodendrozyten bzw.
Neuronen differenzieren kdnnen, von HIV-1 infiziert werden (Rothenaigner et al.,
2007).

Die Virusreplikation ist in humanen Astrozyten im Vergleich zu z.B. T-Zellen stark

vermindert. Die chronisch infizierte Astrozytomzelllinie TH4-7-5 zeigt eine deutlich
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geringere Produktion des viralen Strukturproteins p24. Northern Blot Analysen
zeigten, dass nur geringe Mengen an ungespleiten bzw. einfach gespleildten
Transkripten vorliegen (Brack-Werner et al., 1992; Neumann et al., 1995). Eine
wichtige Ursache fur die geringe Virusreplikation ist die um etwa 90 % verminderte
Transaktivierungsfunktion von Rev in infizierten Astrozyten im Vergleich zu HIV-
permissiven Kontrollzellen (z.B. HeLa-Zellen) (Ludwig et al., 1999). Das Rev-Protein
ist jedoch in HIV-1 infizierten Astrozyten vorhanden (Neumann et al, 1995).
AuRerdem ist bekannt, dass die RNA-Bindung und die Oligomerisierung von Rev in
Astrozyten vollstandig funktioniert (van Empel, 2000). Die intrazellulare Lokalisation
des Rev-Proteins in Astrozyten ist gegenuber HIV-permissiven HelLa-Zellen deutlich
verandert. In HelLa-Zellen ist Rev bis zu 90 % im Zellkern, insbesondere in den
Nukleoli lokalisiert. In Astrozyten ist Rev jedoch nur zu etwa 30 % im Zellkern
vorhanden (Neumann et al., 2001). Demnach besitzt Rev in Astrozyten und Hela-
Zellen (aktive HIV-1 Produzenten) unterschiedliche biologische Aktivitaten.

Dem HIV-1 Rev-Protein wird eine Beteiligung an der Translation viraler
Strukturproteine und Enzyme zugeschrieben (Arrigo and Chen, 1992 a; D'Agostino et
al., 1992). In Astrozyten wurde beschrieben, dass die Translationsaktivitadt herab-
gesetzt ist und dies ein Grund fur die geringe Produktion viraler Strukturproteine sein
koénnte (Gorry et al., 1999).

Fur die HIV-1 Replikation sind mehrere zellulare Co-Faktoren beschrieben. Zwei
dieser Faktoren, die in der Lage sind mit dem Rev-Protein zu interagieren, sind die
Proteine Sam68 (Li et al., 2002) und DDX1 (Fang et al., 2004). Fur Sam68 konnte
gezeigt werden, dass dieses Protein in der Astrozytomzelllinie U87.MG in geringeren
Mengen vorkommt und seine Expression nach einer HIV-Infektion weiter abnimmt.
Nach Uberexpression von Sam68 in dieser Zelllinie konnte die HIV-1 Produktion
erhoht werden. Somit scheint Sam68 die verminderte HIV Produktion in U87.MG
Zellen wieder anheben zu koénnen (Li et al., 2002). Der Vergleich von Astrozyten und
HelLa-Zellen deutet darauf hin, dass das DDX1-Protein in Astrozyten starker im
Zytoplasma lokalisiert. Die Uberexpression von DDX1 zusammen mit RevGFP in
Astrozyten flhrte zu einer Anreicherung des RevGFP-Proteins im Zellkern der Zellen.
Zudem konnte nach Uberexpression von DDX1 eine erhdhte Virus Produktion
gemessen werden (Fang et al., 2005). Die Autoren stellten die Hypothese auf, dass

DDX1 ein wichtiger Co-Faktor fur die Rev Lokalisation und Funktion in Astrozyten ist.
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Die Ergebnisse beider Untersuchungen stellen weitere Erklarungsmaoglichkeiten fur
die verringerte Virusreplikation in Astrozyten dar.
Nachdem die Ursache fur die verminderte Virusproduktion in Astrozyten nicht

vollstandig geklart ist, missen kombinierte Effekte in Betracht gezogen werden.

1.6. Zellulare Interaktionspartner von HIV-1 Rev

Die Interaktion von Rev mit zellularen Proteinen wurde mit Hilfe von unterschied-
lichsten Methoden adressiert. Diese waren Two-Hybrid Analysen, in vitro ,Pull-down®
Untersuchungen mit rekombinanten Proteinen, ,cross-linking® Analysen mit Rev-
Peptiden, Kolokalisationsexperimente und Co-Immunprazipitationen mit Zell-
extrakten, die das Rev Protein und das zu untersuchende Protein Uberexprimierten.
Die bekannten zellularen Rev-interagierenden Proteine sind in der ,human protein

interaction database“ (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/RefSeq/HIVInteractions/rev.html)

zusammengestellt. Im Folgenden werden diese, bereits publizierten Rev-
interagierenden Faktoren im Uberblick beschrieben. Eine Zusammenfassung dieser
Daten ist im Anhang (siehe Anhang Abschnitt 10.2, Tabelle 10.1) dargestellt.

An die NLS des Rev-Proteins binden die Proteine B23, Importin-, Importin-5,
Importin-7, Transportin und p32. Mit Hilfe von Affinitatschromatographie-Analysen mit
rekombinantem Rev und Importin-p konnte die Bindung von Rev an Importin-f
gezeigt werden (Arnold et al., 2006; Henderson and Percipalle, 1997; Truant and
Cullen, 1999). Dabei bindet Importin-f an die NLS von Rev, da keine Interaktion von
Importin-f mit der Rev M6 Mutante (Malim, 1989) gezeigt werden konnte. Importin-f3
vermittelt den Import von HIV-1 Rev. Des Weiteren konnte in Affinitatschromato-
graphie-Studien gezeigt werden, dass Rev uber seine NLS-Domane mit weiteren
Transportproteinen (Transportin, Importin-5 und Importin-7) interagiert. Diese
Interaktionen sollen den Kernimport des Rev-Proteins unterstitzen (Arnold et al.,
2006). Das Protein B23 (Nucleophosmin 1) interagierte in Sdulenchromatographie-,
Sucrosegradient- bzw. Equilibrium Dialyse-Untersuchungen mit dem Rev-Protein
(Fankhauser et al., 1991; Szebeni et al., 1995). Durch die Verwendung eines NLS-
Peptids wurde die Interaktionsdomane auf die NLS festgelegt. Es ist gezeigt, dass

B23 den Kernimport von Rev stimuliert (Szebeni et al., 1997) und Aggregationen des
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Rev-Proteins entgegenwirkt (Szebeni and Olson, 1999). Die Bindung des humanen
p32-Proteins an das Rev-Protein konnte in GST-Affinitatschromatographie-Analysen
gezeigt werden. Die NLS des Rev-Proteins war fur die Bindung verantwortlich (Luo et
al.,, 1994; Tange et al., 1996). P32 ist in der Lage als Gegenspieler zu SF2/ASF das
SpleilRen von HIV Transkripten zu inhibieren (Zheng et al., 2003).

An die Aminosauren 38 — 60 bindet das Risp-Protein, ein erst kirzlich identifizierter
Rev-interagierender Faktor. Die Untersuchungen wurden durch Y2H, M2H und
Kolokalisationexperimente durchgefuhrt. Das Risp-Protein ist in der Lage die Rev-

Funktion zu inhibieren (Kramer-Hammerle et al., 2005a).

Fur die NES-Domane, welche fur den Kernexport von Rev notwendig ist, sind viele
Rev-interagierende Proteine bekannt. Diese Proteine sind CRM1, elF-5A, diverse
Proteine des Kernporenkomplexes (NLP-1, Nup98, Nup214 und RIP/Rab1),
Prothymosin a und Sam68. In mehreren Untersuchungen (Y2H, M2H, in vitro
Affinitatschromatographie, und Kolokalisation) konnte die Interaktion von Rev mit
CRM1 gezeigt werden (Askjaer et al., 1998; Bogerd et al., 1998; Fornerod et al.,
1997; Neville et al., 1997; Zolotukhin and Felber, 1999). Diese Interaktion konnte
durch Verwendung der Rev M10 Mutante (Malim, 1989) auf die NES-Region des
Rev-Proteins eingegrenzt werden. Die Interaktion zwischen den Proteinen Rev und
CRM1 ist essentiell fir den Kernexport. Die Bindung des Proteins elF-5A an ein Rev-
NES-Peptid konnte mittels ,Cross-linking“ Experimenten, BlAcore- und Affinitats-
chromatographie-Analysen gezeigt werden (Hofmann et al., 2001; Ruhl et al., 1993).
Dieses Protein ist fir den Export von Rev wichtig. Die Nukleoporine NLP-1, Nup98,
Nup214 und RIP/Rab1 interagierten in mehreren Untersuchungen mit HIV-1 Rev
(Bogerd et al., 1995; Farjot et al., 1999; Fritz et al., 1995; Kiss et al., 2003; Stutz et
al., 1996; Stutz et al, 1995; Zolotukhin and Felber, 1999). Die Proteine des
Kernporenkomplexes sind am Exportvorgang durch die Kernporen wesentlich
beteiligt. Das KH-Domane Protein Sam68 interagierte in Co-Immunprazipitationen
mit dem Rev-Protein (Li et al, 2002). Sam68 fordert den Kernexport des Rev-
Proteins und steigert die HIV-1 Replikation. Ein weiteres Protein, das den Kernexport
induzieren konnte, ist Prothymosin a. In Affinitatschromatographie-Untersuchungen
konnte nachgewiesen werden, dass dieses Protein mit der NES des Rev-Proteins

interagiert (Kubota et al., 1995).
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AulBerhalb der NLS und NES sind noch weitere zellulare Rev-interagierende
Faktoren bekannt. Die Proteine DDX1, DDX3 und DDX24 der Klasse der DEAD box
RNA Helikasen binden an das Rev-Protein. DDX1 bindet an die Aminosauren
10 — 24 von HIV-1 Rev. Diese Bindung wurde mittels Y2H, M2H, Affinitdtschromato-
graphie und Immunprazipitation nachgewiesen. Es wird postuliert, dass diese
Interaktion fur die Rev-RRE-Bindung und fur die Rev-Lokalisation wichtig ist (Fang et
al., 2004). In Immunprazipitationsanalysen konnte gezeigt werden, dass die Proteine
Rev und DDX3 miteinander interagieren. Es konnte ebenfalls nachgewiesen werden,
dass DDX3 mit CRM1 interagiert. Demnach konnte der Komplex aus Rev, CRM1
und DDX3 wichtig fur den Kernexport sein (Yedavalli et al., 2004). Eine Inteaktion
zwischen dem Rev-Protein und DDX24 wurde mittels Co-Immunprazipitation gezeigt.
Die Verminderung der DDX24-Expression fuhrte zur Freisetzung von Viren, die
weniger infektids waren im Vergleich zur Negativkontrolle. Hierbei spielt DDX24 eine
wichtige Rolle bei der Verpackung der viralen RRE-RNA in Viruspartikel (Ma et al.,
2008). In einer weiteren Studie konnte die Interaktion zwischen den Proteinen Hax-1
(HS1-associated protein X-1) und Rev nachgewiesen werden (Modem and Reddy,
2008). In dieser Arbeit wurde die Inhibierung der Rev-abhangigen RRE-vermittelten
Genexpression durch Hax-1 beobachtet. Das Rev-Protein bindet des Weiteren an
eine C-terminal veranderte Variante des NF90-Proteins (NF90ctv). NF90ctv
inhibierte den Rev-vermittelten RNA-Transport durch die Interaktion mit HIV-1 Rev
(Urcuqui-Inchima et al., 2006). Ein Kinesin-ahnliches Protein REBP (Rev/Rex
effektor binding protein) interagierte in Y2H und Immunprazipitationsanalysen mit
den Aminosauren 59-98 von Rev. Hierbei gehen die Autoren von einer Koaktivierung
des Rev-Proteins zusammen mit RIP/Rab aus (Venkatesh et al, 2003). In
Mutationsanalysen, konnte die Rev-Bindungssequenz fir das Protein Casein
Kinase 2 auf die beiden Helices von Rev eingegrenzt werden (Meggio et al., 1996).
Casein Kinase 2 ist wichtig fur die Phosphorylierung der beiden Serine im
N-Terminus von Rev. Schlie3lich konnte gezeigt werden, dass Rev ebenfalls mit dem
Zytoskelett interagiert. Rev ist in der Lage mit Tubulin so genannte Rev-Tubulin-
Toroide (RTT) auszubilden. Eine 1 — 59 Mutante des Rev-Proteins konnte ebenfalls
RTTs ausbilden. Somit konnte die Bindungsdomane auf diese Aminosauren
eingegrenzt werden (Watts et al., 2000). Diese Interaktion fuhrt zu einer

Depolimerisierung und Destabilisierung von Mikrotubuli.
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Abbildung 1.6 zeigt bekannte Rev-interagierende Faktoren und die entsprechenden

Rev-Protein-Domanen, mit welchen die zellularen Proteine interagieren.

Helix 1 Helix 2
Multimerisierungs- Multimerisierungs-
domane domane
NES
1 10 75 84 116
1 59
8 59
59 98
10 24 38 60
35 50 75 84
B23 CRM1
Tubulin Importin-B elF-5A
Importin-5 NLP-1
DDX1 Importin-7 Risp Nup98
Transportin Nup214
p32 RIP/Rab1 REBP

Prothymosin o

Casein Kinase 2

Sam68

DDX3,DDX24, Hax-1und NF90ctv: Interaktionsdomdne unbekannt (s. Anhang 10.2 / Tabelle 10.1)

Abbildung 1.6.: Zusammenstellung Rev-interagierender zelluldrer Faktoren

In der Literatur beschriebene Rev-interagierende Faktoren sind in dieser Abbildung dargestellt. Die
jeweiligen Rev-Protein-Domanen, mit welcher die zellularen Proteine interagieren, sind schematisch
abgebildet. Eine detallierte Aufstellung der Interaktionen ist im Anhang Abschnitt 10.2, Tablle 10.1
zusammengestellt.

1.7. Wichtige Eigenschaften von hnRNP-Proteinen

In Abschnitt 1.6 wurden zellulare Proteine, welche mit dem Rev-Protein interagieren,
zusammengefasst. Darlber hinaus existieren viele zellulare Proteine, die mit der
HIV-1 RNA interagieren und die HIV-1 Replikation beeinflussen kénnen (Stoltzfus
and Madsen, 2006). Eine gro3e Gruppe von RNA-bindenden Proteinen, die einen
Einfluss auf die HIV-1 Replikation haben, sind die hnRNP Proteine. In diesem

Abschnitt werden einige wichtige Eigenschaften dieser Gruppe beschrieben.
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HnRNP Proteine (hnRNP A — U), welche auch als ,Histone der RNA" bezeichnet
werden, gehoren zu den am haufigsten vorkommenden Proteinen im Zellkern von
Metazoen. Sie sind in der Lage die pra-mRNA zu verpacken, indem mehrere hnRNP-
Proteine kooperativ an RNA-Segmente von etwa 500 Nukleotiden binden (Reed and
Magni, 2001). Die hnRNP Proteine bilden dabei so genannte hnRNP-Partikel, die
jeweils eine Grolie von etwa 30S besitzen. Die hnRNP-Partikel sind vom Spleillosom
ausgespart und im Zellkern gleichmafig verteilt. Bei hnRNP Proteinen sind zwei
Typen von RNA-Bindungsmotiven bekannt. Zum einen besitzen hnRNP-Proteine
RRM (RNA recognition motif)-Domanen (z.B. hnRNP-A1, hnRNP-Q, hnRNP-R), zum
anderen KH (K-homolog)-Domanen (hnRNP-K, hnRNP-E1 und hnRNP-E2). Neben
den klassischen RNA-Bindungsdomanen besitzen hnRNP Proteine auch RGG
(Arginin-Glycin-Glycin)-Wiederholungen als RNA-Bindungsmotive. Es gibt hnRNP-
Proteine, die zwischen dem Zellkern und dem Zytoplasma ,shutteln“ (z.B. hnRNP-
A1, | oder K) kdnnen, wohingegen andere in der Regel im Zellkern lokalisieren (z.B.
hnRNP-C). Diese unterschiedliche Verteilung der hnRNP Proteine innerhalb der
Zelle ergibt sich aus den diversen Funktionen, welche die einzelnen hnRNP Proteine
ausuben (zusammengefasst in (Dreyfuss et al., 2002; Reed and Hurt, 2002; Reed
and Magni, 2001)).

HNnRNP Proteine besitzen viele Funktionen in der Zelle. Sie sind an der Regulation
der Transkription, am alternativen Splei3en, an der Prozessierung des 3’-Endes, an
der Erhaltung der Telomerlange, an der Genrekombination von Immunglobulinen und
an der mRNA-Stabilitat beteiligt. Zudem sind hnRNP Proteine, die in der Lage sind
zu ,shutteln® (z.B. hnRNP-A1 oder K), an zellularen Prozessen des mRNA Exports,
der Regulation der Translation bzw. der zytoplasmatischen mRNA Degradation

beteiligt (zusammengefasst in (Dreyfuss et al., 2002; Kim and Dreyfuss, 2001)).

1.8. Zielsetzung der Arbeit

Die biologischen Aktivitdten von Rev unterscheiden sich in Astrozyten und Hela-
Zellen. Das Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung von bisher unbekannten Rev-
interagierenden Proteinen in Astrozyten und die Analyse der Interaktion dieser
Faktoren mit Rev in HelLa-Zellen. Schliellich sollte der Einfluss der neuen Rev-
Interaktoren auf die Rev-Funktion im Rev-Reportersystem und auf die HIV-1

Replikation in verschiedenen chronisch infizierten Zelltypen untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Material
2.1.1. Puffer

Produkte (Hersteller)

Zusammensetzung

Anhydrotetracyclin in Dimethylformamid

2 mg/ml Anhydrotetracyclin in DMF

Auftragspuffer fur DNA

15 % Ficaoll,

5 mM EDTA,

0,01 % Bromphenolblau,
0,01 % Xylenxyanol

Glycin-Losung

1 M Glycin (w/v) in HO

IPTG Losung 0,2 %

0,2 % IPTG (w/v) in HO

IPTG Losung 1 M

1M IPTG (w/v) in HO

Lysispuffer fur eukaryotische Zellen
(StrepTagll-Affinitatschromatographie)

20 mM Tris/HCI pH 7,4
150 mM NacCl

1 mM EDTA

1 % Triton X-100
Protease-Inhibitortabletten

Lysispuffer fur eukaryotische Zellen
(Immunprazipitation)

1xTBSpH 7,4

1 % Triton X-100

2 mM EDTA

10 mM EGTA

10 mM N82P207

1,2 % PIM

0,44 % PMSF
Phosphatase-Inhibitor-Cocktail

Lysispuffer fur prokaryotische Zellen

100 mM Tris/Hcl pH 8,0
150 mM NaCl

1 mM EDTA

0,5 mg/ml Lysozym
Protease-Inhibitortabletten

PBS (Phosphat gepufferte Saline) pH 7,4

140 mM NacCl,

5,4 mM KClI,

9,7 mM NaxHPO42'H,0,
2 mM KH2PO4

PBS-T pH7,4

PBS mit 0,1 % Tween-20

SDS-Lésung (10%)

10 % Natriumdodecylsulfat (w/v) in

H.O
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StrepTagll
Wasch- und Elutionspuffer

100 mM Tris/HCI pH 8,0
250 mM, 500 mM oder 1,5 M NaCl
1 mM EDTA

Stripping Puffer

0,2 M Gilycin,
0,1 % SDS
pH 2,2

TAE (50x)

2 M Tris-Acetat,
100 mM EDTA,
10 mM Tris-HCI

X-Gal Loésung

2 % X-Gal
in 100% N,N-Dimethylformamid

2.1.2. Chemikalien und Reagenzien

Produkte Hersteller
2 log DNA Ladder New England Biolabs, Schwalbach
Ampicillin Sigma, Deisenhofen

Anhydrotetracyclin (ATC)

Sigma, Deisenhofen

Antibiotika-Antimykotika-Losung
(Gibco, Karlsruhe)

10000U/ml Penicillin G
10000pg/ul Streptomycin
25 pg/pl Amphotericin B

Aqua bidest. (Milli-Q)

Millipore, Schwalbach

3-Mercaptoethanol

Stratagene, Amsterdam, NL

Bovines Serumalbumin (BSA)

New England Biolabs, Schwalbach

Bromphenolblau

Merck, Darmstadt

Calf Intestinal Alkaline Phosphatase (CIP)

New England Biolabs, Schwalbach

dNTPs (Einsatz: je 125 yM Endkonzentration)

Promega, Madison, USA

DMF Sigma, Deisenhofen
DMSO Sigma, Deisenhofen
EDTA Sigma, Deisenhofen
Ethanol Merck, Darmstadt

Ethidiumbromid (1% w/v)

Serva, Heidelberg

FACS Flow, Clean und Rinse

BD Biosciences, Heidelberg

Fotales Kalberserum (FCS)

Biochrom AG, Berlin

FUuGENE™ HD Transfektionslésung

Roche Diagnostics, Mannheim
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Geniticin (G418)

Invitrogen, Karlsruhe

HCI Neolab, Minchen
IPTG Sigma, Deisenhofen
Isopropanol Merck, Darmstadt

MES-Puffer (20x) Elektrophoresepuffer fur
SDS-PAGE

Invitrogen, Karlsruhe

Methanol

Merck, Darmstadt

NaCl

Sigma, Deisenhofen

Paraformaldehyd (eingesetzt: 2% in PBS)

Sigma, Deisenhofen

Penicillin/Streptomycin-Losung
(Gibco, Karlsruhe)

10000U/ml Penicillin G
10000pg/ul Streptomycin

Proteinstandard (SeeBlue Plus 2)

Invitrogen, Karlsruhe

Restriktionsenzyme

New England Biolabs, Schwalbach

SDS

Sigma, Deisenhofen

SeaKem® LE Agarose

FMC Bio Products, Rockland, USA

SDS-Auftragspuffer (4x)

Invitrogen, Karlsruhe

SuperSignal West Pico Chemiluminescent
Substrate

Pierce, Rockford, USA

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)

Sigma, Deisenhofen

Triton X-100

Sigma, Deisenhofen

Transferpuffer fur Western Blot (20x)

Invitrogen, Karlsruhe

Trypsin-EDTA Losung (0,05 %-ge LOsung)

Biochrom AG, Berlin;
Invitrogen, Karlsruhe

Tween-20 Sigma, Deisenhofen
2.1.3. Kits
Produkte Hersteller

Bradford Reagenz

Biorad, Miinchen

Colloidal Coomassie Stain Kit (Losung A + B)

Invitrogen, Karlsruhe

Expand High Fidelity PCR Kit

Roche Diagnostics, Mannheim

HIV-1-p24-Antigen ELISA

Beckman Coulter, Krefeld

NucleoBond Plasmid Kit

Macherey-Nagel, Duren

NucleoBond PC 500 Kit

Macherey-Nagel, Duren
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Nucleospin Extract Il Kit

Macherey-Nagel, Duren

Omniscript Reverse Transcription Kit

Qiagen, Hilden

Rapid DNA Ligation Kit

Roche Diagnostics, Mannheim

RNeasy Kit

Qiagen, Hilden

RQ1 DNase Kit

Promega, Madison, USA

StrepTagll Reinigung Pufferset

IBA GmbH, Gottingen

TOPO TA Cloning Kit

Invitrogen, Karlsruhe

2.1.4. Medien

Produkte (Hersteller)

Zusammensetzung

DMEM (Dulbecco’s modified eagle’s medium)

mit Glutamax-I (L-Analyl-L-Glutamin), 4,5 g/l
Glucose und Pyruvate

Gibco, Karlsruhe

Einfrier-Medium fur prokaryotische Zellen

2 Teile 80% Glycerin, 1 Teil 10 mM
MgCl;

Einfrier-Medium fur eukaryotische Zellen

DMEM, 20% FCS,
1% Penicillin/Streptomycin,
10% DMSO

LB-Agar

LB-Medium mit 15 g/l Agar

LB-Ampicillin Platten

LB-Agar mit 100 pg/ml Ampicillin

LB-Medium (nach Luria-Bertani)

10 g Trypton,

5 g Hefeextrakt,

10 g NaCl,

Aqua dest.auf1L,pH 7,0

LB-Ampicillin-Medium

LB-Medium mit 100 pg/ml
Ampicillin

Medium fur eukaryotische Zelllinien

DMEM, 10% FCS,
1% Antibiotikum/Antimykotikum

Medium fur HIV-1 infizierte Zelllinien

RPMI, 10% FCS,
1% Penicillin/Streptomycin

RPMI 1640 Medium mit 2,0 g/l NaHCO3; und
stabilem Glutamin; low endotoxin

Biochrom AG, Berlin

SOC-Medium (Gibco, Karlsruhe)

20 g Trypton, 5 g Hefeextrakt,
0,5 g NaCl, 2,5 mM KCl,

20 mM Glucose,

auf 1 I mit Aqua dest., pH 7,0
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2.1.5. Verbrauchsmaterialien

Produkte

Hersteller

6-, 12-, 24- Loch Platte

Nunc International, Wiesbaden

Amicon Ultra Protein Konzentratorsaulen,
4 ml und 15 ml Arbeitsvolumen,
5 kDa Ausschlussgrenze

Millipore, Schwalbach

Bis-Tris-Acrylamid-Fertiggele 4-12%

Invitrogen, Karlsruhe

Eppendorf tubes 0,5 ml, 1,5 ml, 2 mi

Eppendorf, Hamburg

Falcon® 15 ml und 50 ml tubes

BD Biosciences, Heidelberg

Filter 0,2 ym und 5 pym

NeolLab, Minchen

Filterpapiere fur Western Blot

BioRad, Miunchen

Glasboden Petrischalen

MatTek, Asland, USA

Hyperfilm ECL

Amersham Biosciences, Freiburg

Ibidi-Mikroskopierschalchen

Ibidi GmbH, Martinsried

Immersionsaol (Immersol 518 F)

Carl Zeiss, Oberkochen

Nitrocellulose Membran 0,45 um

BioRad, Mlunchen

Nunc Cryo Tube™ Vials

Nunc International, Wiesbaden

Nunc Solo Flask T25, T75 und T175

Nunc International, Wiesbaden

Sepharose-StrepTactin Saulen, 5 ml Volumen

IBA, Gottingen

Zahlkammer (Fast Read 106)

Madaus Diagnostics, Koln

2.1.6. Gerate

Gerate und Hersteller

Axiovert 25 von Carl Zeiss, Jena

= Fluoreszenz: Quecksilberlampe HBO 50AC

= Filtersatze:

o Hoechst 33342 (BP 365, FT 395, LP 420)
o GFPsg143 (BP 450-490, FT 510, LP 515)
o DsRed (BP 550-580, FT580-720, LP 590-650)
= Objektive: 5x/0.12, 10x/0.25, 20x/0.3 und 32x/0.4, Achroplan, Phase1

Cell Observer (Axiovert 200) von Carl Zeiss, Jena

= AxioCam gekuhlte CCD Kamera
* |nkubationskammer 37°C, 5% CO,,
= Luftbefeuchtung

» Fluoreszenz von einer HBO 103 W/2 Quecksilberlampe
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= Filtersatze:

o Red ,00“ - Extinktion: 530-585 FT 600 - Emission: LP 615
o CFP 47" - Extinktion: 436/20 FT 455 - Emission: BP 480/40
o YFP 46" - Extinktion: 500/20 FT 515 - Emission: BP 535/30

= Objektive:

O O O O

Plan Neofluar 10x, Numerische Apertur: 0,3, Phase1, Luftimmersion
LD Apochromat 20x, Numerische Apertur: 0,4, Phase2, Luftimmersion
LD Achroplan 40x, Numerische Apertur: 0,6, Phase2, Luftimmersion
Plan Neoflur 40x, Numerische Apertur: 1,3, Phase3, Olimmersion

o Plan Apochromat 63x, Numerische Apertur: 1,4, Phase3, Olimmersion
= Microsoft PC mit Axiovision 4.6.3. zur Steuerung des Mikroskops

Cecil Ce 1010 Spektralphotometer

Cecil Instruments,
Cambridge, UK

ChemiDoc Geldokumentationsanlage mit Software

Quantity One Vers. 2.4.1. + 4.6.2.

BioRad, Mlunchen

FACScalibur DurchfluRzytometer
* Anregungslaser:  488nm, 15mW
» Fluoreszenz-Detektoren:
o FL-1(BP 530/30)
o FL-2 (BP 585/30)
o FL-3 (LP 650)
= Angeschlossenes Sortierungs-Modul

BD Biosciences, Heidelberg

Hettich Rotanta/TR Zentrifuge

Hettich, Tuttlingen

Infors Schuttelinkubator

Infors AG, Bottmingen,
Schweiz

Labsonic 2000 Ultraschallgerat

B.Braun, Melsungen

Master Cycler gradient 5331

Eppendorf, Hamburg

Microplate Reader Model 680

BioRad, Miunchen

SmartSpec Plus Spektrophotometer

BioRad, Miunchen

Sigma 1-15 Tischzentrifuge

Sigma, Osterode

Thermomixer 5435

Eppendorf, Hamburg

Trans-Blot SD SemiDry Transfer Blot

BioRad, Miunchen

Transilluminator 312 nm zum Sichtbarmachen von
DNA-Banden in Agarosegelen fur praparative

Zwecke

Bachofer

Western Blot Entwicklermaschine

Kodak, Minchen
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2.1.7. Antikorper

Name Eingesetzte Menge Hersteller

(WB)
Maus-aB23 1:500 Abcam, Cambridge, UK
Kaninchen-aCK2 1:2500 AbD Serotec, Dusseldorf
Maus-aCRM/1 1:1000 Egiféfsgrignces’
Maus-celF5A 1: 10000 Egiféfsgrignces'
Maus-aGAPDH 1:10000 Chemicon,Hampshire,UK
;Z:E_)GGFP (ellkulturtber- 1 4. 5 Dr. Elisabeth Kremmer
Kaninchen-aH2A 1:500 Abcam, Cambridge, UK
Maus-ahnRNP-A1 1:500 Sigma, Deisenhofen
Maus-ahnRNP-E1 1:2000 Acris Antibody, Herford
Maus-ahnRNP-E2 1:300 Acris Antibody, Herford
Kaninchen-ahnRNP-K 1:2000 Novus, Littleton, USA
Maus-ahnRNP-Q 1:500 Sigma, Deisenhofen
Kaninchen-ahnRNP-R 1:500 Abcam, Cambridge, UK
Maus-ahnRNP-U 1:2000 Abcam, Cambridge, UK
Ratte-almpp 1:1000 Biozol, Eching
Kaninchen-aNAP1L1 1:500 Abcam, Cambridge, UK
Kaninchen-aNucleolin 1:2500 Sigma, Deisenhofen
Maus-aPARP 1:1000 Zymed (Invitrogen)
Maus-aPABP1 1:2500 Sigma, Deisenhofen
gzgz;aRev (Zellkulturdber- - 4. 5 Dr. Elisabeth Kremmer
Maus-aRNAPol-1I (gereinigt) | 1: 1000 Dr. Elisabeth Kremmer
Ziege-oKaninchen-HRPO 1:10000 Dianova, Hamburg
Ziege-aMaus-HRPO 1:10000 Dianova, Hamburg
Ziege-aRatte-HRPO 1:10000 Dianova, Hamburg

Kaninchen-oGFP

fur Immunprazipitationen
Konzentration: 2ug/pl

Invitrogen, Karlsruhe
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2.1.8. Oligonucleotid-Primer

Nummer | Name

Sequenz (5’- 3’)

1 5’-Rev-Sacll-Ndel

ATCATATGCCGCGGGCGCGCAAGAAATGGC
AAGCGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACG

2 3’-GFP-Strep-Nhel-EcoRl

TGAATTCTCTAGATTACTTCTCGAACTGGGG
GTGGCTCCAGTTTCCGGCACCGCTCTTGTAC
AGCTCGTCCATGCCGTGAGTGAT

Komp. GFP-Primer 1

GGGCGCGCAAGAAGGAATGG

Komp. GFP-Primer 2

CTAGCCATTCCTTCTTGCGCGCCCGC

5 5’-Sacll-hnnRNPA1-(1.Teil)

ATCCGCGGGCGCGCAAGAAATGTCTAAGTCA
GAGTCTCCTAAAGAGCCC

6 5’-Sacll-hnnRNPA1-(2.Teil)

ATCCGCGGGCGCGCAAGAAATGGTGAATGG
CCACGACTGTGAAGTTAGAAAAGCC

7 3’-Nhel-hnRNPA1-(1.Teil)

ATTCTAGAGCTAGCAGCCATCTCTTGCTTTGA
CAGGGC

8 3’-Nhel-hnRNPA1-(2.Teil)

ATTCTAGAGCTAGCTCCAAATCTTCTGCCACT
GCC

9 3’-Nhel-EcoRI-Stop-hnRNPA1

ATGCTAGCGAATTCTTATCCAAATCTTCTGCC
ACTGCC

10 5’-Nhel-hnRNPQ

ATATGGCTAGCGCTACAGAACATGTTAATGG

11 3’-Xbal-Nhel-hnRNPQ

ATTCTAGATTAGCTAGCCTTCCACTGTTGCCC
AAAAGTATCC

12 5’-Bsal-Rev

ATGGTCTCGAATGGCTAGCGCAGGAAGAAG
CGGAGACAGCGACG

13 5’-Bsal-GFP

ATGGTCTCGAATGGCTAGCAAGGGCGAGGA
GCTGTTCACCGG

14 3’-Bsal-GFP

ATGGTCTCAGCGCTACCGCTCTTGTACAGCT
CGTCCATGCCGTGAGTGAT

15 5’-Bsal-A2-8-Rev

ATGGTCTCGAATGGCTAGCACAGTCAGACTG
ATCAAGCTTCTCTATCAAAGC

16 5'-Bsal-A2-17-Rev

ATGGTCTCGAATGGCTAGCGACGAAGAGCTC
ATCAGAACAGTCAGACTGATCAAGC

2.1.9. Software

Software

(Hersteller)

Adobe Acrobat 7.0 + 8.0

Adobe Systems, USA

Adobe lllustrator CS2 + CS3

Adobe Systems, USA

Adobe Photoshop CS2 + CS3

Adobe Systems, USA

AxioVision 4.6.3.

Carl Zeiss Vision, Hallbergmoos

Cell Quest Pro

BD Biosciences, Heidelberg
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CLC Free Workbench 4.6 CLC bio, Cambridge, MA, USA
Endnote X Thomson IS| ResearchSoft

FlowdJo 8.2. Tree Star Inc., Ashland OR, USA
Gene Construction Kit 2.5 Textco Inc., New Hampshire, USA
Genomatix Software Genomatix, Minchen

IPLab 4.0 zur Bildbearbeitung Scanalytics, Fairfax, USA

MacVector 9 Accelrys, SanDiego, USA

MacOSX Tiger 10.4.10 / Leopard 10.5.1 | Apple Computer Inc., Cupertino, USA
Microsoft Word und Excel 2004 Microsoft, Unterschleildheim

Prism 4.0b GraphPad Software Inc., San Diego, USA
Quantity One 2.4.1. und 4.6.2. BioRad, Munchen

2.1.10. Plasmide

2.1.10.1. Eukaryotische Expressionsvektoren

pFRED143

Das sg143 gfp-Gen (Stauber and Horie 1998) in diesem GFP-Expressionsplasmid
stent unter der Kontrolle des CMV-Promotors und enthalt das SV40-Poly-
adenylierungssignal. Das hier verwendete GFP fluoresziert durch die Mutationen
T66C, Y107F, 1168T und L232H deutlich intensiver als das Wildtyp-GFP
(Dr. Neumann, GSF).

pCsRevsq143
Das aus pBsRev amplifizierte sRev wurde in pFred143 (Stauber, 1998b) kloniert. In

diesem Konstrukt unterliegt sRev der Kontrolle des CMV-Promotors und ist an GFP
gekoppelt. Das GFP besitzt kein eigenes Startcodon und kann somit nur zusammen

mit Rev exprimiert werden (Dr. Neumann, GSF).

pCsRevGFP-StrepTagll
Mittels PCR (Primer 1 und 2) wurde in diesem Konstrukt das StrepTagll an das

RevGFP-Gen fusioniert. Dieses Plasmid basiert auf dem Vektor pCsRevsg143.

pCGFP-StrepTagll
Das sRev aus pCsRevGFP-StrepTagll wurde durch Sacll und Nhel Verdau entfernt

und der N-Terminus des GFP-Gens durch die komplementaren Oligonukleotide 3
und 4 aufgefullt.
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pCA2-8sRevGFP

Dieses Konstrukt stellt einen Expressionsvektor fur eine N-terminale Deletions-

mutante von sRevGFP dar. Durch Nhel Verdau wurde das sRev aus pCsRevsg143
entfernt und durch A2-8sRev aus pASK-IBA3plus-A2-8sRevGFP-StrepTagll ersetzt.

pCA2-14sRevGFP

In diesem Konstrukt wurden die Aminosauren 2 — 14 von sRev deletiert. Dies erfolgte

durch identische Klonierung wie pCA2-8sRev. Rev wurde hierbei durch A2-14sRev
aus pASK-IBA3plus-A2-14sRevGFP-StrepTagll ausgetauscht.

pCR 2.1-TOPO®
Dieser Klonierungsvektor von Invitrogen liegt geoffnet mit 3’-Uberhangenden

Thymidinresten und mit gebundener Topoisomerase vor.

pCrTat
Dieses Plasmid exprimiert eine 86 Aminosaure-Variante von Tat (HXB3) unter der

Kontrolle des CMV Promotors mit einem SV40-Polyadenylierungssignal. (B. Cullen)

pLRed(2xINS)R
Dieses Plasmid enthalt die DNA-Sequenz fur das rot fluoreszierende Protein DsRed1
(Bevis and Gilick, 2002) unter der Kontrolle der HIV-1 LTR und kann mittels Tat

aktiviert werden. Nach der DsRed1 Sequenz wurde ein Translations-Stopcodon

eingebaut. Zusatzlich wurde ein Bereich aus dem HIV-Genom (Nukleotide 379-1424)
zweimal hintereinander nach dem Stopcodon eingefugt. Diese Sequenz entspricht
der p17/p24 Genregion und hat durch die Instabilitatselemente (INS) einen
inhibitorischen Effekt auf die mMRNA-Expression. Schliel3lich enthalt dieses Konstrukt
die RRE-Sequenz. Eine Produktion des Reporterproteins DsRed1 in Abwesenheit
von Rev ist kaum moglich (Kramer-Hammerle et al., 2005a; Wolff, 2003; Wolff et al.,
2003; Wolff et al., 2006a). Dieses Konstrukt wurde fir die Funktionsanalyse in U138

eingesetzt.

exBIFC-Expressionskonstrukte

Die im Folgenden aufgefuhrten Plasmidkonstrukte enthalten die Expressionskassette
fur die Produktion unterschiedlicher Proteine in den exBIFC Vektoren pC-mRFP1-
YFP-N bzw. pC-CFP-YFP-C. Die Klonierung erfolgte durch Insertion der DNA-
Sequenz des jeweiligen Proteins zwischen den Schnittstellen Sacll und Nhel. Alle
Vektoren besitzen einen CMV Promotor, der die Expression kontrolliert.
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Die Konstrukte, die in dieser Arbeit hergestellt wurden, sind in der folgenden Tabelle

gelb hinterlegt und enthalten Angaben zu den jeweils verwendeten Primern.

Plasmidkonstrukt Gen zwischen Sacll und Nhel Schnittstelle
pC-mRFP1-YFP-N -- (Hartl, GSF)

pC-CFP-YFP-N -- (Hartl, GSF)

pC-sRev-mRFP1-YFP-N sRev (Hartl, GSF)

pC-sRev-CFP-YFP-C sRev (Hartl, GSF)
pC-hnRNPA1-CFP-YFP-N hnRNPA1 (Primer 5 und 8); (diese Arbeit)

Die ersten 178 Aminosauren von hnRNPA1
(Primer 5 und 7); (diese Arbeit)

Die letzten 143 Aminosauren von hnRNPA1
(Primer 6 und 8); (diese Arbeit)

hnRNPQ (Primer 10 und 11); dieses Insert wurde
pC-hnRNPQ-CFP-YFP-N zwischen zwei Nhel Schnittstellen kloniert
(diese Arbeit)

pC-hnRNPA1-1-CFP-YFP-N

pC-hnRNPA1-2-CFP-YFP-N

2.1.10.2. Prokaryotische Expressionsvektoren
PASK-IBA3plus
Vektor fur die Klonierung von Genen zur bakteriellen Expression (IBA GmbH

Gottingen). Die Klonierung des Inserts erfolgte Uber Bsal Schnittstellen am 5’- und 3’-
Ende der multiple cloning site. Das eingefugte Insert wird im Leserahmen
automatisch mit der StrepTagll-Sequenz versehen, so dass Proteine als StrepTagll-

fusionierte Proteine exprimiert werden.

pASK-IBA3plus-sRevGFP-StrepTagll
Mit den Primern 12 und 14 wurde RevGFP in einer PCR mit Bsal Schnittstellen
versehen und in den Vektor pASK-IBA3plus kloniert.

PASK-IBA3plus-GFP-StrepTagll
Mittels PCR (Primer 13 und 14) wurden Bsal Schnittstellen an GFP angehangt und in
pASK-IBA3plus ligiert.

pASK-IBA3plus-A2-8sRevGFP-StrepTaqll

Die N-terminalen Aminosauren 2 — 8 von RevGFP wurden in einer PCR (Primer 15

und 14) entfernt und das Produkt Uber die eingefugten Bsal Schnittstellen in pASK-
IBA3plus kloniert.
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PASK-IBA3plus-A2-14sRevGFP-StrepTagll

Durch PCR (Primer 16 und 14) wurden die N-terminalen Aminosauren 2 — 14 von

RevGFP entfernt. Uber die gleichzeitig eingefligten Bsal Schnittstellen wurde das
Produkt in pASK-IBA3plus kloniert.

2.1.11. Bakterien

TOP10F”

Kompetente Zellen zur chemischen Transformation (cfu=1x10%-5x10%ug).

Dieser Stamm uberexprimiert den Lac-Repressor (laclg-Gen) fur eine effektive Unter-
drickung des lac-Promotors (Invitrogen, Karlsruhe). Fur eine blau/weil3-Selektion,
vermittelt durch das LacZ Protein, werden IPTG und X-GAL in den Agarplatten
bendtigt.

XL-10 Epicurian Coli® SoloPack™ Gold ultrakompetent (Stratagene)

Diesem E. coli Bakterienstamm fehlt die Endonuclease EndA71. AulRerdem ist das
recA-Gen mutiert, sodass eine Rekombinationsdefizienz vorliegt. Dadurch ist die
inserierte Fremd-DNA im Plasmid stabiler.

Ultrakompetente Bakterien besitzen eine Transformationseffizienz von = 5x10° cfu/pg

und wurden fur Klonierungen verwendet.

BL21 codonplus (DE3)-RP (Stratagene)

Dieser Bakterienstamm eignet sich fir die Uberexpression von rekombinantem

Protein. Die Transformationseffizienz liegt bei > 1x10” cfu/ug. Diesem Stamm fehlen
die Lon Protease und die ompT (outer membrane Protease). Dadurch wird eine
Degradation von Proteinen bei der Herstellung weitgehend vermieden. Sie sind Dcm
Methylase positiv und Chloramphenicol resistent. Zudem enthalten sie das Gen fur
die Uberexpression der T7 Polymerase, welches unter der Kontrolle des lacUV5
Promotors steht und durch IPTG reguliert wird. SchlieBlich enthalt dieser Stamm
zusatzliche Kopien fur die tRNA Gene argU (AGA, AGG) und proL (CCC). Diese
Codone kommen in Bakterien selten vor. Daher werden sie in diesem Stamm stabil
exprimiert, damit eukaryotische Codone des Fremd-Gens effizienter translatiert

werden kdnnen.
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2.1.12. Humane Zelllinien

Hela

Humane epitheloide Zelllinie aus einem Cervix-Karzinom. Die Zellen wurden von
ATCC bezogen (CRL-7923).

85HG66

Humane Astrozytomzelllinie (Brack-Werner et al., 1992; Stavrou et al., 1989; Stavrou
et al., 1987), welche aus einem Gehirntumor stammt.

U138MG

U138MG ist eine humane Astrozytom-/Glioblastomzelllinie aus einem astrozytaren
Tumor lll. Grades (Bagasra et al., 1992; Bigner et al., 1981; Chiodi et al., 1987). Die
Zellen wurden von ATCC bezogen (ATCC HTB-16).

HelLa-pHitRevGFP a-Klon

HeLa Zellklon, der das Fusionsprotein RevGFP stabil exprimiert. Die stabile

Integration erfolgte mit Hilfe des pHit-Systems (Dr. Neumann, GSF).
Eine Subklonierung fuhrte zu dem a-Klon, der das RevGFP fehlerfrei integriert hatte.
Dieser Klon exprimiert funktionelles RevGFP (Dr. Wolff, GSF).

HelLa-GFP
HelLa-Zelllinie, welche stabil das fluoreszierende Protein GFP exprimiert.

HelLa-Tat-ROD

HelLa-Zelllinie, die stabil Tat exprimiert. Aulerdem enthalt sie stabil das Reporter-
Konstrukt pLRed(2xINS)R, welches unter der Kontrolle der HIV-1 LTR steht und
durch die Expression von Tat reguliert wird. Diese Zelllinie muss mit Rev
supplementiert werden, damit DsRed1 exprimiert wird (Dr. Wolff, GSF) (Wolff, 2003).

TH4-7-5
Humane Astrozytomzelllinie (Brack-Werner et al., 1992), welche chronisch HIV-1,

infiziert ist.

LC5-HIV

Humane HelLa-Zelllinie (Mellert et al., 1990), die chronisch HIV-1; infiziert ist.
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2.2. Methoden

2.2.1. Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1. Restriktionsverdau

Bei der Auswahl der Restriktionsendonukleasen wurde stets darauf geachtet, dass
die Erkennungssequenz fur das Enzym nicht methyliert war. Die enzymatische
Reaktion erfolgte in dem vom Hersteller (New England Biolabs) empfohlenen Puffer
und der angegebenen Temperatur. Wenn notwendig, wurde der Reaktion gereinigtes
BSA-Protein zugefugt. Sollte die Spaltung mit mehreren Enzymen bei gleicher
Temperatur erfolgen, wurde derjenige Puffer gewahlt, in dem alle Enzyme die beste
Aktivitat besalRen. Bei analytischen Restriktionsverdauen wurden etwa 1 pug Plasmid-
DNA mit 10 U der Restriktionsendonuklease in einem Endvolumen von 50 ul far 1,5
Stunden inkubiert. Praparative Restriktionsverdaue wurden in einem Volumen von
50 pl etwa 2 Stunden durchgefuhrt. Dabei wurden 1 ug — 1,5 uyg DNA und 20 U des
Enzyms eingesetzt. Bei analytischen Verdaus wurden 20 pl der Reaktion, bei
praparativen Verdaus der gesamte Ansatz auf ein Agarose-Gel aufgetragen.

2.2.1.2. Gelelektrophorese

Fur die Gelelektrophorese wurden Agarosekonzentrationen zwischen 0,8 % und 2 %
eingesetzt. Dabei wurde der Agarosegehalt des Gels mit zunehmender Grolle der
DNA-Fragmente reduziert. Eine 1%-ige Ethidiumbromid-Losung wurde in einer
Verdunnung von 1/10000 dem Gel (in TAE-Puffer gelost) zugefugt. Der 1 x TAE-
Laufpuffer enthielt ebenfalls Ethidiumbromid (1/10000 einer 1%-igen Losung). Die
Proben wurden vor dem Auftragen mit Auftragspuffer versetzt. Die Elektrophorese
wurde bei Spannungen zwischen 80 und 120 V durchgefuhrt. Als GroRenstandard
wurde der 2-log Standard von New England Biolabs verwendet. Die Gele wurden in
der ChemiDoc Geldokumentationsanlage (BioRAD) fotografiert.

2.2.1.3. DNA-Isolierung mittels Gelextraktion

DNA-Fragmente wurden aus praparativen Gelen isoliert. Hierbei wurden die DNA-
Fragmente unter kurzer UV-Bestrahlung (< 5 Sekunden) auf einem Transilluminator
bei 312 nm sichtbar gemacht und mit einem sauberen Skalpell ausgeschnitten. Far
die Isolierung der DNA-Fragmente wurde das Nucleosin Extract Il Kit verwendet. Die

Durchfuhrung erfolgte nach Herstellerangaben. Die DNA wurde mit 30 ul H2O eluiert.
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2.2.1.4. Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Fir die Polymerase Kettenreaktion wurde das High Fidelity PCR System von Roche
verwendet. Dieses System verbindet die Tag-Polymerase mit einem zweiten Enzym,
welches ,proofreading“Aktivitat besitzt. Die Kombination dieser beiden Proteine
sorgt fur eine effiziente Ausbeute bei hoher Genauigkeit.

Die PCR Reaktion wurde typischerweise nach dem in Tabelle 2.1 dargestelltem

Schema pipettiert:

Komponenten Menge
Reaktionspuffer mit MgCl, (10x) 5yl
dNTP-Gemisch (je 1.25 mM Stammlésung) 8 ul
5 Primer (20uM) 2 ul
3’ Primer (20uM) 2 ul
Template (30-50 ng) 1l
Enzym 0,75 pl
Wasser ad 50 pl

Tabelle 2.1.: Zusammensetzung einer PCR-Reaktion

Bei der Auswahl der Primer wurde darauf geachtet, dass der G/C-Gehalt hoch war
und die Primer eine Schmelztemperatur von etwa 70°C besalien. Die Elongations-
dauer betrug je nach GroRe des Amplifikats zwischen 30 und 120 Sekunden. Pro
500 Basen PCR-Amplifikat wurde die Elongationszeit um 30 Sekunden erhoht.

Im Folgenden ist das Profil fir PCR-Reaktionen im Eppendorf PCR-Gerat dargestellt:

94°C 3 Minuten Denaturierung der DNA
94°C 30-45 Sekunden  Denaturierung der DNA
60°C 30 Sekunden Annealing der Primer 27 Zyklen
72°C 30-120 Sekunden Elongation durch die Polymerase
72°C 7 Minuten Vervollstandigung der Elongation
4°C unbegrenzt Lagerung

Die Effizienz jeder PCR-Reaktion wurde auf einem Agarose-Gel Uberpruft. Fur die
Klonierung wurde das PCR-Fragment aus dem Gel ausgeschnitten, isoliert (siehe
2.2.1.3.) und mittels dem ,TOPO-TA Cloning Kit* kloniert.
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2.2.1.5. TOPO-TA Klonierung
In Tabelle 2.2 ist die typische Zusammensetzung einer TOPO-TA-Klonierungs-
reaktion dargestellt.

Komponenten Menge
Salt Solution 1l
H.O 2 ul
PCR Produkt 2 ul
TOPO-TA-Klonierungsvektor 1ul

Tabelle 2.2.: Zusammensetzung einer TOPO-TA-Klonierungsreaktion

Diese Reaktion wurde 30 Minuten bei RT inkubiert und anschlieBend in chemisch
kompetente E. coli (TOP10F’, Invitrogen) transformiert. Die Transformation wurde
nach Herstellerangaben durchgefuhrt. 50 pl Transformationsansatz wurden auf
IPTG/X-Gal LB-Amp-Agarplatten ausplattiert. Positive Klone konnten ermittelt
werden, da das PCR Produkt in den Leserahmen des Gens fur das lacZ-Gen
eingefugt wird. Dadurch wird dieser unterbrochen, wodurch statt blaue Kolonien,
weilde Kolonien auf IPTG/ X-Gal LB-Amp-Agarplatten wachsen. Mit Hilfe der Primer
M13-for und M13-rev konnten die eingefugten DNA-Fragmente sequenziert werden.

2.2.1.6. Ligation

Die Ligation des Insert mit dem linearisierten Vektor wurde mit dem Rapid DNA
Ligation Kit von Roche Diagnostics (Mannheim) durchgefuhrt.

Bei ,sticky-end“-Ligationen von DNA-Enden, die nur mit einem Enzym geschnitten
wurden bzw. bei ,blunt end“-Ligationen, wurde der Vektor vor der Ligation mit der
Phosphatase aus Kalberdarm (CIP von NEB) eine Stunde bei 37°C dephosphoryliert.
Nach der Reaktion wurde das Enzym mittels Gelextraktion entfernt. Das molare
Verhaltnis von Vektor und Insert betrug in der Regel 1:3. Vektor und Insert wurden
zunachst im Losungspuffer gelost, anschlie®end mit dem Ligationspuffer versetzt
und schlieBlich mit der T4 DNA Ligase ligiert. Die Dauer der Ligation betrug in der
Regel 30 Minuten. Die Ligation wurde nach folgendem Schema zusammenpipettiert
(Tabelle 2.3).
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Komponenten Menge

Vektor 1 pl ) A

Insert 3 ul _

H.0 0 ul mischen > mischen
Losungspuffer (5x) 1l > mischen
Ligationspuffer (2x) 5yl )

T4 DNA Ligase (5U/ul) 0,75 pl )

Tabelle 2.3.: Zusammensetzung einer Ligationsreaktion

2.2.1.7. Transformation

Fur die Transformation von Bakterien mit Plasmiden aus einer Ligation wurden
ultrakompetente Bakterien zunachst mit Mercaptoethanol behandelt. 3 pyl Ligations-
ansatz wurde zu 50pl Bakterien gegeben und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach
45 Sekunden Hitzeschockbehandlung (42°C) wurden die Bakterien mit 250 yl SOC
Medium versetzt und eine Stunde bei 37°C inkubiert. Jeweils 100 ul wurde auf eine
LB-Amp Agarplatte ausplattiert und Gber Nacht bei 37°C inkubiert.

BL21codonplus Bakterien wurden fur die Proteinexpression mit etwa 100 ng des
entsprechenden Expressionsvektors auf Eis nach Herstellerangaben transformiert.
Jeweils 50 pl der transformierten Bakterien wurden auf eine LB-Amp Agarplatte
ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.2.1.8. Plasmidisolierung
Minipraparationen und Maxipraparationen wurden nach dem Protokoll der Firma
Macherey-Nagel durchgefuhrt.

2.2.1.8.1. Minipraparation

Diese Methode diente der ersten analytischen Isolierung einzelner klonierter
Plasmide. Sie wurde mit dem Nucleobond Plasmid Kit durchgefuhrt.

FuUr die analytische Isolierung von Plasmid-DNA wurden einzelne Klone gepickt, in
5 ml LB-Ampicillin Medium Uberfuhrt und Uber Nacht bei 37°C angezogen. Die
Plasmid-DNA wurde aus den Bakterien isoliert und in 50 ul ddH.O oder
Elutionspuffer eluiert.
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2.2.1.8.2. Maxipraparation

Bei Maxipraparationen wurde eine Vorkultur angesetzt. Dabei wurde 150 ml LB-
Ampicillin Medium mit 1 ml einer Vor-Vorkultur angeimpft und tUber Nacht bei 37°C
inkubiert. Die Bakterien wurden mit dem Nucleobond PC500 Kit aufgeschlossen, die
Plasmid-DNA isoliert, von bakteriellen Proteinen durch Saulenreinigung
(Anionenaustauscher-Saulen) befreit und in 200 yl ddH>O gel6st. Die Konzentration-
messung einer 1:100 Verdinnung erfolgte am Photometer bei OD260.

2.2.1.9. Herstellung von Glycerol-Stammkulturen

Transformierte Bakterien mit dem gewunschten Plasmid wurden im Einfriermedium
bei — 80°C gelagert. Hierzu wurden 12 ml einer gro3en Kultur (fur Maxipraparation)
10 Minuten bei 3500 rpm zentrifugiert. Anschlieend wurde das Pellet in 1 ml
Einfriermedium resuspendiert, auf zwei Nunc Cryo Tube™ Réhrchen verteilt und bei

— 80°C gelagert.

2.2.1.10. Sequenzierung

Sequenzierungen wurden von der Firma Sequiserve durchgefuhrt. Hierfur wurden
Plasmide aus Bakterien isoliert und gereinigt, um die Sequenzierungs-reaktion durch
Proteinbestandteile, Primer oder Ethanolreste nicht zu storen.

2.2.1.11. RNA-Isolierung und DNase-Verdau von genomischer DNA

Um Kontaminationen mit RNasen zu vermeiden, wurde bei der Isolierung von RNA-
Molekulen gestopfte Spitzen verwendet.

Zur Isolierung von Gesamt-RNA aus dem Zellkulturmaterial wurde das RNeasy Kit
von Qiagen verwendet. Die RNA-Isolierung wurde nach Angaben des Herstellers
durchgefuhrt. Die Gesamt-RNA wurde in 50 pl RNAse-freiem Wasser eluiert. Die
Konzentrationsmessung einer 1:100 Verdunnung erfolgte im Photometer bei OD260.
Die Proben wurden aliquotiert und bei — 80°C gelagert.

Die aus Zellen isolierte RNA wurde vor der Umschreibung in cDNA mit DNase
behandelt, um genomische DNA-Kontamination zu beseitigen. Hierzu wurde das
RQ1DNase Kit von Promega verwendet. Die Durchfuhrung erfolgte nach Hersteller-
angaben. Es wurde folgender Reaktionsansatz pipettiert (Tabelle 2.4):
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Komponenten Menge
RQ1 Dnase-Puffer 1l
RNA 2 ug
RQ1 DNase 1U/ug RNA
Wasser ad 10 pl

Tabelle 2.4.: Zusammensetzung eines DNase-Verdaus

2.2.1.12. Herstellung von cDNA

Fur die cDNA-Erststrang-Synthese wurde das Omniscript cDNA Kit verwendet. Die
Durchfuhrung erfolgte nach Angaben des Herstellers. Die umgeschriebenen cDNAs
wurden anschlieRend mittels PCR mit entsprechenden Primern untersucht.

In Tabelle 2.5 ist die Zusammensetzung der cDNA-Synthese Reaktion dargestellt:

Komponenten Menge
RT Puffer (10x) 2 ul
dNTP Mix (5 mM pro dNTP) 2 ul
Random Hexamer Primer (10pM) 2 ul
RNase Inhibitor (10 U/pl) 2 ul
RNA 2 ug
Omniscript Reverse Transkriptase 1l
Wasser ad 20 pl

Tabelle 2.5.: Zusammensetzung einer cDNA-Synthese Reaktion

2.2.2. Zellkultur, Mikroskopieren, exBIFC- und Funktions-Analyse

2.2.2.1. Arbeiten mit humanen Zelllinien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Zellen waren adharente Zellen. Sie wurden in
DMEM mit 10% FCS und 1% einer Antibiotikum/Antimykotikum-Lésung bei 37°C und
5 % CO; kultiviert. HIV infizierte Zellen wurden in RPMI Medium mit 10% FCS und
1% einer Penicillin/Streptomycin-Losung gehalten.
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Alle Zellen wurden zweimal pro Woche umgesetzt (,gesplittet”). Dazu wurde altes
Medium entnommen und die Zellen mit PBS gewaschen. Mit einer Trypsin/EDTA-
Losung wurden die Zellen von der Zellkulturflasche bei 37°C geldst. Die trypsinierten
Zellen wurden in Medium aufgenommen, anschlieBend mit frischem Medium
verduinnt und weiter inkubiert. Schnell wachsende Zellen wurden zweimal pro Woche
1:20, langsam wachsende Zellen zweimal pro Woche 1:5 bis 1:10 ,gesplittet”.

Zum Aussaen von Zellen fur Transfektionsversuche wurden definierte Zellzahlen
eingesetzt. Dazu wurden die Zellen zunachst in einer Zahlkammer gezahlt. Es
wurden drei GroRquadrate gezahlt, daraus der Mittelwert gebildet und mit 10*
multipliziert. Dies ergab die Zellzahl pro ml. Folgende Zellzahlen wurden bei den
entsprechenden Zelltypen ausgesat:

HeLa | U138 | HeLa-Tat-ROD | TH4-7-5 | LC5-HIV
Ibidi dish/6-Loch | 1 x10° | 1 x 10° 1x10° - -
12-Loch - - - 2x10° 1x10°

Tabelle 2.6.: Zahl der Zellen, die bei den verschiedenen Zelltypen ausgesat wurden

2.2.2.2. Fugene Transfektion

Transfektionen eukaryotischer Zellen wurde mit dem Transfektionsreagenz Fugene-
HD nach dem Protokoll des Herstellers (Roche, Mannheim) durchgefuhrt.

Bei der Fugene HD Transfektion wurde zunachst die Plasmid-haltige Losung mit
Medium versetzt, welches kein FCS und kein Antibiotikum/Antimykotikum enthielt.
AnschlieBend wurde die entsprechende Menge an Fugene HD (2,5 pl pro 1 pg
Plasmid) zugegeben. Dieser Ansatz wurde gut vermischt, ca. 15 Minuten bei RT
inkubiert und auf die Zellen pipettiert.

Die Inkubation erfolgte je nach Versuch fur 24 — 48 Stunden bei normalen
Bedingungen. Diese Methode ergab eine Transfektionseffizienz von 70 — 80 % bei
HelLa-Zellen und 20 — 30 % bei Astrozyten.

2.2.2.3. Herstellung stabiler Zelllinien
Um Zelllinien stabil mit bestimmten Konstrukten zu generieren, wurden Zellen in

6-Loch-Platten mit je 500 ng der entsprechenden Plasmid-DNA transfiziert.
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Die Zellen wurden nach der Transfektion etwa 5 bis 7 Tage in einer T75
Zellkulturflasche kultiviert, bis sie eine Konfluenz von etwa 70% zeigten. Die
Plasmide enthielten ein Neomycin-Resistenzgen, wodurch die Zellen mit
Geniticin (G418)-haltigem Medium (1 % G418) selektiert werden konnten.

Beide in dieser Arbeit generierten Zelllinien exprimierten entweder GFP bzw. ein
GFP-Fusionsprotein. Daher war eine zusatzliche Selektion anhand der Grln-
Fluoreszenz moglich. Hierfur wurden die Zellen geerntet, in PBS aufgenommen und
mittels FACS Zellenpopulationen sortiert, welche hohe Grun-Fluoreszenz aufwiesen.
Diese angereicherte Population wurde anschlielend weiterkultiviert und polyklonale

Zelllinien expandiert.

2.2.2.4. Auftauen und Einfrieren von humanen Zelllinien

In flissigem Stickstoff oder bei — 80°C gelagerte Zellen wurden bei RT aufgetaut, in
vorgewarmtes Kulturmedium dberfuhrt und in Zellkulturflaschen bei normalen
Bedingungen inkubiert. Am folgenden Tag wurde das Medium gewechselt.

Zum Einfrieren wurden die Zellen in grof3en Zellkulturflaschen (T175) expandiert. Die
Zellen wurden gewaschen, mit Hilfe von Trypsin von der Zellkulturflasche gelost
(siehe 2.2.2.1) und in insgesamt 10 ml Medium aufgenommen. Nach Zellzahl-
bestimmung wurden etwa 5 x 10° Zellen 3 min bei 200 g abzentrifugiert, das
Zellpellet in 1 ml Einfriermedium resuspendiert und in NuncCryo-Roéhrchen uberfuhrt.
Die Rohrchen wurden zunachst im Kryostaten bei — 80°C eingefroren und
anschlieend in flissigem Stickstoff bei -196°C dauerhaft gelagert.

2.2.2.5. Mikroskopieren am Cell Observer

Mit Hilfe des Cell Observers wurden Fluoreszenzaufnahmen von lebenden bzw.
fixierten, fluoreszierenden Zellen gemacht. Die Steuerung des Mikroskops erfolgte
mit der Software Axiovision 4.6.3.

Fluoreszierende Molekule lassen sich durch Licht bestimmter Wellenlange anregen
und emittieren Licht im langerwelligeren Bereich. Tabelle 2.7 zeigt die Maxima der
Absorptions- und Emissionswellenlangen der in dieser Arbeit verwendeten
fluoreszierenden Proteine. Um diese Wellenlangen zu erzeugen, wurden
zugeschnittene Filter verwendet. Bei der Wahl kombinierter Fluorochrome wurde
darauf geachtet, dass die Absorptions- und Emissionskurven nicht eng aneinander
lagen. Dies wiirde zu spektralen Uberlappungen fiihren.
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Fluorochrome Anregungs- Emissions-
wellenlangenmaxima | wellenlangenmaxima
Cyan fluorescent protein (CFP) 434 477
Yellow fluorescent protein (YFP) 514 527

Tabelle 2.7.: Anregungs- und Emmisionsmaxima einiger Fluoreszenzproteine

Lokalisationsbilder wurden mit einem 63-fach Immersionsobjektiv mit unterschied-
lichen Belichtungszeiten und Ebenen fur die einzelnen Kanale aufgenommen. Dabei
wurde auf die optimale Belichtung und Scharfe aller Kanale geachtet.

Mit einem 40-fach Immersionsobjektiv wurden Bilder fur exBIFC Analysen bei
einheitlicher Ebene pro Aufnahme und einheitlicher Belichtungszeit pro Versuchs-

reihe aufgenommen (siehe 2.2.2.6).

2.2.2.6. exBIFC-Methode zur Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen
Die exBIFC Methode ist eine fluoreszenzbasierte Methode zur Untersuchung von
Protein-Protein-Interaktionen in eukaryotischen Zellen. Hierzu wird das erste Protein
als Fusionsprotein mit CFP und der ersten Halfte von YFP (Protein1-CFP-YFP-N)
exprimiert. Das zweite Protein liegt als Fusionsprotein mit mRFP1 und der zweiten
Halfte von YFP (Protein2-mRFP1-YFP-C) in der Zelle vor. Bei Interaktion der beiden
Proteine kommen die beiden YFP Halften in raumliche Nahe und das YFP-
Fluorochrom kann sich ausbilden (Wolff et al., 2006b). Die Fluoreszenzintensitaten
der Fluorochrome CFP und mRFP1 dienten als Transfektionskontrolle der beiden
Expressionskonstrukte und wurden fur die Berechnung der Interaktionsstarke
verwendet.

Die entsprechende Menge an Zellen wurde in Ibidi Schalchen ausgesat und Uber
Nacht bei 37°C und 5% COg inkubiert. Die Zellen wurden mit beiden Konstrukten
(je 300 ng) transfiziert und genau 48 Stunden bei 37°C und 5% CO3 inkubiert.
Schlieflich wurden die Zellen ca. 20 Minuten bei 4°C inkubiert und fur die
mikroskopische Auswertung fixiert. Hierfur wurde das Medium von den Zellen

entnommen und die Zellen mit PBS gewaschen. Anschlieliend wurde eine 2%-ige
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PFA/PBS-Losung auf die Zellen gegeben und 20 min bei RT inkubiert. Schliel3lich
wurde das PFA entfernt und die Zellen in PBS gehalten.

Die Aufnahme der Zellen erfolgte unter Verwendung von festen Belichtungszeiten.
Nachdem die CFP- und die mRFP-Fluoreszenz starker als die YFP-Fluoreszenz war,
wurden CFP- und mRFP-Bilder mit 50 ms und YFP-Aufnahmen mit 1000 ms
Belichtungszeit aufgenommen. Die Bilder wurden mit dem Programm IPLab
ausgewertet. Hierzu wurden einzelne Zellen per Hand umrandet und die
Pixelintensitaten aller drei Fluoreszenzkanale im gleichen Zellsegment bestimmt. Fur
jeden Fluoreszenzkanal wurde ein weiteres Segment gewahlt, um jeweils die

Intensitat der Hintergrundfluoreszenz zu ermitteln.

Mittels MS Excel wurden die Daten jeder segmentierten Zelle einzeln ausgewertet.
Der Hintergrundwert jedes Fluoreszenzkanals (CFP, mRFP1, YFP) einer Zelle wurde
durch Multiplikation der Flache des Zellsegments mit der mittleren Signalintensitat
pro Pixel des entsprechenden Hintergrundsegments berechnet. Die drei errechneten
Hintergrundwerte der Zelle wurden von der gemessenen Pixelintensitat des
jeweiligen  Fluoreszenzkanals  subtrahiert. Dadurch  wurden die drei
Fluoreszenzsignale um den Hintergrund korrigiert. Die somit korrigierte YFP-
Fluoreszenzintensitat wurde durch die Summe der korrigierten Werte der CFP- und
mRFP1-Fluoreszenzintensitaten geteilt. Dieser Wert (normalisiertes YFP-Signal)
wurde fur die Darstellung mit 100 multipliziert und mit Hilfe des Programms
GraphPad Prism dargestellt. Die einzelnen Schritte der Interaktionsberechnung sind

in Tabelle 2.8 dargestellt

mittlere Signal- « . gemessene I"(YFP)/
intensitat pro | Fldche (F) | & M(HTtgrgr“”d) Fluoreszenz- | 1- B = I" | (I"(CFP)+I"(mRFP1)) | Y * 100
Pixel (M) - intensitat (I) =Y
CFP 120,10 18567 1924283,88 2,23E+06 | 3,06E+05
CFP Hintergrund 103,64 2592 268632
3899,58 18567 5960564,01 7,24E+07 | 6,64E+07
; 0,02730 2,730
mRFP Hintergrund 321,03 2592 832121
YFP 254,19 18567 2897566,02 4,72E+06 1,82E+06
YFP Hintergrund 156,06 2592 404507

Tabelle 2.8.: Auswertung von exBIFC Analysen

Die Berechnung der Interaktionsstarke erfolgt nach folgendem Schema: Die mittlere Signalintensitat
pro Pixel (M) des Hintergrundsegments jedes Farbkanals (CFP, mRFP1 und YFP) wird mit der Flache
der Zelle multipliziert (Werte rot markiert). Dieser Wert (B) wird von der gemessenen Fluoreszenz-
intensitat () des entsprechenden Fluoreszenzkanals abgezogen (I-B), wodurch die Fluoreszenz-
intensitdt um den Hintergrund korrigiert wird (1“). Die Interaktionsstarke wird durch die Division des
korrigierten Wertes der YFP-Fluoreszenz durch die Summe der korrigierten Werte fir die CFP- und
mMRFP1-Fluoreszenz berechnet (Y). Dieser Wert wird fur die Darstellung mit 100 multipliziert.



Material und Methoden 44

2.2.2.7. Funktionsanalysen

2.2.2.7.1. Rev-Reporter-System

Die Funktionsanalyse wurde mit dem in (Wolff et al., 2006a) beschriebenen Rev-
Reporter-System  durchgefuhrt. Dieses System basiert auf dem Vektor
pLRed(2xINS)R, welcher die DNA-Kodierungssequenz fur DsRed1 unter der
Transkriptionskontrolle der HIV-LTR kodiert. Nach diesem Gen folgen ein
Translations-Stopcodon, zwei p17/p24 INS-Sequenzen und eine RRE-Sequenz. Die
p17/p24 Instabilitats-Elemente (INS) destabilisieren die Reporter-rmRNA und
verursachen den Abbau der mRNA im Zellkern. An die RRE-Sequenz der RNA kann
Rev binden, die mRNA stabilisieren und den Transport in das Zytoplasma vermitteln.
Die Expression des DsRed1-Reporterproteins in diesem System ist Tat und Rev
abhangig. Mit dieser Methode ist eine stufenlose Bestimmung der Tat- bzw. Rev-
Funktion zwischen 0% und 100% moglich.

Die Funktionsanalysen wurden in HeLa-Zellen und in Astrozyten durchgefuhrt.

Durchflihrung in HelLa-Zellen:

Es wurden stets mindestens drei unabhangige Experimente durchgefuhrt.

Die HeLa-Zelllinie HeLa-Tat-ROD, welche stabil Konstrukte fir Tat und das Reporter-
Gen (pLRed(2xINS)R) enthalt, wurde fur Funktionsanalysen in HelLa-Zellen
verwendet. In diese Zellen wurde das Expressionsplasmid fur Rev-GFP transfiziert
und die Reporterprotein-Produktion nach 48 Stunden im FACS beobachtet. Hierfur
wurden 1 x 10° Zellen in 6-well-Platten mit 200 ng RevGFP-Plasmid transfiziert,
48 Stunden bei 37°C und 5% CO, inkubiert und schlieRlich fur die FACS-Analyse
geerntet (siehe unten).

Bei der Untersuchung des Einflusses von anderen Proteinen auf die Reporterprotein-
Produktion wurden 200 ng des entsprechenden Expressionsplasmids co-transfiziert.

Durchflhrung in Astrozyten (U138)
Fur die Experimente in U138 Astrozyten gab es keine stabile Reporter Zelllinie.

Daher wurden mindestens drei unabhangige Experimente transient durchgefuhrt.

1 x 10° Zellen pro Loch einer 6-Loch-Platte wurden mit 1,5 ug pLRed(2xINS)R,
400 ng pCTat und 300 ng RevGFP-Expressionsplasmid transfiziert. Die Zellen
wurden nach 48 Stunden geerntet und im FACS analysiert (siehe unten).

Bei Astrozyten wurden 300 ng Expressionsplasmid fur Proteine, deren Einfluss auf
die Reporterprotein-Produktion getestet wurde, co-transfiziert.
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Auswertung der Funktionsanalysen mit dem FACS

Mit dem FACS wurden transfizierte Zellen auf die Reporterprotein-Produktion
untersucht. Zunachst wurden die Zellen anhand ihrer Gro3e und Granularitat
ausgewahlt. Dazu wurden Vorwarts-Streulicht (FCS) und Seitwarts-Streulicht (SSC)
ermittelt. Durch dieses Ausschlussverfahren wurde fur eine moglichst homogene und
gesunde Zellpopulation gesorgt.

Die transfizierten Zellen mussten vor der FACS-Analyse geerntet werden. Hierzu
wurden die Zellen in 6-Loch-Platten zuerst mit PBS gewaschen, dann trypsiniert und
anschlieBend in Medium aufgenommen. Die Zellen wurden abzentrifugiert und
schlielich in PBS aufgenommen.

Mit Hilfe der Negativ- (ohne Rev) und Positivkontrolle (Rev-GFP) wurde das Gerat
derart geeicht, dass im roten Kanal nur sehr wenig Signal (ca. 1%) vorhanden war.
Zudem wurde die Sensitivitat so eingestellt (Kompensation), dass verschieden stark
fluoreszierende Zellen gleichzeitig detektiert werden konnten.

Die erstellten Plots wurden mit dem Programm Cell Quest oder FlowJo ausgewertet.
Die grune Fluoreszenz wurde nach Transfektion von allen Zellen, die das Plasmid
aufgenommen haben, exprimiert. Die Grun-Fluoreszenz ist somit eine Kontrolle fur
die Transfektion. Es wurde die Zahl der Zellen ermittelt, die innerhalb der
grunfluoreszierenden Zellpopulation auch rote Fluoreszenz zeigten, da diese das
funktionelle Rev enthalten. Die Daten eines typischen Experiments, ermittelt durch
die Software Cell Quest, ist in Abbildung 2.1 dargestellt.

Im ersten Dot Plot sind gegeneinander Vorwarts- und Seitwarts-Streulicht
aufgetragen. Die homogene Zellpopulation wurde durch das erste ,Gate” (R1)
markiert (Abb 2.1 (A)). In einem weiteren Dot Plot wurden die zwei Fluoreszenzen in
der Population R1 gemessen und gegeneinander aufgetragen. Die grune
Fluoreszenz entspricht FL-1 und die rote Fluoreszenz FL-3. Die Population von
Zellen, die nahezu alle transfizierten Zellen umschlie3t, wurde mit ,R2“ markiert. Rot-
und grun-fluoreszierende Zellen wurden mit ,R3“ markiert (Abb. 2.1 (B)).

Abbildung 2.1. (nachste Seite): Auswertung der FACS-Daten

(A) Vorwarts- und Seitwarts- Streulicht sind in diesem Dot Plot gegeneinander aufgetragen. Das erste
,GCate” (R1) definiert eine homogene Zellpopulation. (B) Im zweiten Dot Plot wurden die zwei
Fluoreszenzen gegeneinander aufgetragen. Die griine Fluoreszenz entspricht FL-1 und die rote
Fluoreszenz FL-3. In diesem Dot Plot wurden nur die Zellen ausgewertet, die in (A) mit ,R1“ selektiert
wurden. Die Population von Zellen, die nahezu alle transfizierten Zellen umschlie3t, wurde mit ,R2“
markiert. Rot- und griinfluoreszierende Zellen wurden dagegen mit ,R3" markiert.



Material und Methoden 46

A B

HeLaTatROD+RevGF PStrep 001 % Hel aTWROD e vQFPStrep 001

800 1000

600

SSCH

400

200

0

T T
800 1000

Die Daten wurden mit dem Programm Microsoft Excel ausgewertet.

Fir jedes Einzelexperiment wurde der Quotient aus G3 (Rot- und Grin-
fluoreszierende Zellen) durch G2 (grunfluoreszierende Zellen) gebildet. Die
Positivkontrolle jeder Experimentreihe wurde auf 100% gesetzt und die anderen
Werte (Rev-GFP-Mutanten oder Rev-GFP co-transfiziert mit anderen Proteinen) der
gleichen Experimentreihe darauf bezogen. Der Mittelwert aus drei unabhangigen
Experimenten und die entsprechende Standardabweichung wurden mit dem
Programm GraphPad Prism in einem Balkendiagramm dargestellt.

2.2.2.7.2. Nachweis von intra- und extrazellularem p24 mittels ELISA

Die Zellen wurden, wie in Abschnitt 2.2.2.1 und 2.2.2.2 beschrieben, in einer
12-Loch-Platte ausgesat und transfiziert bzw. mit siRNAs behandelt (siehe 2.2.3.11).
Nach 24 Stunden wurde das Medium entnommen, die Zellen mit PBS gewaschen
und mit genau 1 ml frischem Medium versetzt. Die Zellen wurden anschlielend
weitere 72 Sunden bei 37°C und 5% CO; inkubiert.

Es wurden drei unabhangige Experimente durchgefuhrt. Intra- und extrazellulare
Proben wurden fur den p24 ELISA und Zelllysate fur den Western Blot entnommen.
Der Uberstand wurde 5 Minuten bei 3000 rpm zentrifugiert. 450 ul Uberstand wurden
mit 50 pl einer 5 %-igen TritonX-100-Losung versetzt, 10 Minuten bei RT inkubiert
und bei — 20°C zwischengelagert (extrazellulare p24 Probe). Die adharenten Zellen
wurden mit 100 pl 5%-TritonX-100-Lésung pro Loch 15 Minuten lysiert. 50 ul Lysat
wurde fur Western Blot Analysen entnommen, 5 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert
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und bei — 20°C eingefroren (Western Blot Probe). Die restlichen 50 pl Zelllysat
wurden mit 450 pl PBS auf 0,5 % TritonX-100 verdunnt, 5 Minuten bei 13000 rpm
zentrifugiert und bei -20°C eingefroren (intrazellulare p24 Probe).

Die intra- und extrazellularen p24 Proben wurden fur den ELISA verdunnt. Proben
von TH4-7-5 Zellen wurden 1:200 und von LC5-HIV Zellen 1:10000 in einem
Endvolumen von 200 ul verdinnt. Der ELISA wurde nach Herstellerangaben durch-
gefuhrt. Als Standard diente eine Verdunnungsreihe einer gereinigten p24-Losung,
deren Konzentration bekannt war.

Die verdunnten Proben wurden auf eine mit a-p24-Antikorper beschichteten 96-Loch
Platte gegeben und eine Stunde bei 37°C inkubiert. Anschlielend wurde die Platte
4-mal mit Waschpuffer gewaschen. Dann wurde ein Biotin-gekoppelter o-HIV-1-
Antikorper dazugegeben und eine Stunde bei 37°C inkubiert. Nach erneutem
Waschen (4-mal) wurde die Platte 30 Minuten mit einer Streptavidin-HRPO Ldsung
inkubiert. Es folgten erneut 4 Waschschritte und die Reaktion wurde mit einer
Substratlosung gestartet. Im Dunklen wurde 20 — 30 Minuten bis zu einem
Farbumschlag inkubiert und schlieBlich die Reaktion mit einer Schwefelsaure-L6sung
gestoppt. Im Mikroplatten-Leser wurde bei 450 nm (Referenz 570 nm) gemessen.

Die Auswertung erfolgte mittels MS Excel. Eine Standardlinie wurde aus den
bekannten Konzentrationen der Verduinnungsreihe der Standardprobe (gereinigte
p24-Losung) und den im ELISA gemessenen Werte gebildet. Aus der
mathematischen Funktion der Standardlinie wurden die Konzentrationen der
gemessenen extra- bzw. intrazellularen p24-Proben ermittelt und der Mittelwert von

drei unabhangigen Experimenten mit dem Programm GraphPad Prism dargestellt.

2.2.3. Proteinchemische Methoden

2.2.3.1. Zellaufschluss von eukaryotischen Zellen

Zur Gewinnung von Zelllysaten fur die StrepTagll-Affinitatschromatographie wurden
pro Reinigung etwa 8 x 10’ Zellen von insgesamt 10 Zellkulturflaschen (T175) geldst,
mit 10 ml Lysispuffer (siehe 2.1.1) versetzt und unter standiger Rotation eine Stunde
bei 4°C inkubiert. Um Zellkerne aufzuschlie3en, wurden die Zellen 10-mal durch eine
Kanule mit einem Durchmesser von 0,55 mm (24 G) gezogen. Die Zellsuspension

wurde 10 Minuten bei 14000 rpm und 4°C zentrifugiert. Schliel3lich wurde das Lysat
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mit Hilfe eines Filters mit 5 ym Porengrol3e filtriert, um DNA- und Zell-Fragmente zu
entfernen.

Fur die Immunprazipitationen wurden die Zellen direkt in der Zellkulturflasche lysiert.
Pro Ansatz wurden 2 Zellkulturflaschen (T175) mit insgesamt etwa 1,5 x 10" Zellen
eine Stunde mit 2 ml Lysispuffer (siehe 2.1.1) bei 4°C inkubiert. Mit einem
Zellkulturschaber wurden die Zellen von dem Boden der Zellkulturflasche entfernt,
mehrfach durch eine Kanule mit einem Durchmesser von 0,55 mm (24 G) gezogen
und 10 Minuten bei 14000 rpm und 4°C zentrifugiert.

2.2.3.2. Co-Immunprazipitation

Die Immunprazipitation wurde sowohl mit U138 als auch mit HeLa-Zelllysaten nach
dem in Abbildung 2.2 abgebildeten Schema durchgefuhrt. Fur beide Zelltypen lagen
stabile Zelllinien vor, die RevGFP (U138-RevGFP-StrepTagll und HeLa-pHitRevGFP
a-Klon) bzw. GFP (U138-GFP-StrepTagll und HelLa-GFP) exprimierten. Die GFP-
exprimierenden Zellen wurden als Kontrolle fur unspezifische Interaktionen von
zellularen Proteinen mit dem Antikorper, dem ProteinG bzw. dem StrepTagll in der
U138-Zelllinie verwendet.

Die Zellen wurden, wie in 2.2.3.1 beschrieben, lysiert. Um unspezifisch mit Protein-G
bindenede Proteine aus dem Zelllysat zu entfernen, wurde das Zelllysat (2 ml) mit
60 pl Protein-G-haltige Losung versetzt, das Gemisch eine Stunde bei 4°C unter
standiger Rotation inkubiert und anschliel3end eine Minute bei 13000 rpm und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 8 pg Antikérper-Lésung (polyklonaler
Kaninchen-a-GFP-Antikorper) pro Reaktion versetzt und eine Stunde bei 4°C
rotierend inkubiert. Zum Antigen-Antikorper-Komplex wurden 60 ul einer Protein-G-
haltige Losunghaltigen Losung gegeben und Uber Nacht bei 4°C unter standigem
Rotieren inkubiert. AnschlieRend wurde der Antigen-Antikdrper-ProteinG-Komplex
eine Minute bei 13000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet, welches den Antigen-Antikorper-ProteinG-Komplex enthielt, mit 500 pl
Phosphor-Puffer (ohne Proteaseinhibitoren) versetzt. Der Komplex wurde erneut eine
Minute bei 13000 rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Dieser
Waschschritt wurde 5-mal wiederholt. Schliellich wurde das Pellet mit SDS-
Auftragspuffer versetzt, bei 5 Minuten 95°C inkubiert und mittels SDS-PAGE

analysiert.
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Abbildung 2.2.: Co-Immunpraézipitation

Das uberexprimierte Protein (z.B. RevGFP) wird mit Hilfe eines Antikdrpers aus dem Lysat gebunden.
Der Komplex aus dem Antigen und dem Antikdrper wird mittels Protein-G an Sepharose gebunden
und durch Zentrifugation von restlichen Proteinen getrennt. Nach mehreren Waschschritten wird das
Prazipitat durch Aufkochen in die einzelnen Bestandteile getrennt und mittels SDS-PAGE und
Western Blot analysiert.

2.2.3.3. Rekombinante Expression von Proteinen in E. coli

Zur Anzucht wurden 4 Liter LB-Amp-Medium in 4 Erlenmeyerkolben mit insgesamt
80 ml einer Ubernachtkultur (BL21-codonplus transformiert mit dem entsprechenden
Plasmid fur die Expression des rekombinanten Proteins) angeimpft.

Die Inkubation erfolgte bei 37°C bis zu einer optischen Dichte von etwa 0,5 bei
550 nm. AnschlieRend wurde die Bakterienkultur bei 34°C inkubiert. Die Kultur wurde
mit 145 rpm geschuttelt und ihr Wachstum durch stundliche Probenentnahme zur
Messung der optischen Dichte verfolgt.

Bei einer optischen Dichte von ODssp = 0,6 - 0,8 (GFP-exprimierende Bakterien: 0,6 /
RevGFP-exprimierende Bakterien: 0,8) wurde mit 1 mM IPTG im Endvolumen
induziert. Dies fuhrt zur Expression der T7-Polymerase, welche im Genom der
Bakterien kodiert und unter der Kontrolle des /acZ-Promotors steht.
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Bei einer ODssp = 0,8 - 1 (GFP-exprimierende Bakterien: 0,8 / RevGFP-
exprimierende Bakterien: 1) wurde die Kultur mit 100 pyl Anhydrotetracyclin in DMF
(2 mg/ml) pro 1000 ml Kultur induziert. Anhydrotetracyclin bindet an das allosterische
Zentrum des ftet-Repressors und verursacht dessen Freisetzung vom fet-
Promotor/Operator infolge einer Konformationsanderung. Dadurch wurde die
Expression des rekombinanten Proteins durch die T7-Polymerase eingeleitet. Die
anschliellende Induktionsdauer betrug 2 bis 3 Stunden bis eine ODss5p von ca. 1,3 —
1,5 erreicht wurde. Die Zellen wurden dann wie in 2.2.3.4 beschrieben geerntet und

aufgeschlossen.

2.2.3.4. Zellaufschluss von prokaryotischen Zellen

Die Bakterienkultur wurde zunachst 15 Minuten bei 4000 rpm zentrifugiert und
anschliel3end auf Eis in jeweils 10 ml Lysispuffer pro 1000 ml Kultur resuspendiert.
Der Lysispuffer enthielt Lysozym (siehe 2.1.1), welches die Zellwand der Bakterien
abbaut. Die Zellen wurden hierfur 30 Minuten bei 37°C inkubiert, da Lysozym bei
37°C die groRte Effizienz besitzt. Anschlie®Bend wurden die Zellen mittels
Ultraschallbehandlung weiter aufgeschlossen. Die Zellen wurden etwa 15-mal
15 Sekunden unter leichtem Schwenken einer Ultraschall-Schwingsonde ausgesetzt.
Dies erfolgte auf Eis, um eine lokale Erwarmung zu unterbinden. Schlief3lich wurde
das Lysat zuerst 30 Minuten bei 6000 rpom und dann 20 Minuten bei 16000 rpm
zentrifugiert. Das Protein-Lysat wurde mit Hilfe eines Filters (5 ym Porengrof3e) von
restlichen Zell- und DNA-Bestandteilen befreit.

2.2.3.5. StrepTagll-Affinitatschromatographie mit rekombinanten Proteinen und
humanen Zelllysaten

Die bakteriellen Lysate mit rekombinantem RevGFP-StrepTagll (4 Liter Anzucht)
bzw. rekombinantem GFP-StrepTagll (2 Liter Anzucht) wurden zunachst 15 Minuten
bei 15000 rpm und 4°C zentrifugiert.

Der Uberstand wurde auf je eine aquilibrierte StrepTactin-Sepharose-Saule (5 ml
Saulenvolumen) gegeben. Nach Durchlauf der Losung wurde die Saule mit 10
Saulenvolumen Waschpuffer gewaschen. Durch Einsetzen eines Waschpuffers mit
500 mM NaCl sollte eine effizientere Reinigung des rekombinanten Proteins von
bakteriellen Proteinen erreicht werden. AnschlieBend wurde auf jede Saule das
Zelllysat von etwa 8 x 10" Zellen (Zellaufschluss siehe 2.2.3.1) gegeben. Nach
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Durchlauf des Lysates wurde die Saule mit 7 Saulenvolumen Waschpuffer (250 mM
NaCl) gewaschen. An dieser Stelle wurde 250 mM statt 150 mM NaCl (Angabe des
Herstellers) eingesetzt, um unspezifische Interaktionen zwischen Rev und zellularen
Proteinen zu reduzieren. Die Elution erfolgte unter Verwendung des Waschpuffers,
versetzt mit hohem Salzgehalt (1,5 M NaCl). Es wurden 15 Fraktionen a 1,5 ml
eluiert. Der Proteingehalt jeder Fraktion wurde mittels Bradford Methode (siehe
Abschnitt 2.2.3.9) analysiert.

Schliel3lich wurden alle Fraktionen vereinigt und mit 22,5 ml Waschpuffer (250 mM
NaCl) versetzt, um die Salzkonzentration im Eluat zu verringern. Die ca. 45 ml
Elutionslosung wurde mit Hilfe einer 15 ml Amicon-Aufkonzentrationssaule auf 600 pl
Endvolumen aufkonzentriert und mit 200 pl SDS-Auftragspuffer (4-fach) versetzt.
Nach einer Inkubation von 5 Minuten bei 95°C wurde die Probe bei — 20°C gelagert.
FuUr jedes Experiment wurde eine frische Saule verwendet, um das Vorhandensein

von Rest-Proteinen an der Saule aus alten Reinigungen auszuschlie3en.

2.2.3.6. SDS-PAGE

Fir die SDS-PAGE Analysen wurden 4-12%-ige SDS-Polyacrylamidgele (Bis-Tris)
und das MES-Puffersystem der Firma Invitrogen verwendet.

Zur Probenvorbereitung wurden pro Tasche jeweils 15 ul Proteinlosung mit 5 pl SDS-
Auftragspuffer (4-fach) versetzt, 5 min bei 95°C inkubiert und anschlieRend 10
Minuten bei 14000rpm zentrifugiert. In die Probentaschen wurden je 15
Proteinlésung und in eine Tasche 10 pl Proteinstandard pipettiert. Leere Taschen
wurden mit 1-fachem Auftragspuffer aufgefillt. Die Elektrophorese wurde unter
Verwendung des MES-Laufpuffers bei etwa 120 V durchgefuhrt. Nach ca. 2 Stunden
hatte der Bromphenolblau-Marker die untere Gelkante erreicht und das Gel wurde fur
die Western-Blot-Analyse oder Colloidal Coomassie Farbung verwendet.

2.2.3.7. Colloidal Coomassie Farbung

Die Colloidal Coomassie Farbung erfolgte mit dem Kit der Firma Invitrogen nach
Angaben des Herstellers. Hierzu wurde das Gel zunachst fixiert und anschliefend 10
Minuten in Losung A inkubiert. SchlieBlich wurde Losung B dazugegeben und etwa 3
Stunden unter standigem Schwenken weiter inkubiert. Die Entfarbung des Gels
erfolgte Uber Nacht durch Inkubation mit ddH,0O.
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2.2.3.8. Western Blot-Analyse

Fur den Elektrotransfer wurden 2 Blatt Filterpapiere mit Transferpuffer getrankt und
ohne Einschluss von Luftblasen auf die Edelstahl-Anodenplatte der Elektroblot-
Apparatur gelegt. Darauf wurde zuerst die mit Transferpuffer benetzte Nitrozellulose-
Membran, dann das Gel (in Transferpuffer inkubiert) und schlieRlich zwei weitere
Filterpapiere platziert. Nach Aufsetzen der Kathodenplatte wurde fur 45 Minuten eine
konstante Spannung von 15 V angelegt. Die Membran wurde anschlieBend mit
Ponceau-L6sung inkubiert, um die Transfereffizienz zu ermitteln. Nach Entfarben der
Membran mit ddH2O wurde diese uber Nacht in einer Losung aus 20 ml PBS-T und
10 ml Milch bei 4°C geblockt.

Anschlieliend wurde die geblockte Membran 30 Minuten mehrfach mit PBS-T
gewaschen. Die Membran wurde mit dem entsprechenden Erstantikorper in PBS-
T/Milch-Losung (2:1) zwei Stunden bei RT inkubiert und dann erneut 30 Minuten
mehrfach mit PBS-T gewaschen. Der Erstantikorper wurde indirekt Uber einen
zweiten, mit ,Meerrettich Peroxidase“ konjugierten Antikorper (Detektions-
antikorper), nachgewiesen. Der Zweitantikdrper ist spezienspezifisch und ist
gegen die Fc-Domane des ersten Antikorpers gerichtet. Der Detektionsantikorper
wurde in PBS-T/Milch-L6sung (2:1) zu der Membran gegeben und eine Stunde bei
RT inkubiert. SchlieBlich wurde die Membran erneut mehrfach mit PBS-T fur 30
Minuten gewaschen. Durch Zugabe des Substrats wurde der Zweitantikorper durch
Chemielumineszenz nachgewiesen. Die Membran wurde 7 Minuten in dieser Losung
inkubiert. AnschlieRend wurde die Membran zwischen zwei Folien in eije
Filmkassette gelegt. Im Dunkelraum wurden Filme in unterschiedlichen
Zeitabstanden auf die Membran aufgelegt und gebundene Sekundarantikorper durch

Schwarzung des Films detektiert.

2.2.3.9. Bestimmung der optischen Dichte einer Proteinlosung mittels der
Bradford Methode

5 pl einer Proteinlosung wurde in ein Loch einer 96-Loch Platte pipettiert und mit

250 pl Bradford Reagenz (vorgewarmt auf Raumtemperatur) versetzt. Nach einer

Inkubation von etwa 2 Minuten bei RT wurde die optische Dichte der Losung bei

595 nm im Microplate Reader gemessen.
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2.2.3.10. MALDI-TOF Massenspektrometrie

Die MALDI-TOF Massenspektrometrie wurde in Kollaboration mit dem Institut fur
Humangenetik (Dr. Stefanie Hauck, Dr. Marius Ueffing, GSF) durchgefuhrt.

Hierfur wurden Proteinbanden im SDS-Polyacrylamid-Gel mittels Colloidal
Coomassie angefarbt (2.2.3.8) und anschlielend einzelne Banden mit einem
sauberen Skalpell ausgeschnitten.

Der Trypsinverdau mit einer 0,01 pg/pl Trypsin-Losung diente der Isolierung der
Proteine aus dem Gel. Die Peptide wurden anschlieRend im Massenspektrometer
analysiert. Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe des Programms Mascot. Alle
Aufgaben ab dem Trypsinverdau wurden vom Kollaborationspartner wie publiziert
durchgefihrt (Hauck et al., 2005).

2.2.3.11. RNA Interferenz mittels synthetischer siRNAs

Die RNAi Untersuchungen wurden nach folgendem Schema durchgefuhrt. Die
Angaben sind nach der Anleitung des Herstelles (Qiagen).

Die Zellen wurden entsprechend der Tabelle 2.6 in 12-Loch Platten ausgesat und 24
Stunden bei 37°C und 5% CO; inkubiert. 2 pg siRNAs wurde mit Medium (ohne
Serum und Antibiotika) in einem Endvolumen von 100 pl versetzt und gevortext.
AnschlieRend wurde 12 pl RNAiFect-Transfektionsreagenz hinzugegeben, gevortext
und 15 Minuten bei RT inkubiert. Wahrend der Inkubation wurde das alte Medium
von den ausgesaten Zellen abgenommen und 600 pl frisches Medium (mit Serum
und Antibiotika) auf die Zellen gegeben. Die siRNA-Medium-RNAiFect-Mischung
wurde anschliellend tropfenweise auf die Zellen gegeben und bei 37°C und 5% CO»
inkubiert. Nach 24 Stunden wurde das Reaktionsmedium abgenommen, die Zellen
mit PBS gewaschen und mit frischem Medium (mit Serum und Antibiotika) versetzt.
Nach weiteren 72 Stunden Inkubation bei 37°C und 5% CO, wurden die Zellen

geerntet und analysiert.
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3. Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war die Aufreinigung von zelluldren Rev-interagierenden Faktoren
aus humanen Astrozyten mit Hilfe der StrepTactin/StrepTagll-Affinitats-
chromatographie Methode. Hierfir wurde das RevGFP-Protein C-Terminal mit dem
StrepTagll versehen. Als Kontrolle fur unspezifische Interaktionen mit dem GFP,
dem StrepTagll und dem Saulenmaterial diente das GFP-StrepTagll-Protein.

Die Identifizierung von isolierten Rev-interagierenden Faktoren erfolgte mittels
MALDI-TOF Massenspektrometrie und Western Blot Analyse. Die Verifikation der
spezifischen Interaktion der Faktoren mit dem Rev-Protein wurde mittels Co-
Immunprazipitation und exBIFC-Analyse durchgeflhrt. Zudem wurde die Interaktion
der Faktoren mit dem Rev-Protein in HeLa-Zellen analysiert.

SchlieBlich wurde der Einfluss neuer Rev-interagierender Faktoren auf die
Produktion des Reporterproteins im Rev-abhangigen Reportersystem (Wolff et al.,
2003) und auf die HIV-1 Replikation untersucht.

3.1. Der StrepTagll hat keinen Einfluss auf die Lokalisation und

Funktion von RevGFP in humanen Zellen

Zunachst wurde der Einfluss des StrepTagll auf die Lokalisation und Funktion von
RevGFP in humanen Zellen untersucht, um zu zeigen, dass das StrepTagll die
Eigenschaften des Rev-Proteins nicht veradndert. Hierbei wurde das
Lokalisationsverhalten bzw. die Funktionalitat von RevGFP-StrepTagll mit RevGFP
verglichen.

FUr die Untersuchung der Lokalisation von RevGFP-StrepTagll wurden RevGFP
bzw. RevGFP-StrepTagll transient in HelLa-Zellen und Astrozyten exprimiert.
AnschlieRend wurde die Lokalisation beider Proteine mittels Fluoreszenzmikroskopie
analysiert und quantifiziert. RevGFP-StrepTagll zeigte in HeLa-Zellen eine nukleare
und nukleolare Lokalisation und in U138MG-Astrozytom Zellen eine weitgehend
zytoplasmatische Lokalisation. Demnach besitzt RevGFP-StrepTagll das gleiche

Lokalisationsverhalten wie RevGFP ohne das StrepTagll (Abbildung 3.1).

Somit hat der StrepTagll keinen Einfluss auf die ,steady state Lokalisation des
RevGFP-Proteins.
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Abbildung 3.1.: Einfluss des StrepTagll auf die Lokalisation von RevGFP

Die Lokalisation von RevGFP und RevGFP-StrepTagll in HelLa-Zellen und U138MG-Astrozytom
Zellen (jeweils 20 Zellen) wurde quantitativ ausgewertet. Das RevGFP-StrepTagll besitzt sowohl in
HelLa-Zellen als auch in Astrozyten die gleiche Lokalisation wie RevGFP. Es sind reprasentative
Zellen dargestellt, welche die Lokalisation von RevGFP und RevGFP-StrepTagll in den beiden
Zelllinien zeigen. In HeLa-Zellen sind Kern- und Zellumrisse angedeutet.

Mafstab: 20 ym

Die Aktivierungsfunktion von RevGFP und RevGFP-StrepTagll wurde mit einem
Rev-Reportersystem bestimmt (Wolff et al., 2003), in dem die Produktion des
Reporters DsRed1 durch das Rev-Protein aktiviert wird (siehe Abschnitt 2.2.2.7.1).

In Abbildung 3.2 sind die Daten von jeweils drei unabhdngigen Experimenten
dargestellt. Die RevGFP Aktivierungsfunktion in HelLa-Zellen wurde auf 100 %

gesetzt und alle weiteren Funktionsversuche darauf bezogen. RevGFP-StrepTagll
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hatte sowohl in HelLa-Zellen als auch in Astrozyten die gleiche Fahigkeit die

Produktion des Reporterproteins zu steigern, wie RevGFP ohne das StrepTagll.

Eine Fusion mit dem StrepTagll hat demnach keinen Einfluss auf die Funktion des

Rev-Proteins.
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Abbildung 3.2.: Einfluss des StrepTagll auf die Aktivierungsfunktion von RevGFP

Die Funktion von RevGFP-StrepTagll, bestimmt mit dem Rev-Reportersystem (Wolff et al., 2003), ist
vergleichbar mit der Aktivierungsfunktion von RevGFP in HelLa-Zellen und Astrozyten. Dargestellt sind
die Werte aus drei unabhangigen Experimenten. Die RevGFP Funktion in HelLa-Zellen wurde auf
100 % gesetzt und alle weiteren Daten darauf bezogen.

3.2. Generierung von zwei stabil RevGFP-StrepTagll bzw. GFP-
StrepTagll exprimierenden Astrozytomzelllinien (U138MG)

Die Bestatigung der Interaktionen von neuen Rev-interagierenden Faktoren mit Rev
wurde mittels Co-Immunpraipitation durchgefuhrt (siehe 3.3.2). Hierfur wurde eine
stabile U138MG-Zelllinie generiert, welche RevGFP-StrepTagll konstitutiv exprimiert.
Als Kontrollzelllinie diente eine U138-GFP-StrepTagll Zelllinie. Mittels dieser

Kontrolle konnten unspezifische Interaktionen von zellularen Proteinen mit dem GFP,
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dem StrepTagll und dem Sepharose-Protein-G detektiert werden. Beide Zelllinien

exprimieren das gewunschte Protein unter der Kontrolle des CMV-Promotors.

In der U138-RevGFP-StrepTagll Zelllinie zeigten zunachst wenige Zellen eine Grin-
Fluoreszenz. Um eine Population anzureichern, die einheitlich RevGFP-StrepTagll
exprimierte, wurde mittels durchflusszytometrischer  Sortierung von der
Ausgangszelllinie eine Population mit starkerer Grun-Fluoreszenz ausgewahlt. Diese
RevGFP-StrepTagll exprimierende Population wurde expandiert und ein zweites Mal
sortiert. Hierdurch wurde eine Zelllinie generiert, in der etwa 90 % der Zellen
RevGFP-StrepTagll exprimierten. Diese Beobachtung wurde mittels FACS Analyse
quantifiziert (Abbildung 3.3/A).

Von den stark grun-fluoreszierenden U138-GFP-StrepTagll Zellen wurden die Zellen
sortiert, die geringere Mengen an GFP-StrepTagll exprimierten. Dadurch sollte
erreicht werden, dass die Expressionsstarken der beiden Zelllinien nicht zu stark
voneinander abweichen. Die quantitative Analyse mittels FACS zeigte, dass
ebenfalls etwa 90 % der U138-GFP-StrepTagll Zelllinie eine Grun-Fluoreszenz
besald (Abbildung 3.3/B).

In Abbildung 3.3 sind Fluoreszenzaufnahmen beider Zellen dargestellt.
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Abbildung 3.3.: Fluoreszenzaufnahmen von stabilen U138MG-Zelllinien

Fluoreszenzaufnahmen der (A) U138-RevGFP-StrepTagll und (B) der U138-GFP-StrepTagll Zelllinie
zeigen eine typische, im Vergleich zu Hela-Zellen verstarkt zytoplasmatische Lokalisation von
RevGFP-StrepTagll und eine homogene Verteilung von GFP-StrepTagll in der gesamten Zelle. Die
Analyse der Zellen mittels FACS zeigte, dass jeweils ca. 90 % der Zellen RevGFP-StrepTagll bzw.
GFP-StrepTagll exprimieren.

FL1-H: Griin-Fluoreszenz
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3.3. Interaktionsstudien mit bakteriell hergestelltem Rev-Protein
3.3.1. Isolierung von zellularen Rev-interagierenden Proteinen aus Astrozyten-
zelllysaten mit Hilfe von bakteriell hergestelltes RevGFP-StrepTagll
Die Isolierung von Rev-interagierenden Faktoren aus humanen Zelllysaten erfolgte
mit Hilfe von gebundenem, bakteriell hergestelltem RevGFP-StrepTagll. Die Vor- und
Nachteile dieses Affinitdtschromatographie-Ansatzes sind in Abschnitt 4.1 diskutiert.
Als Kontrolle fur unspezifische Interaktionen von zellularen Proteinen mit dem GFP-
Protein, dem StrepTagll bzw. der StrepTactin-Saule wurde bakteriell hergestelltes

GFP-StrepTagll verwendet.
FUr die nachfolgenden Untersuchungen wurden die Expressionskassetten von
sRevGFP und GFP Uber Bsal Schnittstellen vor den StrepTagll in den Vektor

pASK-IBA3plus kloniert und die jeweiligen Proteine in E. coli. produziert.

Die Prozedur fur die Isolierung von Rev-interagierenden Faktoren mittels bakteriell
hergestelltem RevGFP-StrepTagll erfolgte nach dem Schema in Abbildung 3.4.
Bakterielles Gesamtzelllysat mit rekombinantem Protein (z.B. RevGFP-StrepTagll)
wurde auf die Sepharose StrepTactin-Saule geladen und anschlieRend bakterielle
Proteine durch mehrere Waschschritte (Waschpuffer mit 500 mM NaCl) entfernt.
Nach Applikation von humanen Zelllysaten, wurde die Saule erneut gewaschen
(Waschpuffer mit 250 mM NaCl), um nicht an RevGFP-StrepTagll gebundene
Proteine zu entfernen. Im Anschluss wurden gebundene zellulare Proteine mit einem
Hochsalzpuffer (Waschpuffer mit 1,5 M NaCl) eluiert, aufkonzentriert und mittels
SDS-PAGE und Western Blot-Analysen untersucht.

Als Kontrolle fur unspezifische Interaktionen wurden bei jedem Experiment humane
Zelllysate einer Chromatographie mit StrepTactin-gebundenem, bakteriell

hergestelltem GFP-StrepTagll unterzogen (Abbildung 3.4).

Abbildung 3.4. (ndchste Seite): Schematischer Ablauf einer Reinigung mit rekombinanten
Proteinen

Bakterielle Lysate mit rekombinanten Proteinen wurden zunachst auf die Saule appliziert und nicht
gebundene bakterielle Proteine anschliefend durch Waschen mit einem Waschpuffer (WP) mit hoher
Salzkonzentration (500 mM NaCl) entfernt. Anschlielend wurde die Saule mit humanen Zelllysaten
beladen und nicht gebundene Proteine durch erneutes Waschen (Puffer: 250 mM NacCl) entfernt. Die
Elution gebundener zellularer Proteine erfolgt durch die Verwendung eines Hochsalz-Puffers (1,5 M
NaCl) (EP). Die Elutionsfraktionen wurden aufkonzentriert und mittels SDS-PAGE und Western Blot
analysiert.
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Die Affinitatschromatographie mit RevGFP-StrepTagll zur Gewinnung von Rev-
interagierenden Proteinen aus Astrozyten wurde in zwei unabhangigen
Experimenten durchgefuhrt. Hierbei wurde zum einen Zelllysat von 85HGG66-

Astrozytom Zellen und zum anderen von U138MG-Astrozytom Zellen verwendet.

Die Elutionsfraktionen aus den RevGFP-StrepTagll bzw. GFP-StrepTagll
Reinigungen mit Astrozytenzelllysaten (U138MG und 85HG66) wurden zunachst im
SDS-Gel analysiert. In Abbildung 3.5/A sind die Elutionsfraktionen der U138MG
Affinitatschromatographien mit RevGFP-StrepTagll (RGS) bzw. GFP-StrepTagll (GS)
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exemplarisch dargestellt. Auf das SDS-Gel wurde dreimal mehr Volumen an GFP-
StrepTagll Eluat (Kontrolle) als RevGFP-StrepTagll Eluat aufgetragen.

Dabei waren mehrere Banden nur in den RevGFP-StrepTagll Elutionsfraktionen
sichtbar. Diese wurden aus jeder Reinigung (85HG66 und U138MG) ausgeschnitten
und mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie analysiert. Etwa die Halfte der
identifizierten Proteinbanden waren bakterielle Proteine, die flr weitere Analysen
nicht von Interesse waren. Ein weiterer Teil der identifizierten Proteinbanden (etwa
ein viertel der untersuchten Banden) waren humane ribosomale Proteine. Diese
Proteine werden haufig bei Interaktionsuntersuchungen mittels Affinitats-
chromatographie isoliert (Roy et al., 2006). Daher wurden diese Proteine ebenfalls
nicht weiter untersucht.

Drei der analysierten Proteinbanden wurden mittels MALDI-TOF Massen-
spektrometrie als Poly-A binding protein 1 (PABP1), Nucleosome assembly protein 1
like 1 (NAP1L1) und Histon H2A identifiziert. Die entsprechenden Banden sind in
Abbildung 3.5/A rot markiert. Zwei weitere Proteinbanden, die untersucht wurden,
waren Proteine, die als Rev-interagierende Proteine publiziert sind. Diese waren B23
und Casein Kinase 2 (CK2) und sind in Abbildung 3.5/A blau markiert.

In Tabelle 3.1 sind die Identifikationswerte der Datenbankrecherche (,protein score”
in Mascot) fur die neuen Rev-interagierenden Proteine und die Anzahl der jeweils
analysierten Peptide dargestellt. Diese Wert (100, 143 und 80) sagen aus, dass nur
mit einer Wahrscheinlichkeit von 107%, 10 bzw. 10 die jeweilige Identifikation
zufallig war. Ein Wert von 60 ist hierbei als Schwellenwert definiert. Identifikations-

werte Uber 60 sind signifikant (p < 0,05).

Identifikationswert der A hi Ivsiert
Protein Datenbankrecherche ez P:"t? d’;s'e =
(,,protein score* in Mascot) P
PABP1 100 21
NAP1L1 143 3
Histon H2A 80 4

Tabelle 3.1.: Daten der Massenspektroskopieuntersuchungen

In dieser Tabelle sind die Identifikationswerte aus der Datenbank (,protein score“ in Mascot) fir die
jeweils analysierten Proteinbanden dargestellt. Bei Identifikationswerten (ber 60 kann davon
ausgegangen werden, dass eine signifikante Identifizierung erfolgte (p<0,05). Weiterhin sind Angaben
zu der jeweils untersuchten Peptidanzahl aufgefiihrt.
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Die Bestimmung des Proteingehaltes der Elutionsfraktionen zeigte einen ,Peak® bei
den Reinigungen mit RevGFP-StrepTagll (RGS+85HG66 und RGS+U138), nicht
aber mit GFP-StrepTagll Elutionsfraktionen (Abbildung 3.5/B).
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Abbildung 3.5.: Isolierung von Rev-interagierenden Faktoren aus Astrozytenzelllysaten

(A) Dargestellt sind die Elutionsfraktionen (E) der Reinigungen mit RevGFP-StrepTagll (RGS) und
GFP-StrepTagll (GS) im Colloidal Coomassie gefarbten SDS-Polyacrylamidgel. Exemplarisch ist die
Reinigung mit U138MG Astrozytomzelllysat dargestellt, um zu zeigen, wie die Verteilung der eluierten
Proteinbanden in den Reinigungen war. Aufgetragen wurde 3-mal soviel Volumen an GFP-StrepTagll
Eluat als RevGFP-StrepTagll Eluat. Es ist zu sehen, dass viele Proteinbanden ausschlief3lich in der
RevGFP-StrepTagll Elutionsfraktion vorkommen. Mehrere Proteine wurden mittels MALDI-TOF
Massenspektrometrie analysiert. Fiinf dieser Banden konnten mittels MALDI-TOF MS als Poly-A
binding protein 1 (PABP1), Nucleosome assembly protein 1 like 1 (NAP1L1), Casein Kinase 2 (CK2),
B23 und Histon H2A identifiziert werden. Bei den Proteinen CK2 und B23 handelt es sich um bereits
publizierte Rev-interagierende Proteine. (B) Die Elutionsprofile der Reinigungen mit RevGFP-
StrepTagll bzw. GFP-StrepTagll und den Zelllysaten von 85HG66- bzw. U138MG-Astrozytom Zellen
wurden mittels Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford untersucht. Nur in den
Elutionsfraktionen der RevGFP-StrepTagll Reinigungen sind Peaks fiir eluierte Proteine detektierbar.

Die Elutionsfraktionen von beiden Reinigungen wurden anschlieRend auf bekannte
und neue Rev-interagierende Faktoren in Western Blot Analysen untersucht.

In Abbildung 3.6/A ist zu sehen, dass mit Lysaten aus beiden Astrozyten-Zelllinien
(85HG66 und U138MG) funf publizierte Rev-interagierenden Proteine: B23, Casein
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Kinase 2 (CK2), CRM1, elF-5A und Importin-§ (siehe Abschnitt 10.2, Tabelle 10.1) in
den Elutionsfraktionen der RevGFP-StrepTagll Reinigung detektierbar waren. In den
Elutionsfraktionen der GFP-StrepTagll Reinigungen waren diese jedoch nicht
nachweisbar. Dies zeigt, dass es mit dieser Methode mdglich ist, spezifisch
verschiedene Rev-interagierende Faktoren aus Zelllysaten zu isolieren. Aul3erdem
konnte erstmals gezeigt werden, dass B23, CK2, CRM1, elF-5A und Importin-f in
Astrozytenzelllysaten mit dem Rev-Protein interagieren kénnen.

Weiterhin wurden die Eluate auf die Anwesenheit von Proteinen untersucht, die in
noch unpublizierten Vorarbeiten aus der Gruppe als mdgliche Rev-Interaktoren in
Astrozytenzelllysaten identifiziert wurden. Dazu zahlten die Proteine Nucleolin,
hnRNP-Q und hnRNP-A1, welche mit einem Peptid, das die ersten 14 Aminosauren
des Rev-Proteins enthalt, interagierten (Mausbacher, 2006). Die Proteine PABP1,
NAP1L1 und Histon H2A konnten in dieser Arbeit mittels MALDI-TOF MS als Rev-
interagierende Proteine identifiziert werden. Das Protein PARP1 konnte in
Immunprazipitationen mit einem Risp-enthaltenden Protein co-prazipitiert werden
(Michelle Vincendeau, unveroffentlichte Daten). Nachdem die Risp-Domane mit dem
Rev-Protein interagiert (siehe Abschnitt 10.2, Tabelle 10.1), wurde in dieser Arbeit
analysiert, ob auch PARP1 mit dem Rev-Protein interagiert.

Alle analysierten Proteine traten wesentlich starker in den Elutionsfraktionen der
RevGFP-StrepTagll-Reinigungen (RGS), als in den Elutionsfraktionen der GFP-
StrepTagll-Reinigungen (GS) auf (Abbildung 3.6/B). Lediglich im Falle von Nucleolin
und Histon H2A war jeweils eine schwachere Bande in den GFP-StrepTagll
Elutionsfraktionen detektierbar. Dies zeigte eine geringflugige, unspezifische
Interaktion dieser Proteine mit dem GFP-StrepTagll oder der Saule.

In den Elutionsfraktionen von den RevGFP-StrepTagll-Saule konnten weder GAPDH
noch RNA Polymerase Il nachgewiesen werden. Dies verdeutlicht, dass nicht alle

Proteine aus den Zelllysaten an das Rev-Protein binden (Abbildung 3.6/C).

Die Western Blot Ergebnisse zeigen somit, dass die Proteine Nucleolin, hnRNP-Q,
hnRNP-A1, PARP1, PABP1, NAP1L1 und Histon H2A aus 85HG66- und U138MG-

Astrozytomzelllysaten mit HIV-1 Rev interagieren.



Ergebnisse 63

A RGS GS RGS GS
L E E L E E
CRMT - - 98—'
|mpﬁ 98—- - 98—- -
B23 35— P 33— w WP
Casein Kinase 2 ““- - -
elF-5A = X 17—.
B
Nucleolin - W 98— e WP
hnRNP-Q - W - B
hnRNP-AT -4 ¢ -4 W
PARP1 s W s- @
PABP1 o2 - 62— I W=
NAP1L1 w- w-= @
H2A v -
C
RNA-Pol || 98" B
GAPDH 38— 38_.
85HG66 U138MG

Abbildung 3.6.: Untersuchung der Elutionsfraktionen auf publizierten und neue Rev-
Interaktionspartner

(A) Die Elutionsfraktionen (E) der beiden Reinigungen (85HG66 und U138MG) wurden auf publizierte
Rev-interagierende Proteine untersucht. Die Proteine B23, Casein Kinase 2, CRM1, elF-5A und
Importin-g konnten in den Lysaten (L) und in den RevGFP-StrepTagll (RGS) Elutionsfraktionen mit
jeweils einem spezifischen Antikbrper detektiert werden. In den GFP-StrepTagll (GS)
Elutionsfraktionen waren diese Proteine nicht nachweisbar. (B) Die Proteine Nucleolin, hnRNP-Q,
hnRNP-A1, PARP1, PABP1, NAP1L1 und Histon H2A konnten nur in den Elutionsfraktionen (E) der
RevGFP-StrepTagll (RGS) Reinigung nachgewiesen werden und interagieren somit mit HIV-1 Rev.
Die Proteine Nucleolin und Histon H2A zeigten jedoch eine geringfligig unspezifische Interaktion mit
dem GFP-StrepTagll (GS) oder der Saule. (C) Als Negativkontrollen dienten die Proteine GAPDH und
RNA Polymerase Il. GAPDH und RNA-Polymerase Il waren nur in den Lysaten, aber in keinem der
Elutionsfraktionen zu sehen. Somit konnte gezeigt werden, dass nicht alle zelluldren Proteine an Rev
binden konnten



Ergebnisse 64

3.3.2. Verifikation der Interaktion von Rev mit mehreren Rev-interagierenden
Proteinen durch Co-Immunprazipitation
Mittels Co-Immunprazipitation sollte die Interaktion des Rev-Proteins mit den neu
identifizierten Rev-interagierenden Faktoren, welche durch StrepTagll-Affinitats-
chromatographie isoliert wurden, bestatigt werden. Hierfir wurden die Zelllinien
U138-RevGFP-StrepTagll und U138-GFP-StrepTagll verwendet (siehe 3.2).
Die Co-Immunprazipitation wurde wie in Abschnitt 2.2.3.2 beschrieben in drei
unabhangigen Experimenten durchgeflhrt. Abbildung 3.7 zeigt exemplarisch die
Western Blot Ergebnisse einer Co-Immunprazipitation.
Alle untersuchten Proteine waren in den Zelllysaten der U138-RevGFP-StrepTagll
und der U138-GFP-StrepTagll Zelllinie detektierbar. Dies zeigt, dass alle Proteine in
beiden Zelllinien exprimiert wurden.
Die Proteine PABP1, hnRNP-Q und hnRNP-A1 konnten in den RevGFP-StrepTagll
Prazipitate, aber nicht im GFP-StrepTagll Prazipitate detektiert werden. Dieses
Ergebnis verifiziert die spezifische Interaktion von Rev mit PABP1, hnRNP-Q, und
hnRNP-A1. Die Interaktion von Rev mit PABP1 war jedoch nur sehr schwach
sichtbar und wurde deshalb in dieser Arbeit nicht weiter untersucht.
Die Interaktion von Rev mit NAP1L1 bzw. Histon H2A konnte nicht mittels Co-
Immunprazipitation untersucht werden, da die Antikdrper gegen diese Proteine fur
die Western Blot Analysen und der verwendete aGFP-Prazipitationsantikdrper aus
der gleichen Spezies stammten. Dies fuhrte bei den durchgefuhrten Western Blot
Analysen zu Kreuzreaktionen. Eine spezifische Interaktion von Nucleolin bzw.
PARP1 mit Rev war in Co-Immunprazipitationsanalysen nicht sichtbar (Abbildung
3.7). Nachdem eine Bestatigung der Interaktion dieser Proteine mit Rev nicht moglich

war, wurden keine weiteren Untersuchungen mit diesen Proteinen durchgefuhrt.

Mit einem aGFP Antikdrper aus der Ratte konnte gezeigt werden, dass die Proteine
RevGFP-StrepTagll und GFP-StrepTagll prazipitiert wurden. Als Positivkontrolle
wurde die Co-Prazipitation des bereits publizierten Rev-Interaktionspartners elF-5A
mit Rev untersucht. Dieses Protein war starker im RevGFP-StrepTagll Prazipitat als

im GFP-StrepTagll Prazipitat detektierbar und zeigte somit eine Interaktion mit Rev.
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Die Untersuchung von GAPDH diente als Negativkontrolle, um zu zeigen, dass durch
die Waschschritte keine ungebundenen Proteine in den Prazipitaten vorlagen. In

keinem der beiden Prazipitate war dieses Protein nachweisbar.
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Abbildung 3.7.: Immunprazipitation zur Verifikation der Interaktion von Rev mit isolierten Rev-
interagierenden Faktoren

Die Immunprazipitation von GFP-gekoppelten Proteinen mit einem Kaninchen-aGFP-Antikdrper wurde
mit den Zelllinien U138-RevGFP-StrepTagll und U138-GFP-StrepTagll durchgefiihrt.

Die Proteine hnRNP-Q, hnRNP-A1 und PABP1 konnten nur im RevGFP-StrepTagll Prazipitat, jedoch
nicht im GFP-StrepTagll Prazipitat detektiert werden. Eine Co-Prazipitation von Nucleolin bzw. PARP1
mit RevGFP-StrepTagll war nicht nachweisbar.

Mit einem Ratte-aGFP-Antikorper konnte im Western Blot die effiziente Prazipitation von RevGFP-
StrepTagll bzw. GFP-StrepTagll detektiert werden. Mit einem spezifischen Antikorper gegen elF-5A,
ein bekannter Rev-interagierender Faktor, konnte im RevGFP-StrepTagll Prazipitat (P) eine
intensivere Bande als im GFP-StrepTagll Prazipitat nachgewiesen werden. Dies zeigte die Co-
Prazipitation von elF-5A mit Rev. Das Protein GAPDH war in keinem der beiden Prazipitate sichtbar.
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3.3.3. Untersuchung der Interaktion von Rev mit hnRNP-A1 und hnRNP-Q
mittels exBIFC Methode in HeLa-Zellen

Die Proteine hnRNP-A1 und Q waren die einzigen Proteine, die sowohl in den
Affinitatschromatographien, als auch in Immunprazipitationen mit dem Rev-Protein
interagierten. Daher wurde die Bindung dieser beiden Proteine an das Rev-Protein
zusatzlich mit einer dritten, zellbasierenden Methode (exBIFC) in Hela-Zellen
untersucht. Die Durchfuhrung erfolgte wie in Abschnitt 2.2.2.6 beschrieben.

Bei diesen Untersuchungen wurden jeweils zwei unabhangige Experimente
durchgefuhrt. Die Proteine hnRNP-A1 und hnRNP-Q wurden jeweils an CFP-YFP-N
gekoppelt und in HelLa-Zellen, zusammen mit Rev-mRFP1-YFP-C bzw. mRFP1-
YFP-C Uberexprimiert.

Wie in Abbildung 3.8/A dargestellt, konnte mittels exBIFC keine Interaktion von Rev
mit hnRNP-A1 in Hela-Zellen gezeigt werden. Hier war kein signifikanter
Unterschied in der normalisierten YFP-Signalstarke zwischen der Interaktion von
hnRNP-A1-CFP-YFP-N mit Rev-mRFP1-YFP-C und der Kontrolle (hnRNP-A1-CFP-
YFP-N mit mRFP1-YFP-C) zu sehen. Die exBIFC-Untersuchungen von hnRNP-Q-
CFP-YFP-N mit Rev-mRFP1-YFP-C in HeLa-Zellen zeigten, dass Rev an hnRNP-Q
(Signifikanz: p = 0,0001) bindet. Es waren Unterschiede in der normalisierten YFP-
Signalstarke m Vergleich zu den Kontrollen zu sehen. Reprasentative Zellen, welche
die jeweiligen Konstrukte exprimierten, sind in Fluoreszenzaufnahmen in Abbildung
3.8/A dargestellt.

Als Positivkontrolle fur diese Untersuchungen wurde die Rev-Rev-Interaktion
analysiert (Wolff et al., 2006b). In Abbildung 3.8/B ist zu sehen, dass die Interaktion
von Rev-CFP-YFP-N mit Rev-mRFP1-YFP-C mittels exBIFC-Analyse mit einer
hohen Signifikanz (p = 0,0001) nachweisbar war. Das ermittelte und normalisierte
YFP-Signal der Rev-Rev-Interaktion war im Vergleich zu den Kontrollen (Rev-CFP-
YFP-N mit mRFP1-YFP-C bzw. Rev-mRFP1-YFP-C mit CFP-YFP-N) etwa doppelt

so stark.
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Abbildung 3.8.: Untersuchung der Interaktion von Rev mit hnRNP-A1 und hnRNP-Q mittels exBIFC
Methode in HeLa-Zellen

Je zwei unabhangige Experimente wurden durchgefiihrt. Einzelne Punkte reprasentieren einzelne,
ausgewertete Zellen. Die horizontale Linie zeigt die Medianwerte jeder Analyse.

(A) Eine Interaktion von hnRNP-A1-CFP-YFP-N mit Rev-mRFP1-YFP-C konnte in Hela-Zellen nicht
gezeigt werden. Hier war ein ahnliches YFP-Signal wie bei der Co-Expression mit der Kontrolle zu sehen.
HnNRNP-Q zeigte mit dieser Methode eine Interaktion mit Rev in HelLa-Zellen. Es ist jeweils ein
reprasentativer Ausschnitt der Fluoreszenzaufnahme dargestellt.

(B) Die Interaktion der Positivkontrolle (Rev-Rev-Interaktion) konnte mit der exBIFC Methode in Hela-
Zellen gezeigt werden. Die Co-Expression von Rev-CFP-YFP-N mit Rev-mRFP1-YFP-C flhrte zur
Entstehung eines stérkeren YFP-Signals als bei der Co-Expression mit den jeweiligen Kontrollen (mRFP1-
YFP-C bzw. CFP-YFP-N).

(Test: Mann-Whitney t-test)
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3.3.4. Untersuchung der zelltypabhangigen Interaktion von Rev mit hnRNP-A1
und hnRNP-Q

Eine Interaktion von hnRNP-A1 mit Rev in HeLa-Zellen konnte in exBIFC Analysen
nicht gezeigt werden, in Astrozyten war jedoch eine Bindung zu sehen (Affinitats-
chromatographien und Co-Immunprazipitationen). Daher war die Untersuchung der
zelltypabhangigen Interaktion des Rev-Proteins mit hnRNP-A1 und hnRNP-Q von
groRem Interesse. Diese beiden Proteine waren die einzigen Proteine, die sowohl in
Affinitatsreinigungen als auch in Immunpréazipitationen mit dem Rev-Protein
interagierten.

Hierzu wurde eine Affinitatschromatographie mit Hela-Zelllysat durch-geflhrt.
Anschlielend wurden die Elutionsfraktionen dieser Saulenreinigung mit den

Elutionsfraktionen der Astrozyten-Reinigungen (U138MG und 85HG66) verglichen.

In Abbildung 3.9 sind die Elutionsfraktionen der drei Affinitatschromatographien
(85HG66-, U138MG- und HelLa-Zelllysaten) dargestellt. Das Protein hnRNP-Q
konnte in den RevGFP-StrepTagll Elutionsfraktionen aller drei Affinitatschromato-
graphien (85HG66-, U138MG- und Hela-Zelllysaten) mit einem entsprechenden
Antikdrper detektiert werden. Folglich war die Interaktion dieses Proteins mit dem
Rev-Protein in den untersuchten Zelllinien nicht zelltypabhangig, da es aus allen drei
Zelllinien mit Rev interagierte.

In den RevGFP-StrepTagll Elutionsfraktion der Astrozyten-Reinigungen (U138MG
und 85HG66) war das hnRNPA1-Protein vorhanden. In der RevGFP-StrepTagll
Elutionsfraktion der HelLa-Affinitatschromatographie konnte hingegen keine
hnRNP-A1 Bande nachgewiesen werden (Abbildung 3.9). Dies bestatigt die
Ergebnisse der exBIFC Untersuchungen, dass hnRNP-A1 nicht mit Rev in Hela-

Zellen interagiert.

Man kann sehen, dass in den jeweiligen GFP-StrepTagll (GS) Elutionsfraktionen (E)
keines der untersuchten zellularen Proteine detektierbar war (Abbildung 3.9). Somit
stellen alle detektierten Proteinbanden zellulare Proteine dar, die spezifisch mit Rev
interagierten. Als Positivkontrolle wurde das Protein Casein Kinase 2 (CK2), welches
bereits als Rev-interagierender Faktor beschrieben ist (Meggio et al., 1996),
ausgewahlt. In den RevGFP-StrepTagll (RGS) Elutionsfraktionen (E) aller
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Reinigungen war CK2 mit einem spezifischen Antikdrper nachweisbar. Zudem
konnte das Protein PABP1 in den Astrozyten- und HelLa-Reinigungen nachgewiesen
werden (Abbildung 3.9).

Der Vergleich der eingesetzten Zelllysate von U138MG- und HelLa-Zellen zeigt, dass
hnRNP-A1 im HelLa-Zelllysat vorhanden war (Abbildung 3.9).
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Abbildung 3.9.: Vergleich der Affinitatschromatographien von RevGFP-StrepTagll bzw. GFP-
StrepTagll mit Astrozyten- und HeLa-Zelllysaten

Dargestellt sind die Elutionsfraktionen (E) aus drei Affinitdtschromatographien (85HG66-, U138MG-
und HelLa-Zelllysaten) mit RevGFP-StrepTagll (RGS) bzw. GFP-StrepTagll (GS). Durch Western Blot
Analysen wurde das Vorhandensein unterschiedlicher Proteine geprift. Das Protein hnRNP-Q aus
Astrozyten- und HelLa-Zelllysaten interagierte mit dem Rev-Protein. Hier war keine zelltypabhangige
Interaktion in den untersuchten Zelllinien zu beobachten. Das Protein hnRNP-A1 konnte in den
Astrozyteneluaten (85HG66 und U138MG) detektiert werden, in den HelLa-Eluaten jedoch nicht. Somit
konnte keine Interaktion von hnRNP-A1 mit Rev in HeLa-Zellen nachgewiesen werden.

Als Positivkontrolle diente Casein Kinase 2 (ein bereits bekannter Rev-Interaktionspartner). Dieses
Protein interagierte mit Rev unabhangig davon, aus welchem Lysat es stammte. Das gleiche Ergebnis
wurde flr das Protein PABP1 erzielt. In den Kontrollreinigungen (GFP-StrepTagll) war keines der
untersuchten Proteine detektierbar.

Der Vergleich der Zelllysate zeigte, dass hnRNP-A1 und Q im eingesetzten Hela-Zelllysat
detektierbar waren.
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3.3.5. Die ersten 14 Aminosauren des Rev-Proteins interagieren mit hnRNP-A1
und hnRNP-Q

Die Proteine hnRNP-A1 und Q wurden in Vorarbeiten aus der Gruppe durch die
Affinitatschromatographie mit einem N-terminalen Rev-Peptid aus Astrozyten-
zelllysaten isoliert (Mausbacher, 2006). Um die Interaktion der drei Proteine mit dem
N-Terminus von Rev zu zeigen, wurden N-terminale Deletionsmutanten von Rev
hergestellt und Affinitdtschromatographien mit diesen Mutanten durchgefiuhrt. Zum
einen wurden die Aminosauren 2 bis 8 deletiert, zum anderen die Aminosauren
2 bis 14. Die Aminosauren 2 bis 14 entsprechen den Aminosauren, die als Peptid in
der friheren Studie verwendet wurden (Mausbacher, 2006) (Abbildung 3.10).

Die Affinitdtschromatographien von U138MG-Astrozytomzelllysaten mit den
Proteinen A2-8RevGFP-StrepTagll und A2-14RevGFP-StrepTagll wurden, wie in
Abschnitt 3.3.1, Abbildung 3.4 beschrieben, durchgefuhrt. Hierfir wurde die
Expressionskassette von A2-8RevGFP und A2-14RevGFP vor das StrepTagll in den
pASK-IBA3plus Vektor kloniert. Die Proteine wurden rekombinant in E. coli
produziert. Als Kontrolle wurde parallel zu jeder Reinigung eine Affinitats-
chromatographie mit GFP-StrepTagll durchgefuhrt. Die Daten der beiden
Reinigungen sind im Vergleich zur Affinitatschromatographie mit RevGFP-StrepTagll
in Abbildung 3.10 dargestellt.

Es konnte nur eine sehr schwache hnRNP-Q- bzw. hnRNP-A1-Bande in der
A2-14RevGFP-StrepTagll detektiert werden. Diese Proteine waren jedoch in den
Elutionsfraktionen von RevGFP-StrepTagll und A2-8RevGFP-StrepTagll nach-
weisbar (Abbildung 3.10).

Die GFP-StrepTagll Reinigungen zeigten keine Interaktion von GFP-StrepTagll mit
den untersuchten Proteinen. Als Positivkontrolle wurde erneut Casein Kinase 2
(CK2) verwendet. Dieses Protein interagierte mit RevGFP-StrepTagll, A2-8RevGFP-
StrepTagll und A2-14RevGFP-StrepTagll. Es war in allen drei Elutionsfraktion
detektierbar. Das Protein PABP1 war ebenfalls in allen drei Elutionsfraktionen
nachweisbar. Mit einem aRev-Antikdrper konnte gezeigt werden, dass die Proteine
A2-8RevGFP-StrepTagll und A2-14RevGFP-StrepTagll im SDS-Gel, entsprechend
ihrer GroR3e, jeweils niedriger liefen als RevGFP-StrepTagll (Abbildung 3.10).



Ergebnisse 71

Somit konnte in dieser Untersuchung gezeigt werden, dass die Proteine hnRNP-A1

und hnRNP-Q mit dem N-Terminus von HIV-1 Rev interagieren.

RevGFP-StrepTagll MASAGRSGDSDEELIRTVR

A2-8RevGFP-StrepTagIll MAS------- DEELIRTVR
A2-14RevGFP-StrepTagII MAS---—-—--—-—-—-———- TVR
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Abbildung 3.10.: Interaktion von hnRNP-Q und hnRNP-A1 mit dem N-Terminus von Rev in
Astrozyten

Die Elutionsfraktionen (E) aus den Affinitatschromatographien (U138MG-Zelllysaten) mit RevGFP-
StrepTagll (RGS), A2-8RevGFP-StrepTagll und A2-14RevGFP-StrepTagll sind dargestellt. Als
Kontrolle wurde jeweils eine Reinigung mit GFP-StrepTagll durchgefihrt.

Die Proteine hnRNP-Q und A1 waren in den Wildtyp-RevGFP-StrepTagll und A2-8RevGFP-
StrepTagll Elutionsfraktionen detektierbar. Der Nachweis von hnRNP-A1 und hnRNP-Q in der
Elutionsfraktion der A2-14RevGFP-StrepTagll Reinigung war im Vergleich zu den Elutionsfraktionen
der anderen Reinigungen nur sehr schwach mdglich.

Als Positivkontrolle wurde Casein Kinase 2 untersucht. Dieses Protein interagierte mit Wildtyp-Rev
und den beiden Rev-Deletionsmutanten. Das Protein PABP1 war ebenfalls in allen drei
Elutionsfraktionen der Rev-Varianten zu sehen.

Der Vergleich der Zelllysate (L) zeigte, dass die Proteine hnRNP-Q und A1 in dem eingesetzten
U138MG-Zelllysat fiir die A2-14RevGFP-StrepTagll Reinigung detektierbar waren.
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3.4. Untersuchung der Produktion des Reporterproteins im Rev-
abhangigen Reportersystem unter dem Einfluss von
hnRNP-A1 und hnRNP-Q

3.4.1. Untersuchung der Aktivitat N-terminaler RevGFP-Deletionsmutanten

In dieser Arbeit konnte die spezifische Interaktion von hnRNP-A1 und Q mit den
ersten 14 Aminosauren von Rev gezeigt werden. Deshalb wurde im nachsten Teil
der Arbeit die Bedeutung dieser Region fur die Aktivierungsfunktion von Rev
untersucht. Hierzu wurde die Produktion des Reporterproteins im Reportersystems
(Wolff, 2003) nach Expression der zwei Rev-Deletionsmutanten (A2-8RevGFP und
A2-14RevGFP) analysiert. Die Untersuchungen wurden sowohl in HelLa-Zellen als

auch in Astrozyten durchgefuihrt und jeweils auf RevGFP bezogen.

Die Experimente in HeLa-Zellen erfolgten mit den HeLaTatROD Zellen, welche stabil
sowohl das Tat-Protein als auch die Rev und Tat-abhangige Reporter-mRNA
exprimieren (siehe Abschnitt 2.2.2.7.1). Es wurden jeweils funf unabhangige
Experimente durchgefuhrt. Die Daten der Wildtyp-RevGFP-Funktionsanalyse wurden
auf 100 % gesetzt und die Ergebnisse der Funktionsanalyse mit den Deletions-
mutanten darauf bezogen. Hierbei zeigte sich, dass die A2-8RevGFP-
Deletionsmutante die gleiche Aktivierungsfunktion wie Wildtyp-RevGFP besal3. Die
A2-14RevGFP-Deletionsmutante zeigte jedoch im Vergleich zu Rev-GFP nur etwa
50 % Aktivitat (Abbildung 3.11). In dieser Abbildung sind Fluoreszenzaufnahmen zu
den drei RevGFP-Varianten dargestellt. Die A2-14RevGFP-Mutante zeigte eine
starkere zytoplasmatische Lokalisation als Wildtyp-RevGFP und die A2-8RevGFP-

Mutante.

Diese Daten zeigen, dass die ersten 14 Aminosauren von Rev einen Einfluss auf die
Aktivierungsfunktion und auf die intrazellulére Lokalisation von Rev in HelLa-Zellen
haben. Allerdigs reichen die ersten 8 Aminosauren nicht aus, um eine sichtbare

Lokalisationsanderung und Funktionsdnderung in diesem Test zu bewirken.
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Abbildung 3.11.: Untersuchung der Aktivierungsfunktion von RevGFP, A2-8RevGFP und
A2-14RevGFP in HeLa-Zellen

Je finf unabhangige Experimente mit drei Rev-Varianten (RevGFP, A2-8RevGFP und A2-14RevGFP)
wurden in HeLaTat ROD Zellen durchgefihrt. Hierbei war zu sehen, dass die A2-8RevGFP-Mutante
identische Aktivierungsfahigkeit wie Wildtyp-RevGFP im Reportersystem besal. Die A2-14RevGFP
Mutante erreichte jedoch nur etwa 50% der Aktivitdt von RevGFP. Die Lokalisation der drei RevGFP-
Varianten ist in Fluoreszenzaufnahmen dargestellt. Maf3stab: 20um

In U138MG-Astrozytom Zellen wurden die Funktionsuntersuchungen mit den zwei
N-terminalen Deletionsmutanten nach transienter Expression aller notwendigen
Komponenten (Reporter, Tat und Rev-Variante) durchgefuhrt.

In Abbildung 3.12 sind die Daten von je funf unabhangigen Experimenten mit
Rev-GFP, A2-8RevGFP bzw. A2-14RevGFP dargestellt. Die Ergebnisse der
Funktionsuntersuchung mit Wildtyp-RevGFP wurden fur die Darstellung auf 100 %

gesetzt und die Daten der Deletionsmutanten darauf bezogen. Im direkten Vergleich
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zu Hela-Zellen zeigt Rev in Astrozyten jedoch nur etwa 40 % Aktivierungsfunktion
(siehe Abbildung 3.2) (Wolff et al., 2006a).

Die Ergebnisse verdeutlichen, dass in Astrozyten die A2-8RevGFP-Deletionsmutante
die Produktion des Reporterproteins im Vergleich zu Wildtyp-RevGFP leicht
steigerte. Die A2-14RevGFP-Mutante besal® etwa die gleiche Aktivierungsfunktion
wie Wildtyp-RevGFP in Astrozyten. Die Fluoreszenzaufnahmen zeigen die
intrazellulare Lokalisation von RevGFP und der beiden Deletionsmutanten. Auch in
Astrozyten besall die A2-14RevGFP-Mutante eine veranderte Lokalisation im
Vergleich zu Wildtyp-RevGFP. In diesen Zellen lokalisierte A2-14RevGFP starker im
Zellkern als RevGFP (Abbildung 3.12).
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Abbildung 3.12.: Untersuchung der Aktivierungsfunktion von RevGFP, A2-8RevGFP und
A2-14RevGFP in Astrozyten

In Astrozyten wurden die drei Rev-Varianten (RevGFP, A2-8RevGFP und A2-14RevGFP) nach
Expression mit dem Reporter- und dem Tat-Konstrukt in fiinf unabhangigen Experimenten auf ihre
Transaktivierungsfahigkeit im Reportersystem untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass die
A2-8RevGFP-Mutante eine etwas hohere Aktivierungsfunktion als Wildtyp-RevGFP besald, die
A2-14RevGFP Mutante hingegen etwa die gleiche. Fluoreszenzaufnahmen zeigen die Lokalisation der
drei RevGFP-Varianten. MaRstab: 20pum
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Im Rev-Reportersystem konnte eine unterschiedliche Funktionalitat der
A2-14RevGFP Deletionsmutante in HelLa-Zellen (Abbildung 3.11) im Vergleich zu
Astrozyten (Abbildung 3.12) gezeigt werden.

In HeLa-Zellen konnte eine Reduktion der A2-14RevGFP-Aktivierungsfunktion von
etwa 50 % im Vergleich zu Wildtyp-RevGFP beobachtet werden. Der Vergleich der
Aktivierungsfunktionen von A2-14RevGFP mit Wildtyp-RevGFP in Astrozyten zeigte

dagegen kaum einen Unterschied.

3.4.2. Einfluss von hnRNP-A1 und hnRNP-Q auf die Produktion des
Reporterproteins im Reportersystem nach Co-Expression mit RevGFP

Mit Hilfe des Rev-Reportersystem (Wolff, 2003) wurde untersucht, ob die Proteine

hnRNP-A1 und hnRNP-Q eine Veranderung der Produktion des Reporterproteins

bewirken kbnnen.

FUr die Expression dieser Rev-interagierenden Proteine wurden die DNA-Konstrukte
pC-hnRNP-A1-CFP-YFP-N und pC-hnRNP-Q-CFP-YFP-N verwendet. Die
Untersuchungen erfolgten in HelLaTatROD Zellen und in U138MG-Astrozytom
Zellen. Die HeLaTatROD Zellen exprimieren die Konstrukte fir den DsRed1-Reporter
und fur die Tat-Expression stabil. In den Astrozyten wurden das Reporterkonstrukt
und das Expressionsplasmid flir das Tat Protein transient transfiziert. Die
Auswertung der DsRed1-Produktion erfolgte mittels FACS Analyse 48 Stunden nach
Transfektion (siehe Abschnitt 2.2.2.7.1). In beiden Zelllinien wurden die Ergebnisse

aus den Einzelwerten von je drei unabhangigen Experimenten gebildet.

Als Kontrolle wurde in beiden Zelllinien bei jeder Versuchsreihe das CFP-YFP-N
(CYN) zusammen mit RevGFP exprimiert und die resultierende Reporterprotein-
Produktion ermittelt. Dies wurde durchgefuhrt, um zu zeigen, dass das CYN alleine
keinen Einfluss auf die Produktion des Reporterproteins besitzt. Die Werte der
Reporterprotein-Produktion nach Co-Expression von RevGFP mit CYN wurden auf

100% gesetzt und weitere gemessene Werte darauf bezogen.



Ergebnisse 76

Zunachst wurde untersucht, ob die Proteine hnRNP-A1 und Q in Abwesenheit von
Rev einen Einfluss auf die Reporterprotein-Produktion haben. Hierzu wurden die
Proteine CYN, hnRNP-A1-CYN und hnRNP-Q-CYN zusammen mit GFP in
HeLaTatROD Zellen co-exprimiert und die Reporterprotein-Produktion beobachtet.
Abbildung 3.13/A zeigt die Ergebnisse dieser Analyse. Die Reporterprotein-
Produktion der Positivkontrolle, RevGFP co-exprimiert mit CYN, wurde auf 100%
gesetzt und die restichen Daten darauf bezogen. Die Expression von GFP
zusammen mit CYN zeigte etwa 14 % Reporterprotein-Produktion. Die Co-
Expression der beiden Proteine hnRNP-A1-CYN und hnRNP-Q-CYN zusammen mit
GFP veranderte die Produktion des Reporterproteins nicht nennenswert. Als
Bestatigung, dass die Proteine CYN, hnRNP-A1-CYN, hnRNP-Q-CYN und GFP in
den Zellen exprimiert wurden, wurde diese Proteine im Western Blot mit einem
Ratte-aGFP-Antikdrper nachgewiesen (Abbildung 3.13/B).

A B
HelLa Tat ROD
+ RevGFP + GFP
125 - 20"
98—
o 100 -
c
E 5[1
o
2 75 62 —
X
©
2 50
o 49—
-
X 25 1398 1273 1291 .
I — L *@ Q\é *Q
C \,(o <
0 QR‘ ég'o‘
R
C\V\ C\@ ,C\Q ’C\V\ \\(& ‘\(8*
SIS

Abbildung 3.13.: Einfluss der identifizierten Rev-interagierenden Proteine auf die Produktion
des Reporterproteins in HeLa-Zellen in Abwesenheit von RevGFP

(A) Die Untersuchungen erfolgten in drei unabhangigen Experimenten. Die Reporterprotein-
Produktion nach Co-Expression von RevGFP mit CYN wurde auf 100 % gesetzt und weitere Daten
darauf bezogen. Nach Expression von GFP mit CYN konnte etwa 14 % Reporterprotein-Produktion
ermittelt werden. Die Proteine hnRNP-A1-CYN und hnRNP-Q-CYN hatten nach Co-Expression mit
GFP keinen bedeutsamen Einfluss auf die Reporterprotein-Produktion. (B) Alle in dieser
Untersuchung exprimierten Proteine waren mit einem Ratte-aGFP-Antikdrper in den jeweiligen
Zelllysaten nachweisbar. Die Expositionszeiten sind in der Abbildung angegeben.
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Der Einfluss der Proteine CYN, hnRNP-A1-CYN und hnRNP-Q-CYN auf die
Reporterprotein-Produktion zusammen mit GFP wurde auch in Astrozyten bestimmt.
Abbildung 3.14/A zeigt die Daten zu diesem Experiment.

Die Repoterprotein-Produktion von RevGFP co-exprimiert mit CYN wurde auf 100 %
gesetzt und die weiteren Ergebnisse darauf bezogen. Die Expression des GFP-
Proteins zusammen mit CYN, hnRNP-A1-CYN und hnRNP-Q-CYN fuhrte in allen
Fallen zu etwa 12 % Reporterprotein-Produktion. Somit konnte auch in Astrozyten
kein nennenswerter Einfluss der Proteine hnRNP-A1-CYN und hnRNP-Q-CYN auf
die Reporterprotein-Produktion zusammen mit GFP erzielt werden. Western Blot
Analysen zeigten, dass die Proteine CYN, hnRNP-A1-CYN, hnRNP-Q-CYN und GFP
in den Zellen exprimiert wurden (Abbildung 3.14/B).
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Abbildung 3.14.: Einfluss der identifizierten Rev-interagierenden Proteine auf die Produktion
des Reporterproteins in Astrozyten in Abwesenheit von RevGFP

(A) Die Untersuchungen erfolgten in drei unabhangigen Experimenten. Die Expression von RevGFP
zusammen mit CYN wurde als Positivkontrolle durchgefiihrt und die Reporterprotein-Produktion auf
100 % gesetzt. Die Co-Expression von GFP mit CYN, hnRNP-A1-CYN und hnRNP-Q-CYN zeigte in
allen Experimenten etwa 12 % Reporterprotein-Produktion. Demnach hatten die hnRNP-Proteine
nach Co-Expression mit GFP in Astrozyten ebenfalls keinen bedeutsamen Einfluss auf die Produktion
des Reporterproteins. (B) Die Proteine aller transfizierten Konstrukte konnten mit einem Ratte-aGFP-
Antikdrper in den jeweiligen Zelllysaten nachgewiesen werden. Die Expositionszeiten sind in der
Abbildung angegeben.
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Der Einfluss von hnRNP-A1 und hnRNP-Q auf die Reporterprotein-Produktion nach
Co-Expression mit RevGFP in HelLa-Zellen ist in Abbildung 3.15/A dargestellt. Die
Expression von hnRNP-A1-CYN, zusammen mit RevGFP, fuhrte zu einer Steigerung
der Reporterprotein-Produktion um etwa 30 — 40 %. Das hnRNP-Q-CYN Protein
konnte bei Co-Expression mit RevGFP die Produktion des Reporterproteins um etwa
80 % erhdhen. Die Expression der Proteine CYN, hnRNP-A1-CYN, hnRNP-Q-CYN
und RevGFP konnte in Western Blot Analysen mit einem Ratte-aGFP-Antikdrper
nachgewiesen werden (Abbildung 3.15/B).

Somit konnte eine Steigerung der Reporterprotein-Produktion nach Expression von
hnRNP-A1 bzw. hnRNP-Q zusammen mit RevGFP erzielt werden.
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Abbildung 3.15.: Einfluss der identifizierten Rev-interagierenden Proteine auf die Produktion
des Reporterproteins in HeLa-Zellen

(A) Die Funktionsuntersuchungen in HelLa-Zellen wurden in drei unabhangigen Experimenten
durchgefiihrt. Als Kontrolle wurde stets CFP-YFP-N (CYN) zusammen mit RevGFP exprimiert und die
Reporterprotein-Produktion ermittelt. Dieser Wert wurde auf 100 % gesetzt und die restlichen Daten
der Experimentreihe darauf bezogen. Die Co-Expression von hnRNP-A1-CYN und hnRNP-Q-CYN mit
RevGFP fiihrte zu einer Steigerung der Reporterprotein-Produktion um etwa 40 % bzw. 80 %.
(B) Nachweis der Proteine CYN, hnRNP-A1-CYN, hnRNP-Q-CYN und RevGFP nach Expression in
HelLa-Zellen mit einem Ratte-aGFP-Antikérper. Es ist zu sehen, dass diese Proteine in den analy-
sierten Funktionsansatzen exprimiert wurden. Die Expositionszeiten sind in der Abbildung angegeben.
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In Astrozyten konnte hnRNP-A1-CYN und hnRNP-Q-CYN nach Co-Expression mit
RevGFP die Reporterprotein-Produktion im Vergleich zu der Kontrolle um etwa 20 %
bzw. 30 % steigern. Diese Daten sind in Abbildung 3.16/A dargestellt. Die Expression
der Proteine CYN, hnRNP-A1-CYN, hnRNP-Q-CYN und RevGFP konnte mit einem
Ratte-aGFP-Antikdrper nachgewiesen werden (Abbildung 3.16/B).

Demnach besitzen die Rev-interagierenden Faktoren hnRNP-A1 und hnRNP-Q nach
Co-Expression mit RevGFP in Astrozyten einen &ahnlichen Einfluss auf die
Reporterprotein-Produktion wie in HelLa-Zellen. Dieser Einfluss war in Astrozyten

jedoch geringer als in HeLa-Zellen.
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Abbildung 3.16.: Einfluss der identifizierten Rev-interagierenden Proteine auf die Produktion
des Reporterproteins in U138MG-Astrozytom Zellen

(A) In Astrozyten wurden die Funktionsuntersuchungen mit den Rev-interagierenden Faktoren
ebenfalls in drei unabhangigen Experimenten durchgefihrt. Als Kontrolle wurden CFP-YFP-N (CYN)
und RevGFP co-exprimiert und die Produktion des Reporterproteins bestimmt. Dieser Wert wurde fiir
die Darstellung auf 100 % gesetzt und die restlichen Ergebnisse darauf bezogen. Die Proteine
hnRNP-A1-CYN und hnRNP-Q-CYN steigerten die Produktion des Reporterproteins um etwa 20 %
bzw. 30 % nach Co-Expression mit RevGFP. (B) In Western Blot Analysen konnte die Expression der
Proteine CYN, hnRNP-A1-CYN und hnRNP-Q-CYN in Astrozyten mit einem Ratte-a GFP-Antikérper
nachgewiesen werden. Die Expositionszeiten sind in der Abbildung angegeben.
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Das Protein hnRNP-A1 lasst sich anhand seiner funktionellen Domanen in zwei
Halften unterteilen. Die erste Halfte enthalt zwei RNA-Bindungsmotive (RRM-
Domanen) und die zweite Halfte RGG-Wiederholungen bzw. die M9-Shuttlesequenz.
Das hnRNP-Q Protein lasst sich nicht wie hnRNP-A1 in funktionelle Halften
unterteilen. HNRNP-Q besitzt etwa in der Mitte seiner Primarstruktur drei RRM-
Doménen und am Ende RGG-Wiederholungen.

Im Folgenden wurde untersucht, ob die einzelnen Halften von hnRNP-A1 einen
Einfluss auf die Reporterprotein-Produktion haben. Diese Untersuchungen wurden
sowohl in HelLa-Zellen als auch in Astrozyten durchgefuhrt. Die Proteinhalfte von
hnRNP-A1 wurden als Fusionsproteine mit CFP-YFP-N (CYN) in beiden Zelllinien
exprimiert. Als Kontrolle wurde erneut die Reporterprotein-Produktion nach Co-
Expression von RevGFP zusammen mit CYN bestimmt und alle weiteren Daten
darauf bezogen.

Die Ergebnisse der Funktionsanalysen mit den einzelnen hnRNP-A1 Halften in
HelLa-Zellen ist in Abbildung 3.17/A dargestellt. Es ist zu sehen, dass die einzelnen
Halften nach Co-Expression mit RevGFP keine Veranderung der Reporterprotein-
Produktion im Vergleich zur Kontrolle hervorrufen. Die hnRNP-A1 Proteinhalften und
RevGFP wurden nach Transfektion in HeLa-Zellen exprimiert (Abbildung 3.17/B). Die
Expression der entsprechenden Proteine konnten mittels Western Blot

nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.17. (vorherige Seite): Einfluss der hnRNP-A1 Halften auf die Produktion des
Reporterproteins in HeLa-Zellen

(A) Es wurden drei unabhangige Experimente durchgefiihrt. Als Kontrolle wurde die Produktion des
Reporterproteins nach Co-Expression von RevGFP mit CFP-YFP-N (CYN) bestimmt. Dieser Wert
wurde auf 100 % gesetzt und die weiteren Ergebnisse der Experimentreihe darauf bezogen. Die
Expression der beiden hnRNP-A1 Halften, zusammen mit RevGFP, hatte keinen Einfluss auf die
Reporterprotein-Produktion. (B) Beide Proteinhalften und RevGFP wurden in HelLa-Zellen exprimiert
und konnten im Western Blot mit einem Ratte-a GFP-Antikorper nachgewiesen werden.

Die Expositionszeiten sind in der Abbildung angegeben.

Auch in Astrozyten hatte die Expression der beiden hnRNP-A1 Proteinhalften,
zusammen mit RevGFP, keinen Einfluss auf die Produktion des Reporterproteins im
Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 3.18/A). Abbildung 3.18/B zeigt, dass die
einzelnen Proteinhalften bzw. RevGFP exprimiert wurden. Diese konnten mit einem
Ratte-a GFP-Antikorper detektiert werden.
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Abbildung 3.18.: Einfluss der hnRNP-A1 Halften auf die Produktion des Reporterproteins in
Astrozyten

(A) Es wurden drei unabhangige Experimente durchgefiihrt und CFP-YFP-N (CYN) als Kontrolle
verwendet. Die hnRNP-A1 Halften zeigten nach Co-Expression mit RevGFP in Astrozyten ebenfalls
keinen Einfluss auf die Reporterprotein-Produktion. (B) Die Expression der hnRNP-A1 Proteinhalften
bzw. RevGFP konnte im Wertern Blot mit einem Ratte-aGFP-Antikdrper gezeigt werden. Die
Expositionszeiten sind in der Abbildung angegeben.
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3.4.3. Einfluss von hnRNP-A1 und hnRNP-Q auf die Produktion des Reporter-
proteins im Reportersystem nach Co-Expression mit N-terminalen Rev-
Deletionsmutanten

Die Untersuchung der Reporterprotein-Produktion nach Expression der Proteine

hnRNP-A1 und Q wurde des Weiteren zusammen mit den Deletionsmutanten

A2-8RevGFP bzw. A2-14RevGFP durchgefuhrt. Hierbei sollte untersucht werden, ob

die Proteine hnRNP-A1 und Q ebenso die Produktion des Reporterproteins

verandern, wenn der N-terminale Bereich von Rev, der fur die Interaktion mit diesen
beiden Proteinen notwendig ist, fehlt. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass
die Proteine hnRNP-A1 und Q eine Bindung mit dem N-Terminus eingehen (siehe

Abschnitt 3.3.5).

Jeweils drei unabhangige Versuche wurden in HeLa-Zellen und U138MG-Astrozytom
Zellen durchgefuhrt. Die Reporterprotein-Produktion nach Co-Expression von
RevGFP mit CYN diente als Wildtyp-Kontrolle und wurde in beiden Zelllinien auf
100 % gesetzt. Die Funktionsanalysen mit den beiden Deletionsmutanten co-
exprimiert mit CYN, hnRNP-A1-CYN und hnRNP-Q-CYN innerhalb jeder Zelllinie
wurden jeweils darauf bezogen.

Fur die Bestimmung der Funktionsunterschiede der jeweiligen Deletionsmutanten
nach Expression der Proteine hnRNP-A1-CYN und hnRNP-Q-CYN wurden die

ermittelten Aktivierungsfunktionen mit denen der CYN-Kontrolle verglichen.

Die Funktionsuntersuchungen in HeLa-Zellen sind in Abbildung 3.19 dargestellt.

Die Expression von A2-8RevGFP, zusammen mit den beiden hnRNP-Proteinen,
fuhrte zu einer Steigerung der Reporterprotein-Produktion. HhRNP-A1-CYN hob die
Reporterprotein-Produktion um etwa 30 — 40 %, hnRNP-Q-CYN um etwa 100 % an
(Abbildung 3.19/A). Abbildung 3.19/B zeigt die Daten der Funktionsanalysen mit der
A2-14RevGFP Deletionsmutante. Die Proteine hnRNP-A1-CYN und hnRNP-Q-CYN
erhdhten die Reporterprotein-Produktion von etwa 50 % auf etwa 90 % bzw. etwa
110 %.

In Abbildung 3.19/C und D sind jeweils Western Blot Analysen zu den Funktions-
untersuchungen mit den beiden Deletionsmutanten dargestellt. Es ist zu sehen, dass
die Proteine CYN, hnRNP-A1-CYN, hnRNP-Q-CYN und RevGFP exprimiert wurden.
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Abbildung 3.19.: Einfluss von hnRNP-A1 und hnRNP-Q auf die Produktion des
Reporterproteins nach Co-Expression mit A2-8RevGFP- bzw. A2-14RevGFP in HeLa-Zellen

Die Funktionsexperimente mit A2-8RevGFP- bzw. A2-14RevGFP wurden je dreimal wiederholt.

Die Reporterprotein-Produktion nach Expression von Wildtyp-RevGFP mit CYN wurde auf 100%
gesetzt und die Werte der Funktionsanalysen mit den Deletionsmutanten darauf bezogen. Die CFP-
YFP-N (CYN) Expression mit den Deletionsmutanten diente als Kontrolle.

(A) Die Expression von A2-8RevGFP, zusammen mit hnRNP-A1-CYN bzw. hnRNP-Q-CYN, in HelLa-
Zellen fiihrte zu einer Erhohung der Reporterprotein-Produktion um etwa 30 - 40 % bzw. 100 %.
(B) Auch hier ist eine Erhéhung der Produktion des Reporterproteins nach Expression von hnRNP-A1-
CYN (ca. 40 %) bzw. hnRNP-Q-CYN (etwa 60 %) zu sehen. (C und D) Die Proteine CYN, hnRNP-A1-
CYN, hnRNP-Q-CYN und RevGFP konnten in den Funktionsansadtzen mit einem Ratte-aGFP-
Antikdrper nachgewiesen werden. Die Expositionszeiten sind in der Abbildung angegeben.
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In Astrozyten konnten hnRNP-A1-CYN und hnRNP-Q-CYN co-exprimiert mit
A2-8RevGFP auch die Reporterprotein-Produktion erhdhen. Die Steigerung war in
Astrozyten jedoch geringer als in HeLa-Zellen und lag bei etwa 20 % bzw. etwa 30 %
gegenuber der Kontrolle (CYN) (Abbildung 3.20/A). Etwa die gleichen Ergebnisse
ergaben sich bei den Funktionsuntersuchungen mit der A2-14RevGFP Deletions-
mutante und hnRNP-A1-CYN bzw. hnRNP-Q-CYN (Abbildung 3.20/B).

Auch in Astrozyten wurden die Proteine CYN, hnRNP-A1-CYN, hnRNP-Q-CYN und
RevGFP exprimiert (Abbildung 3.20/C und D). In Western Blot Analysen konnten mit

einem Ratte-aGFP-Antikorper entsprechende Banden detektiert werden.
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Abbildung 3.20. (vorherige Seite): Einfluss von hnRNP-A1 und hnRNP-Q auf die Produktion des
Reporterproteins nach Co-Expression mit A2-8RevGFP- bzw. A2-14RevGFP in Astrozyten

Der Einfluss der Rev-interagierenden Faktoren auf die Reporterprotein-Produktion nach Co-
Expression mit A2-8RevGFP bzw. A2-14RevGFP wurde in drei unabhangigen Experimenten
bestimmt. Die Produktion des Reporterproteins nach Expression von Wildtyp-RevGFP zusammen mit
CYN wurde bestimmt, jeweils auf 100 % gesetzt und die Daten der Deletionsmutanten darauf
bezogen. CFP-YFP-N (CYN) co-exprimiert mit den Deletionsmutanten wurde als Kontrolle verwendet.
(A) HnRNP-A1-CYN bzw. hnRNP-Q-CYN co-exprimiert mit A2-8RevGFP konnten in Astrozyten die
Reporterprotein-Produktion um etwa 20 % bzw. 30 % steigern. (B) Die Veranderung der
Reporterprotein-Produktion nach Expression von A2-14RevGFP zusammen mit hnRNP-A1-CYN und
hnRNP-Q-CYN war ahnlich wie die Veranderung der Reporterprotein-Produktion durchgefihrt mit
A2-8RevGFP und den Rev-interagierenden Faktoren (siehe A). (C und D) Die Proteine CYN, hnRNP-
A1-CYN, hnRNP-Q-CYN und RevGFP waren auch in Astrozyten im Western Blot mit einem Ratte-
aGFP-Antikérper nachweisbar. Die Expositionszeiten sind in der Abbildung angegeben.

Die Ergebnisse dieser Funktionsanalysen in HelLa-Zellen und Astrozyten zeigen,
dass die Expression der Proteine hnRNP-A1 und hnRNP-Q, zusammen mit Wildtyp-
RevGFP oder mit den Deletionsmutanten (A2-8RevGFP und A2-14RevGFP), die

Reporterprotein-Produktion steigert.

3.5. Einfluss von hnRNP-A1 und hnRNP-Q auf die HIV-1
Replikation
Das Rev-Reportersystem enthalt einige Komponenten des HIV Genoms und ist Tat
und Rev abhangig. Trotzdem stellt es ein artifizielles System dar, das viele Aspekte
der HIV-1 Replikation nicht bertcksichtigt. Aus diesem Grund wurden Funktions-
analysen ebenfalls in chronisch HIV-1 infizierten Zellen durchgefuhrt. Hierbei wurde
die p24 Menge im Uberstand (freies Virus) und in der Zelle nach Expression von
hnRNP-A1 und hnRNP-Q analysiert. Das Protein p24 ist ein spates Genprodukt in
der HIV-1 Replikation. Durch die Bestimmung der p24 Menge im Uberstand und im
Zelllysat nach Expression von hnRNP-A1-CYN bzw. hnRNP-Q-CYN im Vergleich zu
der Kontrolle CYN kann die relative Produktion von freien Viren und intrazellularem
p24 ermittelt werden. Die Untersuchungen wurden in chronisch HIV-1 infizierten
Astrozytomzellen (TH4-7-5) und chronisch HIV-1 infizierten HelLa-Zellen (LC5-HIV)
durchgefuhrt. Diese Zellen haben das HIV-1 Genom als Provirus integriert und

produzierten anhaltend HI-Viren.
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Abbildung 3.21 zeigt die extra- und intrazellulare p24 Produktion in unbehandelten
LC5-HIV bzw. TH4-7-5 Zellen nach 72 Stunden Inkubation. In LC5-HIV Zellen wird
etwa 25-mal mehr p24 (extra- und intrazellular) gebildet als in TH4-7-5 Zellen.

Diese beiden Zelllinien wurden fur die nachfolgenden Analysen ausgewahlt, um
jeweils den Einfluss von hnRNP-A1-CYN und hnRNP-Q-CYN auf eine stark und eine

schwach HIV-1 produzierende Zelllinie zu untersuchen.

extrazellular intrazellular

800 -
. T
— 600 -
E |
O
C 400 -
< -
AN
Q- 200 -
0 - — —
| 590 | 26 | 676 | 25 |
Q » n
N ¢ N ¢
S NS A

© >
\S) &‘2‘ \/0 /&

Abbildung 3.21.: Vergleich der p24-Genexpression in LC5-HIV und TH4-7-5 Zellen

Die p24-Genexpression von chronisch infizierten HelLa-Zellen (LC5-HIV) und chronisch infizierten
Astrozytomzellen (TH4-7-5) wurde untersucht. Die p24 Produktion im Zelliberstand und in den Zellen
wurde nach 72 Stunden mittels ELISA bestimmt. Die LC5-HIV Zellen produzierten sowohl extrazellular
als auch intrazellular etwa 25-mal mehr p24 als TH4-7-5 Zellen.

In beiden chronisch HIV-1 infizierten Zelllinien wurden die Konstrukte fur die
Expression von hnRNP-A1-CYN und hnRNP-Q-CYN transfiziert. Die extra- und
intrazelluldare p24 Produktion wurde nach 72 Stunden Expression der einzelnen
Proteine mittels ELISA bestimmt. Als Kontrolle diente die Expression von CFP-YFP-
N (CYN), da die Proteine hnRNP-A1 und hnRNP-Q jeweils an CYN gekoppelt waren.
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Des Weiteren wurde in beiden infizierten Zelllinien untersucht, ob durch die Inhibition
der hnRNP-A1 Genexpression mittels spezifischer siRNAs die HIV-1 Replikation
beeinflusst wird. Das Protein hnRNP-A1 ist im Bezug auf HIV-1 gut charakterisiert.
Es ist bekannt, dass dieses Protein das Spleilten der HIV-1 RNA und den Transport
dieser RNA beeinflussen kann. Deshalb wurde dieses Protein fur die siRNA
Experimente ausgewahilt.

Es wurden stets drei unabhangige Experimente durchgefuhrt. In den Abbildungen
3.22 bis 3.25 ist die p24 Produktion in LC5-HIV und TH4-7-5 nach Expression von
CYN bzw. nach Behandlung der Zellen mit Kontroll-siRNAs auf 100 % gesetzt. Die
p24-Werte nach Uberexpression der beiden Rev-interagierenden Proteine bzw. nach
Behandlung der Zellen mit sihnRNP-A1 wurden auf diese bezogen. Es ist jedoch zu
berucksichtigen, dass sich die absoluten p24 Mengen in LC5-HIV und TH4-7-5

Zellen deutlich voneinander unterscheiden (Abbildung 3.21).

Der Einfluss von hnRNP-A1-CYN und hnRNP-Q-CYN auf die HIV-1 Replikation in
LC5-HIV Zellen ist in Abbildung 3.22 dargestellt. Im Vergleich zur Kontrolle (CYN) ist
zu sehen, dass die Expression von hnRNP-A1-CYN die p24 Produktion extra- und
intrazellular um etwa 30 % steigerte. Nach Expression von hnRNP-Q-CYN war
sowohl extra- als auch intrazellular eine Steigerung der p24-Menge um etwa 40 —

50 % zu sehen.
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Abbildung 3.22.: Einfluss von hnRNP-A1 und hnRNP-Q auf die HIV-1 Replikation in chronisch
infizierten HeLa Zellen (LC5-HIV)

Die Veranderung der HIV-1 Replikation durch hnRNP-A1 bzw. hnRNP-Q wurde durch Bestimmung
der p24 Menge im Zelliberstand und in den Zellen nach 72 Stunden ermittelt. Als Kontrolle wurde die
Veranderung der p24 Produktion (extra- und intrazelluldr) nach CFP-YFP-N (CYN) Expression
bestimmt und alle weiteren Daten darauf bezogen. HhRNP-A1-CYN fiihrte in LC5-HIV Zellen sowohl
extra- als auch intrazellular zu einer Erhohung der p24 Produktion um etwa 30 %. Nach einer hnRNP-
Q-CYN Expression konnte eine Steigerung der p24 Produktion (extra- und intrazellular) um etwa 40 —
50 % beobachtet werden.

Alle Untersuchungen erfolgten in je drei unabhangigen Experimenten.

In Abbildung 3.23 sind die Ergebnisse der siRNA-Versuche gerichtet gegen
hnRNP-A1 in LC5-HIV Zellen dargestellt. Es ist zu sehen, dass eine Verminderung
der hnRNP-A1 Genexpression nach siRNA Behandlung die p24 Produktion um etwa
30 — 40 % im Vergleich zur Negativkontrolle senkte (extra- und intrazellular). Als
Negativkontrolle wurde eine ,non-silencing” siRNA eingesetzt, welche zu keiner
humanen Genomsequenz komplementar ist. Dadurch sollte diese Kontroll-siRNA

keinen Einfluss auf die Genexpression humaner Genprodukte haben. Somit scheint
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eine Abnahme der hnRNP-A1 Genexpression durch siRNAs die HIV-1 Replikation
negativ zu beeinflussen.

In Western Blot Analysen konnte gezeigt werden, dass die hnRNP-A1 Expression mit
Hilfe von sihnRNP-A1 im Vergleich zur Kontrolle vermindert wurde (Abbildung 3.23).
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Abbildung 3.23: Einfluss von sihnRNP-A1 auf die HIV-1 Replikation in chronisch infizierten
HeLa-Zellen (LC5-HIV)

In RNAI Untersuchungen wurde geschaut, ob sich die p24 Produktion verandert, wenn die hnRNP-A1
Genexpression mittels RNAI inhibiert wird. Als Kontrolle wurde eine non-silencing siRNA eingesetzt.
Die Ergebnisse zeigten, dass die p24 Produktion nach Behandlung mit einer sSiRNA gegen hnRNP-A1
abnimmt (extra- und intrazellular). Die hnRNP-A1-Genexpression wurde in sihnRNP-A1-behandelten
Zellen im Vergleich zur Kontrolle vermindert. Dies konnte in Western Blot Analysen ermittelt werden.
Die Expositionszeiten sind in der Abbildung angegeben. n.s.: Negativkontrolle (,non-silencing” siRNA)
Alle Untersuchungen erfolgten in je drei unabhangigen Experimenten.

In chronisch HIV-1 infizierten Astrozyten (TH4-7-5) hatte das Protein hnRNP-A1-CYN
auch eine induzierende Wirkung auf die p24 Produktion. Extra- und intrazellular stieg
die p24 Menge um etwa 30 %. Die hnRNP-Q-CYN Expression in TH4-7-5 Zellen
zeigte genauso wie in den LC5-HIV Zellen, im Uberstand und im Zelllysat, einen
steigernden Effekt von etwa 40 % (Abbildung 3.24).
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Abbildung 3.24.: Einfluss von hnRNP-A1 und hnRNP-Q auf die HIV-1 Replikation in chronisch
infizierten Astrozytomzellen (TH4-7-5)

In TH4-7-5 Zellen wurde die Veranderung der p24 Produktion durch hnRNP-A1 bzw. hnRNP-Q im
Zelliberstand und in den Zellen nach 72 Stunden ermittelt. Als Kontrolle wurde CFP-YFP-N (CYN)
verwendet (siehe Abbildung 3.22/A). HnRNP-A1-CYN erhohte in TH4-7-5 Zellen die extra- und
intrazellulare p24 Menge um etwa 30 %. Eine hnRNP-Q-CYN Expression fuhrte zu einer Erhéhung
der p24 Produktion um etwa 40 % (extra- und intrazellular).

Alle Untersuchungen erfolgten in je drei unabhangigen Experimenten.

Die Verminderung der Genexpression von hnRNP-A1 in TH4-7-5 Zellen hatte die
gleiche Auswirkung auf die HIV-1 Replikation wie in LC5-HIV Zellen. Es konnte extra-
und intrazellular eine Inhibition der HIV-1 Replikation von etwa 30 % gemessen
werden (Abbildung 3.25). Als Negativkontrolle wurde die ,non-silencing® siRNA
eingesetzt.

Western Blot Analysen zeigten, dass ebenfalls in Astrozyten die hnRNP-A1
Genexpression nach sihnRNP-A1 Behandlung, im Vergleich zur Kontrolle, abnahm
(Abbildung 3.25).
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Abbildung 3.25.: Einfluss von sihnRNP-A1 auf die HIV-1 Replikation in chronisch infizierten
Astrozytomzellen (TH4-7-5)

Die Inhibition der hnRNP-A1 Genexpression flhrte in TH4-7-5 Zellen zu einer Reduktion der HIV-1
Replikation im Vergleich zur Kontrolle (non-silencing siRNA). Dies wurde durch die Bestimmung der
p24 Produktion (extra- und intrazellular) ermittelt. Die Analyse der Zelllysate im Western Blot zeigte,
dass in sihnRNP-A1-behandelten Zellen das hnRNP-A1-Protein weniger exprimiert wurde.

n.s.: Negativkontrolle (,non-silencing” siRNA)

Alle Untersuchungen erfolgten in je drei unabhangigen Experimenten.

Zusammengefasst kann man sagen, dass hnRNP-A1 und hnRNP-Q die HIV-1
Replikation steigern. Diese Effekte auf die HIV-1 Replikation wurden in diesem
Testsystem anhand der p24 Menge gemessen und sind unabhangig von den

verwendeten Zelllinien nachweisbar.
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3.6. Untersuchung der Interaktion weiterer hnRNP-Proteine mit

HIV-1 Rev in Astrozyten

Nachdem in dieser Arbeit gezeigt wurde, dass zwei hnRNP Proteine (hnRNP-A1
und hnRNP-Q) mit HIV-1 Rev interagieren kdnnen und sowohl einen Einfluss auf die
Reporterprotein-Produktion als auch auf die HIV-1 Replikation besitzen, wurde im
letzten Teil der Arbeit die Interaktion von Rev mit anderen hnRNP-Proteinen
untersucht.

Die Elutionsfraktionen der RevGFP-StrepTagll, A2-8RevGFP-StrepTagll und
A2-14RevGFP-StrepTagll Affinitatschromatographien, die jeweils mit U138MG-
Astrozytomzelllysaten durchgeflhrt wurden (siehe 3.3.1 und 3.3.5), wurden auf das
Vorhandensein von hnRNP-E1, E2, K, R und U untersucht. Im Falle der Proteine
hnRNP-E1 und E2 konnte bereits ein Einfluss dieser Proteine auf die Rev Funktion
und auf die HIV-1 Replikation gezeigt werden (Woolaway et al., 2007). Die
Interaktion dieser beiden hnRNP Proteine mit Rev ist nicht bekannt. Die
Primarstruktur der Proteine hnRNP-R und hnRNP-Q stimmen zu etwa 80 % uberein.
Daher ist die Untersuchung der Interaktion mit Rev mit hnRNP-R von Interesse. Fir
ein Fragment von hnRNP-U ist bereits ein Einfluss auf die HIV-1 Replikation
beschrieben (Valente and Goff, 2006). Eine Interaktion mit Rev wurde ebenfalls noch
nicht gezeigt. HhNRNP-K ist ein bedeutendes hnRNP Protein mit vielen zellularen
Funktionen (Bomsztyk et al., 2004). Es wurde gezeigt, dass hnRNP-K mit hnRNP-E1
und E2 interagiert (Kim et al., 2000; Lee et al., 2007).

Die Proteine hnRNP-K, R und U konnten in den Elutionsfraktionen der RevGFP-
StrepTagll und A2-8RevGFP-StrepTagll detektiert werden, in der A2-14RevGFP-
StrepTagll Elutionsfraktion waren diese jedoch kaum detektierbar (Abbildung 3.26).
Die Untersuchung der U138MG-Zelllysate zeigte, dass die drei analysierten hnRNP
Proteine in allen drei untersuchten Zelllysaten nachweisbar waren.

Demnach konnte gezeigt werden, dass die hnRNP Proteine hnRNP-K, R und U mit
der N-terminalen Domane von Rev interagieren.

Des Weiteren konnten in allen drei Elutionsfraktionen (RevGFP-StrepTagll,
A2-8RevGFP-StrepTagll und A2-14RevGFP-StrepTagll Reinigung) die hnRNP
Proteine hnRNP-E1 und E2 nachgewiesen werden (Abbildung 3.26). Diese beiden

Proteine konnten auch in den eingesetzten U138MG-Zelllysaten aller Affinitats-



Ergebnisse 93

chromatographien mittels Western Blot Analyse detektiert werden. Dieses Ergebnis
zeigt, dass die beiden hnRNP Proteine hnRNP-E1 und E2 mit Rev interagieren und
dabei nicht nur an die N-terminalen 14 Aminosauren von Rev binden.

Als Positivkontrolle wurde erneut mit einem aCasein Kinase 2 Antikorper untersucht,
ob dieses Protein in den Elutionsfraktionen der drei Affinitatschromatographien
detektierbar war. Casein Kinase 2 interagierte mit allen drei RevGFP-Varianten
(Abbildung 3.26). In den parallel analysierten GFP-StrepTagll Elutionsfraktionen

wurde keines der untersuchten Proteine nachgewiesen (Abbildung 3.26).
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Abbildung 3.26.: Untersuchung der Interaktion von weiteren hnRNP Proteinen mit Rev
Dargestellt sind die Elutionsfraktionen (E) aus den U138MG-Affinitdtschromatographien durchgefiihrt
mit RevGFP-StrepTagll (RGS), A2-8RevGFP-StrepTagll und A2-14RevGFP-StrepTagll. Als Kontrolle
wurde jeweils eine Reinigung mit GFP-StrepTagll durchgefiihrt.

Finf hnRNP Proteine (hnRNP-E1, E2, K, R und U) wurden mittels Western Blot Analyse im Hinblick
auf die Interaktion mit Rev untersucht. Die hnRNP Proteine hnRNP-K, R und U interagierten mit
Wildtyp-Rev und A2-8RevGFP-StrepTagll. Eine Interaktion mit A2-14RevGFP-StrepTagll konnte
jedoch nicht nachgewiesen werden. HnRNP-E1 und E2 interagierten mit Wildtyp-Rev und den beiden
Rev-Deltionsmutanten. Als Positivkontrolle wurde das Rev-interagierende Protein Casein Kinase 2
gewahlt. Dieses Protein interagierte mit Wildtyp-Rev und den beiden Rev-Deletionsmutanten in den
untersuchten Western Blots.

Alle finf hnRNP-Proteine waren in den drei Zelllysaten der drei Affinidtschromatographien
detektierbar.
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Die Interaktion von Rev mit hnRNP-R und U wurde mit Hilfe einer zweiten Methode,
der Immunprazipitation, Uberpriuft. Die Bindung von Rev an hnRNP-K konnte nicht
mit der Immunprazipitation untersucht werden, da der Primarantikdrper gegen
hnRNP-K aus der gleichen Spezies stammte, wie der verwendete Kaninchen-
Prazipitationsantikorper. Die Proteine hnRNP-E1 und E2 konnten ebenfalls nicht
mittels Immunprazipitation untersucht werden, da die verwendeten Primarantikdrper
kein ausreichendes Signal in den Western-Blot Analysen der Immunprazipitationen

erzielten.

Mittels Immunprazipitation mit einem Kaninchen-aGFP-Antikérper und U138-
RevGFP-StrepTagll bzw. HelLa-pHit-RevGFP(a-Klon) Zalllysaten wurde die
Interaktion der hnRNP-Proteine hnRNP-R und U mit Rev verifiziert. Als Kontrolle fur
unspezifische Interaktionen wurde jeweils eine Immunprazipitation mit den U138-
GFP-StrepTagll Zellen bzw. den HelLa-GFP-Zellen durchgefihrt. Die Ergebnisse
dieser Untersuchungen sind in Abbildung 3.27 dargestellt. Lysate und Prazipitate der
Immunprazipitationen wurden im Western Blot mittels spezifischer Antikdrperfarbung

auf das Vorhandensein von hnRNP-R und U analysiert.

In Abbildung 3.27 ist zu sehen, dass die Proteine hnRNP-R und U aus Astrozyten
(U138MG) in der Immunprazipitation zusammen mit RevGFP-StrepTagll co-
prazipitiert wurden, mit GFP-StrepTagll jedoch nicht. Dies deutet auf eine spezifische
Interaktion von hnRNP-R und U mit HIV-1 Rev in Astrozyten hin.

Die Interaktion von Rev mit hnRNP-R bzw. U konnte ebenfalls in HeLa-Zellen gezeigt
werden. In diesen Experimenten war eine leicht unspezifische Bindung von hnRNP-R
und U an GFP zu sehen. Diese war jedoch sehr viel schwacher als die Interaktion mit
RevGFP (Abbildung 3.27).

Die effiziente Prazipitation der Proteine RevGFP-StrepTagll und GFP-StrepTagll
(Astrozyten) bzw. RevGFP und GFP (HeLa-Zellen) konnten in Western Blot Analysen
mit einem Ratte-aGFP-Antikdrper gezeigt werden. Diese Proteine waren in den
Prazipitaten (P) nachweisbar (Abbildung 3.27). Dies stellte die Positivkontrolle fur die

Immunprazipitation dar.
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Abbildung 3.27.: Co-Immunprazipitation von hnRNP-R und U zusammen mit Rev in Astrozyten
und HelLa-Zellen

Die Immunprazipitation von RevGFP-StrepTagll (Astrozyten) bzw. RevGFP (HeLa-Zellen) erfolgte mit
einem Kaninchen-aGFP-Antikérper. Als Negativkontrolle wurde je eine Immunprazipitation mit GFP-
StrepTagll (Astrozyten) bzw. GFP (HelLa-Zellen) durchgefiihrt.

Die Proteine hnRNP-R und U konnten sowohl in Astrozyten als auch in HelLa-Zellen spezifisch mit
Rev co-prazipitiert werden. Diese Proteine sind in den Prazipitaten (P) der RevGFP Immun-
prazipitationen vorhanden, in den GFP Prazipitaten aber nicht oder nur sehr leicht.

Die Proteine RevGFP bzw. GFP konnten in beiden Zelllinien effizient prazipitiert werden. Diese sind in
den entsprechenden Prazipitaten nachweisbar.

Mittels Immunprazipitation konnte somit die Bindung von Rev an hnRNP-R und U in
Astrozyten verifiziert werden. Aulierdem konnte gezeigt werden, dass diese beiden

hnRNP-Proteine auch in HeLa-Zellen mit Rev interagieren.
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4. Diskussion
4.1. StrepTagll-Affinitatschromatographie eignet sich fiir die

Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen in vitro

Mit Hilfe der Affinitdtschromatographie ist es mdglich, gesamte Proteinkomplexe zu
identifizieren. Es gibt verschiedene Affinitats-Tags, die fur Affinitatsreinigungen
eingesetzt werden (Lichty et al., 2005; Terpe, 2003). In den letzten Jahren haben
sich die Tags StrepTagll (Schmidt and Skerra, 2007), FLAG-Tag (Einhauer and
Jungbauer, 2001) und so genannte TAP-Tags (Tandem purification Tags) (Gloeckner
et al., 2007; Puig et al., 2001) durchgesetzt. Fur die Isolierung von Rev-Protein-
Komplexen aus Astrozyten wurde in dieser Arbeit das StrepTagll ausgewahlt. Es
besitzt ein deutlich geringeres Molekulargewicht als das TAP-Tag. Aullerdem
bestand praktische Erfahrungen mit dem StrepTagll (Schlapschy et al., 2004). Daher
wurde es dem ebenso kleinen FLAG-Tag vorgezogen.

Affinitatsreinigungen konnen entweder nach Expression des getaggten Proteins in
eukaryotischen Zellen (in cyto) oder mit bakteriell hergestellten Proteinen, welche
das Tag enthalten, und Zelllysaten (in vitro) durchgefihrt werden.

Die Isolierung von Rev-assoziierten Proteinen nach Uberexpression von RevGFP-
StrepTagll in Astrozyten wurde ebenfalls in dieser Arbeit analysiert (Daten nicht
gezeigt). Mit diesem Ansatz war es jedoch kaum moglich Rev-interagierende
Faktoren zu isolieren. Daher wurden Rev-interagierende Faktoren in vitro mit
bakteriellem RevGFP-StrepTagll und Astrozytenzelllysaten analysiert. Der Vorteil
dieses Ansatzes ist, dass eine grole Menge an ,Bait“-Protein fur die Affinitats-
chromatographie eingesetzt wird und somit die Bindungsstellen der
Affinitatschromatographie-Saulen weitgehend abgesattigt werden. Dadurch kdnnen
auch dynamische Protein-Protein-Interaktionen an der Rev-gekoppelten Saule
untersucht werden. Der Nachteil dieses Ansatzes ist, dass die ,Bait“-Proteine in
Bakterien hergestellt werden und somit keine fur eukaryotische Zellen relevanten
posttranslationalen Modifikationen besitzen. Diese Modifikationen sind jedoch haufig
wichtig fur die Ausbildung oder Verhinderung von Protein-Protein-Interaktionen
(Ostareck-Lederer et al., 2006; Seet et al., 2006). AuBerdem kdnnen bei in vitro
Bindungsstudien Interaktionen zwischen Proteinen, die in der Zelle nicht in gleichen
Kompartimenten vorliegen, entstehen. Solche Interaktionen wirden nicht einer

physiologischen Interaktion entsprechen.
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Um nachzuweisen, ob diese Methode fur die Isolierung von Rev-interagierenden
Faktoren geeignet ist, wurde die spezifische Co-Elution von bekannten Rev-
interagierenden Faktoren untersucht. Hierbei wurden die Proteine B23, Casein
Kinase 2, CRM1, elF-5A und Importin-g analysiert (siehe Abschnitt 10.2, Tabelle
10.1). Alle funf Proteine aus U138- und 85HG66-Astrozytom Zellen interagierten
spezifisch mit dem Rev-Protein. Eine Bindung dieser Proteine an GFP-StrepTagll
war nicht nachweisbar. Dieses Ergebnis bestatigt, dass es mit diesem Ansatz
mdglich ist, mehrere Rev-interagierende Proteine aus humanen Zellen zu isolieren.
In den Reinigungen gab es auch zellulare Proteine, die nicht mit dem Rev-Protein
interagierten. Die Proteine GAPDH und RNA-Polymerase Il konnten weder in den
RevGFP-StrepTagll noch in den GFP-StrepTagll Elutionsfraktionen detektiert
werden. Dies zeigt, dass in diesem System nicht alle zellularen Proteine mit dem
Rev-Protein interagieren.

In dieser Arbeit konnte bei den Rev-Interaktionsstudien zum ersten Mal eine Bindung
des Rev-Proteins an zellular exprimiertes Casein Kinase 2, elF-5A bzw. Importin-f
aus humanen Zelllysaten gezeigt werden.

Des Weiteren konnte in dieser Arbeit zum ersten Mal die Interaktion der Proteine
B23, Casein Kinase 2, CRM1, elF-5A und Importin-3 mit dem Rev-Protein in

Astrozyten gezeigt werden.

4.2. Untersuchung von Rev-interagierenden Faktoren mit bakteriell
hergestelltem RevGFP-StrepTagll und humanen Astrozyten-

zelllysaten
In friheren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Fusion des GFP-
Proteins an das Rev-Protein keinen Einfluss auf die Rev-Aktivitat hat (Ludwig et al.,
1999; Stauber et al., 1995). Deshalb wurden die Untersuchungen in dieser Arbeit mit
StrepTagll-gekoppeltem RevGFP durchgefuhrt. Es wurde RevGFP gewahlt, da das
GFP die Beobachtung des ,Bait“-Proteins bei der Affinitatschromatographie anhand
der Grun-Fluoreszenz erlaubt. Zudem kann das GFP als ,Spacer” zwischen dem Rev
und dem StrepTagll dienen, sodass Rev-interagierende Faktoren das ,Tag“ nicht

Uberlagern und die Reinigung nicht behindern kdnnen.
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Als Kontrolle fur unspezifische Interaktionspartner bei den Reinigungen mit RevGFP-
StrepTagll wurde das GFP-StrepTagll verwendet. Mit Hilfe dieser Kontrolle ist es
mdglich, Proteine, die unspezifisch mit GFP, mit dem StrepTagll bzw. mit der Saule

interagieren, zu bestimmen.

In einer Kollaboration mit dem Institut fir medizinische Physik und Biophysik in
Munster (CeNTech) wird die Exportfunktion des rekombinant hergestellten RevGFP-
StrepTagll getestet. Erste Untersuchungen zeigten einen spezifischen RNA-Export
von RRE-haltiger RNA durch RevGFP-StrepTagll zusammen mit CRM1 und
RanGTP (Viola Baumgartel, unverodffentlichte Daten). Diese vorlaufigen Daten
weisen darauf hin, dass in Bakterien hergestelltes RevGFP-StrepTagll in der Lage ist
den RNA-Export zu vermitteln. Diese Daten missen jedoch zusammen mit weiteren

Kontrollen verifiziert werden.

4.2.1. Das bakteriell hergestellte Rev-Protein interagiert mit PABP1 bzw.
Nucleolin, PARP1, Histon H2A und NAP1L1, die mit dem Chromatin in
Zusammenhang stehen

In den Affinitdtsreinigungen konnten funf Rev-interagierende Proteine (PABP1,
Nucleolin, PARP1, Histon H2A und NAP1L1) identifiziert werden (siehe Abschnitt
3.3.1 und Abbildung 3.5 und 3.6). Das Protein PABP1 (Poly-A binding protein 1)
konnte nur sehr schwach im Prazipitat der U138-RevGFP-StrepTagll nach Co-IP
nachgewiesen werden. Daher konnte diese Interaktion mit Rev unspezifisch sein. Die
Proteine PARP1 (Poly (ADP-ribose) polymerase-1) und Nucleolin waren nach Co-IP
in den Prazipitaten nicht nachweisbar. Im Falle der Proteine Histon H2A und NAP1L1
(Nucleosome assembly protein 1 like 1) war die Untersuchung mittels Co-IP nicht
moglich, da die Primarantikdrper fur Western Blot Analysen gegen beide Proteine
aus dem Kaninchen stammten. Der a-GFP-Prazipitationsantikorper stammt ebenfalls
aus dem Kaninchen. Nachdem dieser Antikorper aus dem Prazipitat nicht entfernt
wird, kommt es bei der Western Blot Analyse zu Kreuzreaktionen zwischen dem
a-Kaninchen-Sekundarantikorper und dem Prazipitationsantikorper.

In den Affinitatsreinigungen waren geringe Mengen an Nucleolin bzw. Histon H2A in

den Elutionsfraktionen der GFP-StrepTagll Reinigung zu sehen. Dies wirde fur eine

unspezifische Interaktion dieser beiden Proteine mit RevGFP-StrepTagll sprechen.
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Die Interaktion der funf genannten Proteine mit Rev sollte mittels einer anderen
Methode verifiziert werden. Denn alle finf Proteine werden in der Literatur mit HIV-1,
HIV-1 Rev oder zellularen Rev-interagierenden Proteinen in Zusammenhang
gebracht. Im Folgenden sollen einige dieser Zusammenhange diskutiert werden.

PABP1 ist ein multifunktionelles Protein, das an der mRNA Reifung, Stabilisierung
und Translationsinitiation, beim Schutz der RNA vor Abbau der CAP- bzw. poly(A)-
Sequenz und bei vielen weiteren Prozessen beteiligt ist (Afonina et al., 1998). Es
konnte gezeigt werden, dass PABP1 an die INS1 in der p17gag-Region bindet. Die
Autoren vermuteten eine Inhibition der Gag Produktion infolge dieser Bindung
(Afonina et al., 1997). Die Interaktion von PABP1 mit der p17gag-Region kdnnte der
Grund fur die INS-vermittelte Inhibition der HIV-1 Genexpression sein. Durch die
Interaktion von Rev mit PABP1 (gezeigt in dieser Arbeit) kdbnnte Rev der PABP1-
p17gag Bindung und dadurch der Inhibition der Genexpression entgegenwirken.

Nucleolin ist ein RNA-bindendes Protein und besitzt RRM-Domanen (siehe auch bei
hnRNP-A1, Q und R). Es lokalisiert stark in den Nukleoli und besitzt viele Funktionen
in der Zelle, wie z.B. rRNA Biogenese und Reifung, Ribosomenzusammenbau,
Nukleo-zytoplasmatischer Transport und ,Remodelling“ von Nucleosomen (Angelov
et al., 2006; Ginisty et al., 1999; Mongelard and Bouvet, 2007). Diese grundlegenden
zellularen Prozesse sind auch an der HIV-1 Genexpression beteiligt. Das Protein
PARP1 hat ebenfalls sehr viele zellulare Funktionen, wie z.B. poly(ADP-
Ribosylierung) von Histonen, Transkriptionsfaktoren und Signalmolekdlen,
Beteiligung am DNA-Reparaturmechanismus, Ko-Aktivierung von NF-kB, Beteiligung
an der Degradation von Proteinen und an der Apoptose (zusammengefasst in (Virag
and Szabo, 2002)). In Zusammenhang mit HIV-1 konnte gezeigt werden, dass
PARP-1 die HIV-1 Transkription negativ beeinflusst, indem es an die TAR-Region in
der LTR bindet und somit die Tat Bindung inhibiert (Parent et al., 2005). Histon H2A
ist Teil des Nucleosomenkomplexes (Quina et al., 2006) und es ist bekannt, dass die
HIV-1 5-LTR zwei Nukleosomen (Nuc-0 und Nuc-1) bindet (He and Margolis, 2002).
Das Protein NAP1L1 gehort zur Familie der Nucleosome Assembly Proteine (NAP).
Die Proteine dieser Familie sind Histon Chaperone und beteiligt an der Nukleosomen
Remodelierung, an Histon Modifikationen, an der Transkription und weiteren
zellularen Prozessen (Park and Luger, 2006; Zlatanova et al., 2007). Vor kurzem

konnte eine Interaktion zwischen HIV-1 Tat und NAP-1 gezeigt werden. Hierbei
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konnte eine positive Regulation der Tat-vermittelten Reporterfunktion durch NAP-1
nachgewiesen werden (Vardabasso et al., 2008).

Wenn man die Funktionen der Proteine Nucleolin, PARP1, Histon H2A und NAP1L1
betrachtet, wird deutlich, dass die Gemeinsamkeit dieser Proteine in |hrem
Zusammenhang mit dem Chromatin bzw. dem ,Remodelling“ und der Modifizierung
von Nucleosomen liegt. Innerhalb dieser Proteingruppe sind auch Interaktionen
zwischen Nucleolin und PARP1 (Borggrefe et al., 1998) bzw. zwischen Nucleolin und
H2A-H2B Dimeren bekannt (Angelov et al, 2006). Zudem konnte in
Immunprazipiationsanalysen eine Interaktion der Proteine PARP1 und Histon H2A
mit einem Protein mit der Rev-interagierenden Risp-Doméane (Fam21c) gezeigt
werden (Vincendeau, HelmholtzZentrum Munchen, unveroffentlichte Daten) (Kramer-
Hammerle et al., 2005a).

In Abbildung 4.1 ist ein Interaktionsnetzwerk fur die Proteine Rev, Nucleolin, PARP1,
Histon H2A und NAP1L1 und einem Risp-haltigen Protein (Fam21c) dargestellt.

H2A

Rev

O Nucleolin

PARP1
NAP1L1

Abbildung 4.1. Interaktionsnetzwerk von Rev mit Chromatin-assoziierten Proteinen und einem
Risp-haltigen Protein (Fam21c)

Rote Linien zeigen Interaktionen, die in dieser Arbeit identifiziert wurden. Schwarze Linien
symbolisieren Interaktionen, die aus der Literatur bekannt sind und grine Linien zeigen Interaktionen
aus unveroffentlichten Arbeiten (Vincendeau, HelmholtzZentrum Minchen).
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Folglich ist hier ein Netzwerk an Interaktionspartnern vorhanden, die HIV-1 Rev und
ein Risp-haltiges Protein (Fam21c) in Zusammenhang mit dem Nucleosomen
,Remodelling“ und der Modifizierung von Nucleosomen bringen. Nachdem Rev fur
den Transport und die Translation Intron-haltiger RNA-Molekule zustandig ist und Tat
die Transkription der viralen RNA steuert (Cullen, 1998a), stellt sich die Frage nach
der Funktion des Rev Proteins in Bezug auf das Nucleosomen ,Remodelling” und die
Modifizierung von Nucleosomen.

Erst kdrzlich konnte gezeigt werden, dass Tat nicht nur die Transkription LTR-
gesteuerter RNA-Moleklle reguliert, sondern auch das SpleiRen dieser RNA-
Molekule indirekt beeinflussen kann. Grunde, die hierflr diskutiert wurden, waren
zum einen die Tat-vermittelte Induktion der Transkription durch RNA-Polymerase |,
wodurch die Transkriptmenge erhdht wird und zum anderen die Rekrutierung einiger
Spleil-Aktivatoren und Inhibitoren durch das Tat-Protein ((Ziegler, 2006),
Veroffentlichung in Arbeit). Im Falle von Rev kdnnte man spekulieren, dass es bei
der HIV-1 Replikation noch weitere Aufgaben im Bezug auf die DNA und der damit

verbundenen Nukleosomen besitzen konnte.

4.2.2. Die RNA-Bindungsproteine hnRNP-A1, E1, E2, K, Q, R und U interagieren
mit HIV-1 Rev
In einer vorangegangenen Arbeit konnte die Interaktion von hnRNP-A1 und Q aus
Astrozytenzelllysaten mit einem Peptid bestehend aus den ersten 14 Aminosauren
von Rev gezeigt werden. Diese Interaktionen wurden jedoch nicht verifiziert
(Mausbacher, 2006).
Mit unterschiedlichen Methoden (Affinitatschromatographie, Co-Immunprazipitation
und exBIFC) wurde in dieser Arbeit die Interaktion von hnRNP-Proteinen (hnRNP-
A1, E1, E2, K, Q, R und U) mit dem Rev-Protein und zwei N-terminal, deletierten
Rev-Mutanten in Astrozyten analysiert. Zusatzlich wurde die Interaktion einiger
Proteine in HeLa-Zellen untersucht. Tabelle 4.1 zeigt eine Zusammenfassung aller
Interaktionsanalysen mit den Rev-Proteinvarianten und den genannten hnRNP-
Proteinen. In dieser Tabelle sind auch die Methoden, mit denen eine Interaktion
detektiert oder nicht detektiert wurde, dargestellt. Des Weiteren sind die Ergebnisse

der Peptid-Analyse (Mausbacher, 2006) zum Vergleich aufgefuhrt.
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Die Proteine hnRNP-A1, Q, R, U und K interagierten in Astrozyten mit dem
vollstandigen Rev-Protein und der A2-8Rev-Deletionsmutante, aber nicht mit der
A2-14Rev-Deletionsmutante. Dieses Ergebnis zeigt, dass diese Proteine in
Astrozyten mit dem Aminoterminus von Rev interagieren. Im Gegensatz dazu konnte
im Falle der hnRNP-Proteine E1 und E2 eine Interaktion mit allen drei Rev-Protein-
varianten (Rev, A2-8Rev und A2-14Rev) nachgewiesen werden. Eine Interaktion der
Proteine hnRNP-E1 und E2 mit dem N-Terminus von Rev kann nicht
ausgeschlossen werden. Das Ergebnis zeigt jedoch, dass diese beiden Proteine
auch mit anderen Bereichen von Rev interagieren kdnnen.

Die Interaktionsuntersuchungen in HeLa-Zellen zeigten, dass die Proteine hnRNP-Q,
R und U auch in HeLa-Zellen an Rev binden. Das Protein hnRNP-A1 interagierte
hingegen nicht mit Rev in Hela-Zellen. Somit war hier eine zelltypabhangige
Interaktion eines hnRNP-Proteins mit Rev nachweisbar.

Mit den Proteinen hnRNP-K, E1 und E2 konnten aus technischen Grinden keine
Interaktionsanalysen mit Rev in Hela-Zellen durchgefuhrt werden. Die
Primarantikorper gegen hnRNP-E1, E2 und K eigneten sich nicht fur die Western
Blot Analyse nach der Co-Immunprazipitationen. Die Antikdrper gegen hnRNP-E1
und E2 waren nicht sensitiv genug, um ausreichende Signale in den Western Blot
Analysen zu erzeugen. Der Primarantikbrper gegen hnRNP-K war aus der gleichen
Spezies wie der Prazipitationsantikdrper, wodurch es zu Kreuzreaktionen bei der

Western Blot Analyse kam.

Mit diesen Ergebnissen konnten die Daten der Interaktionsuntersuchung mit dem
Rev(1-14)-Peptid und den Proteinen hnRNP-A1 und Q verifiziert werden. Darlber
hinaus konnten funf weitere hnRNP-Proteine (hnRNP-E1, E2, K, R und U)
identifiziert werden, die zum Teil domanenspezifisch (N-Terminus des Rev-Proteins)
mit dem Rev-Protein interagierten. Eine zelltypabhangige Interaktion von hnRNP-A1

mit dem Rev-Protein konnte zudem nachgewiesen werden.
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o | e | P | e | [
Zelllinie | 155~ admcos HeLa S el (R

hnRNP-A1 (AC + oxBIFC) "0

hnRNP-Q e

hnRNP-R (T(':“) n.u.

hnRNP-U (”g; nu.

hnRNP-K ("g; n.u.

hnRNP-E1 nu.

hnRNP-E2 n.u.

Tabelle 4.1.: Interaktionsuntersuchungen mit verschiedenen Rev-Varianten

Zusammenfassung der Interaktionen der hnRNP-Proteine A1, Q, R, U, K, E1 und E2 mit den Rev-
Varianten RevGFP-StrepTagll, A2-8RevGFP-StrepTagll und A2-14RevGFP-StrepTagll in den
angegebenen Zelllinien. Die jeweilige Methode, mit der die Interaktion untersucht wurde, ist in der
Tabelle angegeben. Zudem ist das Ergebnis der Interaktionsstudie mit einem N-terminalen Peptid
(Aminosauren 1-14 des Rev-Proteins) dargestellt (Mausbacher, 2006).

AC = Affinitatschromatographie, IP = Immunprazipitation, n.u. = nicht untersucht.

Im Folgenden werden Details zu den einzelnen hnRNP-Proteinen und bekannte

Zusammenhange im Bezug auf HIV-1 beschrieben.

Das Protein hnRNP-A1 hat mehrere Funktionen in der eukaryotischen Zelle. Die
zwei wichtigsten Funktionen sind die Beteiligung am mRNA Spleien und am mRNA
Export (Dreyfuss et al., 2002). Es unterstutzt alternatives SpleiRen und ist hierbei oft
ein Gegenspieler zu SR Proteinen (z.B. SF2/ASF) (Mayeda and Krainer, 1992;
Pollard et al., 2002). Des Weiteren kann hnRNP-A1 die IRES-vermittelte Translation
sowohl positiv (Bonnal et al., 2005), als auch negativ (Lewis et al., 2007)
beeinflussen. HNRNP-A1 (etwa 40 kDa) besitzt 2 RRM-Domanen (RNA-bindende
Motive) in der ersten Halfte seiner Primarstruktur, in der zweiten Halfte befinden sich

RGG-Wiederholungen. Diese Wiederholungen sind an der RNA Bindung beteiligt. In
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dieser Region werden vier Argininseitengruppen (R193, R205, R217 und R224)
dimethyliert. Die Methylierung beeinflusst die RNA-Bindungseigenschaften der RGG-
Wiederholungen. HNRNP-A1 ist in der Lage, zwischen Zellkern und dem Zytoplasma
mit Hilfe der M9-Shuttlesequenz (As 268-305) zu ,shutteln®. Die ,steady-state”
Lokalisation des Proteins liegt jedoch im Zellkern. Unter normalen Zellbedingungen
wird hnRNP-A1 mit Hilfe von Transportin in den Kern transportiert (Allemand et al.,
2005; Reed and Hurt, 2002). Bei Zellstress wird das F-Peptid (As 301-319) von
hnRNP-A1 durch Casein Kinase |l und Protein Kinase A (PKA) mehrfach
phosphoryliert. Diese Hyperphosphorylierung inhibiert die Interaktion von A1 mit
Transportin. Dadurch kommt es zu einer zytoplasmatischen Akkumulation (Allemand
et al., 2005; Hagiwara, 2005). Das Protein hnRNP-A1 kann Homodimere ausbilden.
Fur die Proteine hnRNP-C1, E2, |, K und L konnte keine Interaktion mit hnRNP-A1
gezeigt werden (Kim et al., 2000).

In Zusammenhang mit HIV-1 gibt es viele Untersuchungen, die hnRNP-A1 als einen
»oplicing silencer” beschreiben (zusammengefasst in (Stoltzfus and Madsen, 2006)).
Hierbei bindet hnRNP-A1 an die ,exon splicing silencer® Bereiche ESSV im vpr exon,
ESS2 im tat exon 2, ESS3 im tat exon 3 und an den ,intron splicing silencer® Bereich
ISS im Intron zwischen tat exon 2 und 3. Durch diese Bindungen inhibiert hLnRNP-A1
das Spleif’en der viralen RNA (Stoltzfus and Madsen, 2006).

Neben hnRNP-A1 bindet auch hnRNP-H an eine ESS-Region im tat exon 2 (ESS2p)
und inhibiert das Splei3en (Jacquenet et al., 2001).

Dartber hinaus konnte gezeigt werden, dass hnRNP-A1 den Export Intron-haltiger
RNA-Molekule eines Reporter-Konstrukts induziert. Hierbei band es an das 5-Ende
der p17INSgag-Region und erhohte die Transportrate intron-haltiger RNA im
Zusammenspiel mit dem Rev-Protein. Dies flhrte zu einer erhdhten Menge an

zytoplasmatischer Reporter-RNA (Najera et al., 1999).

Die Proteine hnRNP-Q (alternative Benennung: NSAP1, Gry-rbp oder SYNCRIP)
und hnRNP-R sind in ihrer Proteinsequenz zu etwa 83 % homolog (Mizutani et al.,
2000). Das hnRNP-Q Protein liegt in drei verschiedenen Isoformen (Q1, Q2 und Q3)
in der Zelle vor. Diese Isoformen entstehen durch alternatives Spleilen vom selben
Genort. HNRNP-Q3 ist die vollstdandige hnRNP-Q-Variante, welche aus 623 Amino-

sauren aufgebaut ist. Diese Variante wurde in dieser Arbeit verwendet. Die Proteine
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hnRNP-Q und R besitzen jeweils drei RRM-RNA-Bindungsdomanen, zwei NLS-
Regionen und eine Domane mit RGG-Wiederholungen (Mourelatos et al., 2001).

HNnRNP-Q wurde als eine stabile Komponente des Spleillosoms identifiziert
(Neubauer et al., 1998). In vitro Studien zeigten, dass hnRNP-Q und R fur das
effiziente pra-mRNA Spleillen notwendig sind. Sie interagierten mit der pra&-mRNA
und mit Intron-haltigen mMRNA-Intermediaten (Mourelatos et al., 2001). Zudem konnte
gezeigt werden, dass hnRNP-Q die HCV mRNA binden konnte und dadurch die
IRES-vermittelte Translation erhdhte. Somit scheint hnRNP-Q auch die Translation
zu beeinflussen (Kim et al,, 2004). HhnRNP-Q kann mCRD (major protein-coding-
region determinant of instability) enthaltende c-fos mRNA-Molekile als Teil eines
Multiproteinkomplexes stabilisieren und somit die Deadenylierung und den Abbau
der mRNA verhindern. Dadurch wird die Translationsrate der mRNA erhoht (Grosset
et al., 2000). In einer anderen Studie konnte hingegen gezeigt werden, dass hnRNP-
Q und R in der Lage sind, die mMRNA Degradation zu unterstutzen (Kim et al., 2005).
Somit konnte ein positiver und ein negativer Einfluss von hnRNP-Q auf die mRNA

Stabilitat festgestellt werden.

HnRNP-U ist ein ssDNA- und RNA-bindendes Protein. Seine Primarstruktur enthalt
im N-Terminus eine DNA-Bindungsdomane (SAP) und im Carboxy-Terminus RGG-
Wiederholungen, welche die RNA-Bindungsdomane ausmachen. Das Protein
hnRNP-U enthalt keine RRM bzw. KH RNA-Bindungsdomanen. Des Weiteren besitzt
das Protein eine NLS (Kiledjian and Dreyfuss, 1992). HnRNP-U bindet an die
scaffold attachment regions (SAR) und wird daher auch als scaffold attachment
factor A (SAF-A) bezeichnet (Romig et al., 1992). Seine zellularen Funktionen sind
Regulation der Transkription und RNA Prozessierung. Uber die Rolle von hnRNP-U
in der Genexpression ist noch wenig bekannt. hnRNP-U ist auch in der Lage die
mRNA Stabilitat zu erhéhen (Yugami et al., 2007).

In Zusammenhang mit HIV-1 konnte erst kurzlich gezeigt werden, dass ein
N-terminales Fragment von hnRNP-U die HIV-1 Replikation inhibieren kann.
Untersuchungen mit Kern- und Zytoplasmafraktionen zeigten, dass der mRNA-
Export durch das hnRNP-U Fragment inhibiert wurde (Valente and Goff, 2006).
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HnRNP-K gehort zu den poly(C)-bindenden Proteinen und besitzt drei KH-Domanen
(K homology domains), welche fur die RNA- bzw. DNA-Bindung verantwortlich sind.
HnRNP-K bindet genauso wie hnRNP-E1 und E2 an poly(C) Bereiche. Es besitzt
eine NLS und eine nuclear shuttling domain (KNS). AuRerdem besitzt hnRNP-K eine
RGG-Domane. Das Protein hnRNP-K ist beteiligt an vielen Prozessen der
Genexpression (z.B. Transkription, RNA Prozessierung, Translation und Chromatin
.,Remodelling”) und an der Signaltransduktion (zusammengefasst in (Bomsztyk et al.,
2004; Dreyfuss et al., 2002). Hierbei interagiert hnRNP-K mit vielen zellularen
Proteinen, z.B. mit dem TATA-box binding protein (TBP), Elongation factor 1o (EF-
1a), hnRNP-E1, E2, I, L, den SR-Proteinen 9G8 und SRp20, der RNA-Helikase
DDX1, zellularen Kinasen, Nucleolin, Sam68, etc. (Bomsztyk et al., 2004; Bomsztyk
et al.,, 1997; Kim et al., 2000; Lee et al., 2007; Michelotti et al., 1996; Shnyreva et al.,
2000; Yang et al., 2002) (siehe auch Abbildung 4.3).

HNRNP-K bildet zusammen mit Sam68 einen Komplex mit der HIV-1 RRE. Es bindet
die RRE allerdings nicht direkt, wohingegen zwischen hnRNP-K und Sam68 eine
direkte Bindung vorhanden ist. Das Protein hnRNP-K inhibiert die Sam68-vermittelte
RRE-abhangige Reporter Genexpression, jedoch nicht die Rev-vermittelte RRE-
abhangige Reporter Genexpression. Hierbei scheint die Bindung zwischen den
Proteinen hnRNP-K und Sam68 eine Rolle zu spielen. Die Interaktion zwischen den
Proteinen Rev und hnRNP-K war vor der Arbeit nicht bekannt (Yang et al., 2002).

Die Proteine hnRNP-E1 und E2 (alternative Benennung: PCBP1 und 2) sind
ebenfalls poly(C)-bindende Proteine mit jeweils drei KH-Domanen. Die Funktionen
dieser Proteine sind hauptsachlich die Stabilisierung der mMRNA (hnRNP-E1 und E2)
und die Regulation der Translation. Hierbei kann es zu einer Senkung der
Translationsrate (hnRNP-E1), aber auch zu einer Steigerung der Translation
(hnRNP-E2) kommen (zusammengefasst in (Makeyev and Liebhaber, 2002)). Die
beiden Proteine hnRNP-E1 und E2 interagieren mit vielen zellularen Proteinen
(Bedard et al., 2007; Kim et al., 2000; Mongelard and Bouvet, 2007; Wang et al.,
1999) (siehe Abbildung 4.3).

Woolaway et al. konnten zeigen, dass die Proteine hnRNP-E1 und E2 an die ESS3-
Region im Tat exon 3 binden kénnen und die Uberexpression von hnRNP-E1 zu

einer Reduktion der HIV-1 Gag und Env Produktion fuhrt. Hierbei konnte keine
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Veranderung des mRNA SpleilBmusters beobachtet werden. Es wurde beobachtet,
dass die Rev Expression durch die hnRNP-E1 Uberexpression reduziert wurde. Es
wurde jedoch nicht untersucht, ob eine Bindung zwischen dem Rev-Protein und den
beiden hnRNP Proteinen besteht. Untersuchungen der entsprechenden RNA und
Proteinmengen legen die Vermutung nahe, dass sowohl die Rev als auch die Gag
und Env Expression auf der Ebene der Translation von hnRNP-E1 inhibiert wurde
(Woolaway et al., 2007).

Somit lasst sich zusammenfassen, dass die zellularen Funktionen der sieben
hnRNP-Proteine viele verschiedene Prozesse der Genexpression umfassen. Sie sind
unter anderem essentiell fur die Schritte der Transkription, des SpleiRens, des
MRNA-Exports, der mRNA-Stabilitdt und der Translation. Zum Teil sind auch
Zusammenhange zwischen diesen Proteinen und HIV-1 bekannt (siehe vorherige
Seiten). Daher scheint es nahe liegend, dass diese Proteine mit HIV-1 Rev, welches
seinerseits die Expression spater HIV-1 Genprodukte wesentlich reguliert,

interagieren.

Betrachtet man die einzelnen Motive der hnRNP-Proteine naher, so lassen sich
einige Unterschiede und einige Gemeinsamkeiten feststellen. Dieser Vergleich Iasst
auf eine madgliche Interaktionsdomane der hnRNP-Proteine fir die Bindung an das
Rev-Protein schliel3en.

Die Proteine hnRNP-A1, Q und R besitzen RRM-Domanen als RNA-
Bindungseinheiten. Die Proteine hnRNP-K, E1 und E2 besitzen hingegen KH-
Doménen. HnRNP-U besitzt weder RRM- noch KH-Domaéanen (siehe Abbildung 4.2).
Diese Unterschiede zwischen den einzelnen Proteinen lassen darauf schlieRen, dass
weder die RRM- noch die KH-Domanen die hauptsachliche Bindungsdomane fur das
Rev-Protein sein kdnnen.

In den Proteinen hnRNP-A1, Q, R, U und K ist jeweils eine so genannte RGG-
Domane vorhanden (siehe Abbildung 4.2), die mehrere Arginine (R) und Glycine (G)
enthalt und als RNA-Bindungsdomane definiert ist (Dreyfuss et al., 2002).
Interessanterweise besitzen nur die Proteine Arginin-reiche Regionen (RGG-
Bereiche), die in dieser Arbeit mit dem N-Terminus von Rev interagierten (hnRNP-
A1, Q, R, U und K). Die beiden hnRNP-Proteine E1 und E2 besitzen keine RGG-
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Domaéne. Ein solches Muster kdnnte darauf hinweisen, dass die RRG-Regionen fur
die Interaktion dieser Proteine mit dem N-Terminus von Rev verantwortlich sind. Flr
das hnRNP-K Protein ist eine so genannte Kl-Domane (,K interaktive region®)
definiert, welche an vielen Interaktionen des hnRNP-K-Proteins mit zellularen
Proteinen beteiligt ist. Sie Uberlappt fast vollstandig mit der RRG-Domane (Bomsztyk
et al., 2004). Dies zeigt, dass die RGG-Region an Proteininteraktionen beteiligt sein
kann.

Die Proteine hnRNP-Q, R, U und K enthalten alle NLS-Kernlokalisationssignale
(siehe Abbildung 4.2). Demnach kénnte die NLS-Region ebenfalls eine mdgliche
Interaktionsdomane fur die Bindung an den Rev N-Terminus darstellen. Die
Tatsache, dass hnRNP-A1 keine NLS-Region besitzt und trotzdem mit dem
N-Terrminus des Rev-Proteins interagiert, spricht jedoch gegen die NLS-Region als
gemeinsame Interaktionsdomane aller funf hnRNP-Proteine (hnRNP-A1, Q, R, U und
K) fur die Bindung an den Rev N-Terminus. Die Proteine hnRNP-E1 und E2 besitzen
ebenfalls keine Kernlokalisationssignale. Demnach konnen die NLS-Regionen
ebenfalls nicht als moégliche Bindungsdomane aller sieben hnRNP-Proteine fur die

Interaktion mit dem Rev-Protein definiert werden.

Der N-Terminus des Rev-Proteins besitzt einige saure Aminosauren (Aspartate und
Glutamate) (siehe Diskussionspunkt 4.3.1). Die RGG-Doméanen der funf hnRNP-
Proteine enthalten viele basische Aminosauren (Arginine). Diese basischen
Regionen sind eine mdgliche Grundlage fur die Interaktion mit einer sauren Region.
Diese Tatsache unterstitzt die Hypothese, dass die RGG-Domane die Bindung mit
dem Rev N-Terminus eingeht.

Um diese Hypothese zu beweisen, konnte man in Deletions- und Mutations-
experimenten untersuchen, ob die Arginin-reichen Domanen der genannten Proteine
tatsachlich die Interaktionsdomane fur das Rev-Protein darstellen. Hierfir kdnnte
exemplarisch das hnRNP-A1-Protein in Halften geteilt und rekombinant in E. coli
herstellen werden. In Affinitatsreinigungen lielRe sich analysieren, welche der beiden
Halften an rekombinantes Rev-Protein binden kann (zweite Halfte enthalt RGG-
Motif). In einem zweiten Experiment kdonnten die RGG-Muster mutiert und die
Bindung an das Rev-Protein untersucht werden. Hierbei liel3e sich klaren, ob dieses

Muster fur die Bindung verantwortlich ist.
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Abbildung 4.2.: Proteindoménen von verschiedenen hnRNP-Proteinen

Die Proteindoméanen der Proteine hnRNP-A1, Q, R, U, K, E1 und E2 sind dargestellt. Die Proteine
hnRNP-A1, Q, R und K, die mit dem N-Terminus des Rev-Proteins interagieren, besitzen Arginin-
reiche Regionen. Diese kdnnten an der Bindung mit dem Rev-Protein beteiligt sein. Die Proteinen
hnRNP-E1 und E2, welche mit dem N-Terminus des Rev-Proteins nicht interagieren, besitzen keine
Arginin-reichen Regionen. RRM: RNA recognition motif, KH: K homology domain, RGG: Arginin- und
Glycin-reiche Domane, NLS: nuclear localization signal, M9: shuttle sequence, KNS: nuclear shuttling
domain.

Die Rev-interagierenden Faktoren, die in dieser Arbeit untersucht wurden,
interagieren auch zum Teil untereinander und mit anderen zellularen Proteinen. In
Abbildung 4.3 ist ein Interaktionsnetzwerk zwischen dem Rev-Protein, den neuen
Rev-interagierenden Faktoren und einigen bereits bekannten Rev-interagierenden
Faktoren dargestellt. Das Netzwerk zeigt, dass die Proteine hnRNP-E1, E2, K,
Nucleolin und PABP1 sehr stark untereinander und mit den Proteinen B23, Casein
Kinase 2, DDX1, DDX3 und Sam68 vernetzt sind. Unter diesen Proteinen sind RNA-
bindende Proteine, RNA Helikasen, eine Kinase und Multifunktionsproteine vertreten.
Die Produktion viraler Genprodukte wird durch verschiedene Prozesse der
Genexpression, die miteinander verknUpft sind, gesteuert. Hierbei ist eine Vielzahl
von zellularen Proteinen beteiligt. Die Interaktion von HIV-1 Rev mit diesen Proteinen

l&sst annehmen, dass das Rev-Protein ebenfalls an diesen Prozessen beteiligt ist.



Diskussion 110

Die Funktion von Rev darf somit nicht nur auf den Export Intron-haltiger mRNA-
Moleklle beschrankt werden. Das Funktionsspektrum umfasst viele weitere Bereiche
der Genexpression. Die Beteiligung von Rev an der Translation wurde bereits in
einigen Arbeiten gezeigt und diskutiert (Arrigo and Chen, 1992 a; D'Agostino et al.,

1992).
B23

Casein Kinase 2

hnRNP-Q

g , Lo hnRNP-ET1

] DDX1
Sam68 @&——— / N - DDX3

Transportin

hnRNP-AT hnRNP-U

hnRNP-R

Abbildung 4.3.: Interaktionsnetzwerk des Rev-Proteins mit neuen und publizierten Rev-
interagierenden Faktoren

Dargestellt ist ein Interaktionsnetzwerk zwischen Rev (rot) und mehreren zellularen Proteinen.
Dunkelgraue Kreise zeigen publizierte Rev-interagierende Proteine. Blau Kreise kennzeichnen
Proteine, die in dieser Arbeit als Rev-interagierende Faktoren identifiziert wurden. Die Proteine
Nucleolin und PABP1 (hellgraue Kreise) wurden ebenfalls in dieser Arbeit mittels Affinitats-
chromatographie als Rev-interagierende Faktoren identifiziert, ihre Bindung an das Rev-Protein
konnte jedoch mittels Co-Immunprazipitation nicht verifiziert werden. Rote Linien zeigen Interaktionen,
die in dieser Arbeit untersucht wurden. Schwarze Linien deuten auf Interaktionen aus der Literatur hin.
Zunachst wurde bei der verwendeten Metrik die Lange einer Interaktionslinie zwischen zwei Proteinen
beliebig festgelegt. Lag eine Interaktionlinie in einem Dreieck aus drei miteinander interagierenden
Proteinen vor, so wurde die Lange der Interaktionslinie um eindrittel verklrzt. Lag die gleiche Linie in
mehreren Dreiecken vor, so wurde ihre Lange pro Dreieck erneut um eindrittel verkirzt. Die Langen
zwischen Nucleolin und hnRNP-E1 bzw. hnRNP-K und zwischen hnRNP-E2 und hnRNP-K
entsprechen nicht der errechneten Lange. Diese missten genauso lang wie die Verbindung zwischen
hnRNP-E2 und PABP1 sein. Dies liel sich jedoch aus geometrischen Griinden nicht realisieren.
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4.3. Der N-Terminus des Rev-Proteins bindet mehrere hnRNP-
Proteine und hat einen zelltypabhangigen Einfluss auf die

Rev-Funktion
4.3.1. Interaktionssequenz fiir mehrere hnRNP-Proteine im N-Terminus von
HIV-1 Rev
Die Proteine hnRNP-A1, Q, R, U und K interagierten in Affinitatsreinigungen mit der
Deletionsmutante A2-8RevGFP-StrepTagll, aber nicht mit der A2-14RevGFP-
StrepTagll Deletionsmutante. Dies zeigt, dass diese Proteine mit dem N-Terminus
des Rev-Proteins interagieren. Betrachtet man die Ergebnisse beider Reinigungen,
so lasst sich eine Kernsequenz im Rev-Protein definieren, welche flur die Interaktion
mit den Proteinen hnRNP-A1, Q, R, U und K notwendig ist. Diese erstreckt sich von
den Aminosauren 9 bis 14 des Rev-Proteins. Diese Kernsequenz enthalt drei saure
Aminosauren und Uberlappt zum Teil mit der so genannten NIS, welche als

Diffusionsinhibitionssignal beschrieben ist (Fang et al., 2002).

Die Bedeutung des N-Terminus fur Rev wird in der Literatur kontrovers beschrieben.
Mutationsstudien, in welchen die Aminosauren 3 — 13 bzw. 3 — 16 deletiert wurden,
zeigten weiterhin 89 % bzw. 72 % p24 Produktion (Jeong et al., 2000). Im Gegensatz
dazu waren Deletionsmutanten der Aminosauren 4 — 18 (Malim et al., 1989) oder der

Aminosauren 2 — 17 (Fang et al., 2002) funktionslos.

In Abbildung 4.4 ist ein Vergleich der Aminosauresequenzen von einigen
funktionellen Rev-Isolaten dargestellt. Die Sequenzen zeigen, dass die Rev-Region
von Aminosaure 9 bis 14 nicht an allen Aminosaurepositionen zu 100 % konserviert
ist. Die NLS und die NES als essentielle Domanen des Rev-Proteins sind dagegen
vollstandig konserviert. Vergleicht man die Aminosaureunterschiede im Bereich der
Aminosauren 9 bis 14 im Detail, so lasst sich jeweils ein biochemisch konservierter
Austausch der Aminosauren feststellen. Dabei wird saures Glutamat (E) durch
saures Aspartat (D), Isoleucin (I) durch Leucin (L) bzw. basisches Arginin (R) durch
basisches Lysin (K) ersetzt (siehe Abbildung 4.4).
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neue Interaktionssequenz Kern Lokalisationssignal (NLS)

sRev MASAGRSGDSDEEL IRTVRLIKLLYQSNPPPNPEGTRQARRNRRRRWRERQRQIHSISERI
Hxb2r M--AGRSGDSDEELIRTVRLIKLLYQSNPPPNPEGTRQARRNRRRRWRERQRQIHSISERI
nl43 M--AGRSGDSDEELIRTVRLIKLLYQSNPPPNPEGTRQARRNRRRRWRERQRQIHSISERI
sf2 M--AGRSGDSDEELLRTVRLIKLLYQSNPPPSPEGTRQARRNRRRRWRERQRQIRSISGWI
ball M--AGRSGDSDEELLKTVRLIKFLYQSNPPPILEGTRQARRNRRRRWRERQRQIRSISERI
lai M--AGRSGDSDEDLLKAVRLIKFLYQSNPPPNPEGTRQARRNRRRRWRERQRQIHSISERI

Kern Exportsignal (NES)

LGTYLGRSAEPVPLQLPPLERLTLDCNEDCGTSGT-QGVGSPQILVESPTVLESGTKE
LGTYLGRSAEPVPLQLPPLERLTLDCNEDCGTSGT-QGVGSPQILVESPTVLESGTKE
LSTYLGRSAEPVPLQLPPLERLTLDCNEDCGTSGT-QGVGSPQILVESPTVLESGTKE
LSTYLGRSAEPVPLQLPPLERLTLDCSEDCGNSGA-QGVGSPQILVESPAVLDSGTKE
LGAY LGRSAEPVPLQLPPLERLTLDCDEDCGTSGTSRGVGSPQILVESPTVLESGTKE
LSTYLGRSAEPVPLQLPPLERLTLDCNEDCGTSGT-QGVGSPQILVESPTILESGAKE

Abbildung 4.4.: Vergleich des N-Terminus von einigen funktionellen Isolaten

Dargestellt sind die Aminosauresequenzen von einigen funktionellen Rev Isolaten. Hervorgehoben ist
der N-Terminus des Rev-Proteins und das Lokalisations- bzw. Exportsignal (NLS; NES). Rot markiert
sind Aminosaurepositionen, die innerhalb der Isolate keine einheitliche Konservierung zeigen. Der
N-Terminus von Rev ist nicht an allen Aminosaurepositionen zu 100 % identisch. Die Aminosaure-
austausche sind jedoch biochemisch konservativ.

4.3.2. Die Deletion der Aminosauren 2 — 14 des Rev-Proteins fiihrt zu einem
Funktionsverlust von Rev in HeLa-Zellen, jedoch nicht in Astrozyten

Der Einfluss des Rev N-Terminus auf die Rev Funktion wurde in dieser Arbeit
untersucht. Die Analysen wurden in zwei unterschiedlichen Zelllinien (HelLa-Zellen
und Astrozyten) im Rev-Reportersystem durchgefuhrt.

Diese Untersuchungen zeigten, dass die Mutante A2-8RevGFP in HelLa-Zellen die
gleiche Funktion wie Wildtyp-RevGFP besall. In Astrozyten konnte eine leicht
gesteigerte Aktivierungsfunktion nachgewiesen werden. Die Deletionsmutante
A2-14RevGFP hatte einen deutlichen Funktionsverlust von etwa 50 % im Vergleich
zu Wildtyp-RevGFP in HeLa-Zellen. Im Gegensatz dazu war keine Veranderung der
Funktion in Astrozyten zu sehen.

Diese Daten zeigen, dass eine Deletion im N-Terminus des Rev-Proteins

(Aminosauren 2 — 14) zelltypabhangig einen Einfluss auf seine Funktion hat.
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4.4. Zelltypabhangige Interaktion von Rev mit hnRNP-A1

Die Untersuchung der Interaktion von hnRNP-A1 mit Rev zeigte, dass in Astrozyten
eine Bindung zwischen diesen beiden Proteinen vorlag. In HeLa-Zellen konnte diese
Interaktion nicht nachgewiesen werden.

Ein Grund fur die zelltypabhangige Bindung von Rev an hnRNP-A1 kdnnte sein, dass
in Astrozyten und in HeLa-Zellen unterschiedliche Isoformen des hnRNP-A1-Proteins
exprimiert werden. HnRNP-A1 besitzt zwei Isoformen. Eine Isoform ist aus 320
Aminosauren, die zweite aus 372 Aminosauren aufgebaut. Wirde in Astrozyten die
langere und in HeLa-Zellen die kurzere Isoform exprimiert, kbnnten die 52 fehlenden
Aminosauren des hnRNP-A1-Proteins in HeLa-Zellen ausschlaggebend fur die nicht
nachweisbare Interaktion sein. Um dies zu prufen wurden in dieser Arbeit die
Isoformen in beiden Zelllinien mittels RT-PCR untersucht. Die Analysen ergaben,
dass beide Zelllinien Uberwiegend die verklrzte hnRNP-A1 Isoform exprimieren
(Daten nicht gezeigt). Daher kdénnen unterschiedliche Isoformen des hnRNP-A1-
Proteins in den zwei Zelllinien nicht der Grund flur die zelltypabhangige Bindung von
hnRNP-A1 an das Rev-Protein sein.

Eine weitere Mdglichkeit, um das unterschiedliche Bindungsverhalten von hnRNP-A1
und Rev zu erklaren, ware, dass hnRNP-A1 in den beiden Zelllinien in verschiedenen
zellularen Komplexen vorliegt, welche mit Rev interagieren oder aber nicht. Dieser
Fall musste durch vergleichende Komplexanalysen in den beiden Zelllinien
untersucht werden.

Des Weiteren kdnnten posttranslationale Modifikationen des hnRNP-A1-Proteins in
den beiden Zelllinien ausschlaggebend daflr sein, ob eine Interaktion mit dem Rev-
Protein stattfindet oder nicht. Hierbei konnte in HelLa-Zellen entweder eine
Modifikation fehlen, die wichtig fur die Ausbildung der Interaktion ist oder es konnte
eine Modifikation vorliegen, welche die Bindung von hnRNP-A1 an Rev verhindert.
Posttranslationale Modifikationen des Rev-Proteins sind als Erklarungsmaoglichkeit
unwahrscheinlich, da vier weitere zelluldare Proteine (hnRNP-Q, R, U und K) in
beiden Zelllinien mit dem Rev N-Terminus interagierten. Bei verschiedenen Modifi-
kationen des Rev-Proteins in den beiden Zelllinien hatten auch andere Proteine zell-
typabhangig an Rev binden mussen.

Der Einfluss posttranslationaler Modifikationen des hnRNP-A1-Proteins auf seine

Interaktion mit dem Rev-Protein wurde in aktuell laufenden Analysen untersucht und
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es konnte gezeigt werden, dass bakteriell hergestelltes hnRNP-A1 und RevGFP-
StrepTagll (Kontrolle: GFP-StrepTagll) in Affinitdtsreinigungen miteinander
interagieren (Daniel Nagel, HelmholtzZentrum Minchen). Beide Proteine besalen in
diesem Experiment keine fur eukaryotische Zellen relevanten posttranslationalen
Modifikationen. Dieses Ergebnis zeigt, dass keine ausdrlckliche posttranslationale
Modifikation des hnRNP-A1-Proteins vorhanden sein muss, damit die Proteine
hnRNP-A1 und Rev aneinander binden. Demnach ware die Verhinderung der
Interaktion zwischen hnRNP-A1 und Rev durch eine vorhandene Modifikation des
hnRNP-A1-Proteins in HelLa-Zellen, welche in Astrozyten nicht vorkommt, am
naheliegendsten. Eine solche posttranslationale Modifikation koénnte die
Dimethylierung der Arginine R193, R205, R217 und R224 von hnRNP-A1 durch das
Enzym Protein-Arginin Methyltransferase 1 (PRMT1) sein, welche in HelLa-Zellen
bereits nachgewiesen werden konnten (Kim et al., 1997). Diese vier Arginine liegen
alle in der RGG-Domane des hnRNP-A1-Proteins. Sollte die RGG-Domane die
Interaktionsdomane von hnRNP-A1 fur die Bindung an den Rev N-Terminus sein
(diskutiert in Abschnitt 4.2.2), kdnnten die Methylierung der Arginine in HelLa-Zellen
die Interaktion zwischen hnRNP-A1 und Rev unterbinden. Falls diese Modifikationen
in Astrozyten nicht vorliegen, kdonnte dies eine Erklarung fur die zelltypabhangige
Bindung zwischen dem hnRNP-A1-Protein und dem Rev-Protein in den beiden
Zelllinien sein. Um diese Hypothese zu untersuchen, musste das hnRNP-A1-Protein
aus beiden Zelllinien isoliert (z.B. durch Immunprazipitation) und mittels MALDI-TOF
Massenspektrometrie auf posttranslationale Modifikationen untersucht werden.

Die Dimethylierungen der RGG-Domane als Ursache fur die Inhibition von Protein-
Protein-Interaktionen konnte bereits am Beispiel von hnRNP-K demonstriert werden
(Ostareck-Lederer et al., 2006). Das Protein hnRNP-K wird an finf Argininen (R256,
R258, R268, R296 und R29)) innerhalb der RGG-Domane von dem Enzym Protein-
Arginin Methyltransferase 1 (PRMT1) dimethyliert. Dieses Enzym ist das gleiche
Enzym, welches auch hnRNP-A1 in HelLa-Zellen dimethyliert. Bindungsstudien
zwischen hnRNP-K und c-Src zeigten, dass diese beiden Proteine miteinander
interagierten, wenn hnRNP-K nicht methyliert vorlag. Sobald das hnRNP-K-Protein
von PRMT1 methyliert wurde, konnte eine schwachere Bindung zwischen hnRNP-K
und c-Src nachgewiesen werden. Diese Daten zeigen, dass die Dimethylierung der

RGG-Domane von hnRNP-K die Interaktionseigenschaft dieser Region herabsetzt.
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In Astrozyten ist die HIV-1 Replikation im Vergleich zu HIV-permissiven Zellen
herabgesetzt (Ludwig et al., 1999). Es ist gezeigt worden, dass Sam68 in der US7MG
Astrozytenzelllinie in geringeren Mengen vorliegt und durch eine HIV Infektion
zusatzlich verringert wird (Li et al, 2002). Zudem ist bekannt, dass DDX1 in
Astrozyten im Vergleich zu HelLa-Zellen ein verandertes Lokalisationsverhalten
besitzt. Es lokalisiert verstarkt im Zytoplasma (Fang et al., 2004). Beide Tatsachen
haben einen negativen Effekt auf die HIV-1 Replikation in Astrozyten. Des Weiteren
wurde gezeigt, dass in Astrozyten die Translation der Gag und Env-Proteine
ineffizient funktioniert (Gorry et al., 1998).

An dieser Stelle soll ein weiterer, moglicher Grund fur die verminderte Rev Funktion
bzw. verminderte HIV-1 Repliaktion in Astrozyten diskutiert werden. Die
zelltypabhangige Bindung von hnRNP-A1 an Rev kdnnte ebenfalls einen Einfluss auf
die herabgesetzte HIV-1 Replikation in Astrozyten haben. In Abbildung 4.5 ist diese
Hypothese schematisch dargestellt.

HIV-1 Rev bindet an das RRE und vermittelt den Export Intron-haltiger RNA ins
Zytoplasma. Das Protein hnRNP-A1 bindet an eine bestimmte Sequenz im p17gag
und unterstutzt den Rev-vermittelten Export Intron-haltiger RNA (Najera et al., 1999).
In HelLa-Zellen bindet hnRNP-A1 nicht an das Rev-Protein. Somit kdnnen beide
Proteine ungestort an die jeweilige Sequenz auf der RNA binden und den Export
vermitteln. Dadurch besitzt Rev in diesen Zellen volle Funktion. In Astrozyten
interagieren die Proteine hnRNP-A1 und Rev miteinander. Somit liegt ein bestimmter
Teil dieser beiden Proteine in einem Komplex vor. Dadurch kénnten sich diese
beiden Proteine blockieren, wodurch ein gewisser Teil beider Proteine nicht an die
jeweilige Zielsequenz auf der RNA bindet, um den Export zu vermitteln. Diese
Situation hatte eine Herabsetzung der Rev-Funktion in Astrozyten zur Folge.

Diese Theorie wird unterstutzt, wenn man die Funktionalitat der A2-14RevGFP
Mutante in den beiden Zelllinien betrachtet. In Hela-Zellen besitzt diese Rev-
Deletionsmutante eine reduzierte Funktion um etwa 50 % im Vergleich zu Wildtyp-
RevGFP. Der Grund fur diesen Funktionsverlust wird durch dieses Modell nicht
geklart und muss noch weiter untersucht werden. In Astrozyten zeigt die
Deletionsmutante dagegen keinen Funktionsverlust.

Die A2-14RevGFP Mutante interagiert nicht mit hnRNP-A1, da der N-Terminus, der

wichtig fur die Interaktion ist, fehlt. Daher entstent durch den Einsatz von
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A2-14RevGFP in Astrozyten die gleiche Bindungssituation mit dem hnRNP-A1-
Protein, wie sie in HeLa-Zellen mit Wildtyp-RevGFP vorliegt. Es ist keine Interaktion
zwischen A2-14RevGFP und hnRNP-A1 in Astrozyten vorhanden. Dies hat zur
Folge, dass sich diese beiden Proteine nicht blockieren und beide an die RNA binden
kénnen. Der urspringliche Funktionsverlust, den die Deletionsmutante besitzt (siehe
in HelLa-Zellen), wird in Astrozyten dadurch kompensiert, dass die Proteine
A2-14RevGFP und hnRNP-A1 sich nicht gegenseitig durch eine Interaktion hindern.

Dadurch kommt es in Astrozyten zu keinem weiteren Funktionsverlust.

Die reduzierte Aktivierungsfunktion des Rev-Proteins und die damit verbundene
Verminderung der HIV Replikationsfahigkeit in Astrozyten lasst sich sicherlich nicht
auf einen einzelnen Effekt reduzieren. Es gibt viele Aspekte, die jeweils zu dem
Funktionsverlust des Rev-Proteins in Astrozyten beitragen kdnnen. Hier wurde ein
weiterer Effekt diskutiert, der sich infolge zelltypspezifischer Bindungsverhalten von

Rev mit einem zellularen Protein (hnRNP-A1) erklaren Iasst.

Abbildung 4.5. (ndchste Seite): Neues Modell fiir die zelltypabhangige Wirkungsweise von
hnRNP-A1

Das Protein hnRNP-A1 bindet an die p17INSgag-Region und das Rev Protein an die RRE auf der
RNA. Die Bindung beider Proteine an die RNA aktiviert den Transport ungespleilter bzw. einfach
gespleifiter RNA-Molekile ins Zytoplasma. In HeLa Zellen ist keine Bindung zwischen den Proteinen
hnRNP-A1 und Rev detektierbar. Dadurch kénnen beide Proteine ungehindert an die RNA binden.
Dies fuhrt zu einer hohen Rev-abhangigen Reporterprotein-Produktion. In Astrozyten besteht jedoch
eine Interaktion zwischen diesen beiden Proteinen. Diese Bindung kdnnte einen Teil beider Proteine
daran hindern die RNA zu binden. Dadurch wirde eine reduzierte Reporterprotein-Produktion in
Astrozyten entstehen.

In HeLa Zellen ist die Transaktivierungsfunktion der Deletionsmutante A2-14RevGFP um etwa 50 %
reduziert. Der Grund hierfir kann mit diesem Modell nicht geklart werden. In Astrozyten zeigt diese
Deletionsmutante jedoch keinen Funktionsverlust. Dies kdnnte dadurch zustande kommen, dass diese
Deletionsmutante nicht an das hnRNP-A1-Protein bindet und somit in Astrozyten den gleichen
Bindungsstatus besitzt, wie Wildtyp-RevGFP in HeLa Zellen. Die Proteine hnRNP-A1 und Rev hindern
sich nicht gegenseitig an der RNA-Bindung. Dieser Effekt kompensiert somit die geringere Funktion,
welche die Deletionsmutante A2-14RevGFP besitzt (siehe HelLa-Zellen).

Diese Hypothese kdnnte dazu beitragen, dass die Rev Funktion und daraus resultierend die HIV-1
Replikation in Astrozyten herabgesetzt ist.
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4.5. Die Proteine hnRNP-A1 und Q sind Stimulatoren der Rev-

abhangigen Reporterprotein-Produktion
Der Einfluss von hnRNP-A1 und hnRNP-Q auf die Rev-verrmittelte Reporterprotein-
Produktion wurde mit dem publizierten Rev-Reportersystem (Kramer-Hammerle et
al., 2005a; Wolff, 2003) durchgeflhrt.
Das Reportersystem besteht aus einer Reporter-DNA, einer daraus transkribierten
Reporter-mRNA und dem schliellich translatierten Reporterprotein DsRed1. In
dieser Arbeit wurde mittels FACS Analyse ausschlieldlich die Produktion des
Reporterproteins unter dem Einfluss der Rev-interagierenden Faktoren untersucht.
Die Proteine hnRNP-A1 und hnRNP-Q konnten bei Co-Expression mit RevGFP die
Reporterprotein-Produktion in HeLa-Zellen und Astrozyten steigern. Auch eine Co-
Expression mit den Deletionsmutanten A2-8RevGFP und A2-14RevGFP flhrte zu
einer Erhdhung der Reporterprotein-Produktion in beiden Zelllinien. Wurden die
beiden hnRNP-Proteine zusammen mit GFP exprimiert, konnte in beiden Zellinien
keine Steigerung beobachtet werden. Dies deutet darauf hin, dass fur die Steigerung
der Reporterprotein-Produktion durch die Stimulatoren hnRNP-A1 und Q die Co-
Expression einer RevGFP-Variante zwingend noétig ist. Es stellt sich jedoch die
Frage, ob die Bindung von Rev an die beiden hnRNP-Proteine eine Rolle beim
Anstieg der Reporterprotein-Produktion spielt oder eine solche Bindung nicht
notwendig ist. Es konnte auch sein, dass es sekundare Bindungsstellen im Rev-
Protein gibt, an welche die hnRNP-Proteine mit einer geringeren Effizienz binden
kénnen und dadurch die Stimulation der Reporterprotein-Produktion bewirken.
Im Falle von hnRNP-A1 kdnnte eine Bindung zwischen hnRNP-A1 und Rev eher von
Nachteil sein, da die beiden Proteine an unterschiedliche Regionen auf der RNA
(p17INSgag bzw. RRE) binden, um den Export der RNA zu vermitteln (siehe
Diskussionspunkt 4.4 und Abbildung 4.5). AuRerdem interagieren hnRNP-A1 und
Rev in HelLa-Zellen nicht miteinander und es konnte trotzdem eine Steigerung der
Reporterprotein-Produktion nachgewiesen werden. Daher ist der Einfluss von
hnRNP-A1 auf die Reporterprotein-Produktion hdchstwahrscheinlich Gber die
Bindung an die RNA zu erklaren. Es ist bereits bekannt, dass hnRNP-A1 den Export
Intron-haltiger RNA fordert (Najera et al.,, 1999). Fur hnRNP-Q lasst sich die Frage
nach der Notwendigkeit einer Bindung an Rev nicht eindeutig kléren. In den

Affinitatschromatographie-Untersuchungen mit der Deletionsmutante A2-14RevGFP-
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StrepTagll konnte gezeigt werden, dass hnRNP-Q und Rev nicht miteinander
interagieren, wobei eine sehr schwache hnRNP-Q-Bande in der Elutionsfraktion
nachweisbar war. Es kdnnte sein, dass nur ein sehr geringer Teil der A2-14RevGFP-
Molekule mit hnRNP-Q interagiert, indem hnRNP-Q an sekundare Bindungsstellen
des Rev-Proteins bindet und dies ausreicht, damit in diesem Testsystem die
Reporterprotein-Produktion gesteigert wird. Die Steigerung der Reporterprotein-
Produktion mittels hnRNP-Q konnte aber auch durch die Stabilisierung der Reporter-
mMRNA oder durch einen positiven Einfluss bei der Translation erfolgen. Vorlaufige
Daten bei der Untersuchung der Reporter-mRNA, welche zurzeit im Rahmen einer
Diplomarbeit durchgefuhrt wird, zeigten hohere Mengen an Reporter-Transkripten
nach Expression von hnRNP-Q-CYN im Vergleich zur CYN-Kontrolle (Daniel Nagel,
HelmholtzZentrum Mduinchen). Dies konnte flr eine Stabilisierung der Reporter-

Transkripte oder Erhdhung der Transkriptrate durch hnRNP-Q sprechen.

4.6. Die Proteine hnRNP-A1 und Q steigern die p24 Produktion in

chronisch HIV-1 infizierten Zelllinien

Nachdem das Rev-Reportersystem trotz der vielen HIV-1 Elemente ein artifizielles
System darstellt, wurde zusatzlich der Einfluss von hnRNP-A1 und Q auf die HIV-1
Replikation untersucht. Hierzu wurden die chronisch HIV-1 infizierten HelLa-Zellen
(LC5-HIV), welche viel HIV-1 produzieren, und Astrozytomzellen (TH4-7-5), welche
wenig HIV-1 produzieren, verwendet. Auch in diesem System wurde die Produktion
eines Proteins als Messparameter herangezogen. Die Produktion des viralen
Genprodukts p24 (intra- und extrazelluldar) wurde unter Einfluss der Rev-
interagierenden Faktoren bestimmt. Das Protein p24 ist ein spates HIV-1
Genprodukt. Durch die Bestimmung der p24 Menge im Uberstand und im Zelllysat
kann die relative Produktion von intrazellularem p24 und freigesetzten Viren mittels
ELISA ermittelt werden.

Die Expression der Proteine hnRNP-A1 und Q steigerte sowohl intra- als auch
extrazelluldr die Produktion des p24-Proteins. Somit konnte durch die Uber-
expression dieser Proteine die HIV-1 Replikation stimuliert werden. Allerdings
blieben die Absolutwerte der HIV-1 Produktion in Astrozyten selbst bei Uber-

expression dieser Proteine weit unter denen in den LC5-HIV Zellen.
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Das hnRNP-A1-Protein fungiert im HIV-1 Kontext als SpleiRinhibitor (Stoltzfus and
Madsen, 2006) und unterstutzt den Export Intron-haltiger mRNA-Molekule (Najera et
al.,, 1999). Diese beiden Eigenschaften konnten die Steigerung der p24 Produktion
nach einer hnRNP-A1 Uberexpression erklaren. Diese Annahme miisste jedoch
durch die Untersuchung der HIV-1 mRNA-Transkripte nach Uberexpression von
hnRNP-A1 untersucht werden. Der positive Einfluss von hnRNP-A1 auf die HIV-1
Replikation wurde durch die Verwendung von spezifischen siRNAs bestatigt. Nach
Behandlung der Zellen mit sihnRNP-A1 konnte eine Abnahme der p24 Produktion
beobachtet werden.

Die Erhdhung der p24 Produktion nach hnRNP-Q Expression lasst sich nicht
eindeutig erklaren. Es ist gezeigt worden, dass hnRNP-Q das SpleiRen fordert
(Mourelatos et al., 2001). In diesem Fall wirde jedoch ein erhdhtes SpleilRen der
HIV-1 RNA zu einer Senkung der p24 Produktion fuhren. An dieser Stelle kdnnte
hnRNP-Q bei der Translation, der Transportrate oder der Stabilitat der HIV-1 mRNA
einen Einfluss haben. Um dies zu klaren, mussten noch weitere Untersuchungen auf

der Ebene der mRNA durchgefuhrt werden.

4.7. Bedeutung der Interaktion von Rev mit hnRNP-Proteinen

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass mehrere hnRNP-Proteine spezifisch an
das Rev-Protein binden. Zwei dieser hnRNP-Proteine besalen einen Einfluss auf die
HIV-1 Replikation. Daher stellt sich die Frage nach der Bedeutung dieser Interaktion.
Eine wichtige Eigenschaft der hnRNP-Proteine ist die Fahigkeit RNA zu binden. Die
RNA ist in der Zelle fast vollstandig mit hnRNP-Proteinen besetzt. Deswegen werden
hnRNP-Proteine auch als ,Histone der RNA® bezeichnet (Reed and Magni, 2001).
HIV-1 Rev bindet die RNA Uber die Interaktion mit der RRE und vermittelt den Export
dieser RNA ins Zytoplasma (siehe Abbildung 4.6). Der Mechanismus, wie das Rev-
Protein Intron-haltige RNA-Molekule in der Zelle findet und bindet, ist bislang noch
ungeklart. Eine zufallige Bindung des Rev-Proteins an das RRE ware bei einer fur
die HIV-1 Replikation so entscheidenden Interaktion kaum denkbar.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Rev-Protein nicht mit der RNA
Polymerase Il interagiert. Aullerdem konnte bislang keine Interaktion zwischen Rev
und Tat nachgewiesen werden. Somit kdnnen diese beiden Proteine die

Rekrutierung von Rev an die RNA nicht vermitteln. Es ware moglich, dass die in
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dieser Arbeit identifizierten Rev-interagierenden Proteine (hnRNP-Proteine) die
Bindung des Rev-Proteins an seine Ziel-RNA férdern. HnRNP-Proteine kommen im
Zellkern von Eukaryoten in grofen Mengen vor und binden RNA-Molekile
kotranskriptionell (Reed and Magni, 2001). Hierbei kdnnten sie das Rev-Protein an
die virale RRE-RNA rekrutieren.

Nach erfolgreicher Bindung des Rev-Proteins an die RNA, kdnnte die Interaktion
zwischen dem Rev-Protein und hnRNP-Proteinen die HIV-1 Genexpression
unterstutzen. Die in dieser Arbeit identifizierten, Rev-interagierenden hnRNP-
Proteine haben sehr viele Funktionen, die Einfluss auf alle Schritte der
Genexpression haben (siehe Abbildung 4.6/A). Diese Proteine spielen eine sehr
wichtige Rolle bei der Transkription (hnRNP-K und U), beim alternativen Spleif3en
(hnRNP-A1, Q und K), beim RNA-Export (hnRNP-A1), bei der mRNA Stabilitat
(hnRNP-E1, E2 und Q) und bei der Translation (hnRNP-A1, K, E1, E2 und Q).
Nachdem Rev die RNA vom Spleilden Uber den Export bis hin zur Translation
begleitet, ist es sehr wahrscheinlich, dass die Interaktion von Rev mit den hnRNP-
Proteinen zur Regulation der einzelnen Schritte der Genexpression beitragt. Diese
Regulation kénnte Uber den N-Terminus des Rev-Proteins erfolgen, welches somit

eine Regulationsdomane darstellen kdnnte (Abbildung 4.6/B).

Abbildung 4.6. (nachste Seite): Beteiligung von hnRNP-Proteinen an verschiedenen Prozessen
der Genexpression

(A) Das HIV-1 Rev-Protein bindet an die RRE-Region Intron-haltiger RNA-Molekule und vermittelt
deren Export in das Zytoplasma. Der Mechanismus, mit dem das Rev-Protein die RNA im Zellkern
bindet, ist nicht genau geklart. Eine Interaktion von HIV-1 Rev mit hnRNP-Proteinen kdnnte diesen
Mechanismus erklaren. HnRNP-Proteine binden als hnRNP-Komplexe an die RNA und kénnten das
Rev-Protein an die RNA rekrutieren. Des Weiteren sind hnRNP-Proteine an der mRNA Transkription
(hnRNP-K und U), am alternativen SpleiRen der mRNA (hnRNP-A1, Q und K), am mRNA Export
(hnRNP-A1), an der mRNA Stabilitdt (hnRNP-Q, E1 und E2) und an der mRNA Translation (hnRNP-
A1, K, E1, E2 und Q) beteiligt. Alle diese Prozesse sind essentiell fir die Produktion von viralen
Genprodukten. HIV-1 Rev ist ebenfalls am SpleiRen, am mRNA Export und an der Translation
beteiligt. (B) Daher konnte die Interaktion des Rev-Proteins (ber seinen N-Terminus
(Regulationsdomane) mit den hnRNP-Proteinen diese Prozesse regulieren. Im Falle von hnRNP-A1
konnte die Bindung mit Rev zu einer Sequestierung des Rev-Proteins und somit zur Inhibition der HIV-
1 Genexpression fiihren. Die positive Regulation der Genexpression kdnnte lber die Bindung von
hnRNP-A1 an die HIV-1 RNA erfolgen.
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5. Zusammenfassung

HIV-1 Rev aktiviert die Produktion von Viruspartikeln in infizierten Zellen. Rev bindet
an eine spezifische Sequenz in HIV RNAs und fordert die Stabilitat, den Transport in
das Zytoplasma und die Translation seiner Ziel-RNAs. Die Effizienz der Rev-
abhangigen Aktivierung der HIV Genexpression ist zelltypabhangig. In Astrozyten,
die nach Infektion kaum HIV produzieren, ist die Rev-abhangige Expression sehr
schwach im Vergleich zu HelLa-Zellen, die effiziente HIV-Produzenten sind.
Ziel dieser Arbeit war die Analyse von Astrozyten auf Rev-interagierende Faktoren.
Des Weiteren sollte der Einfluss ausgewahlter Faktoren auf die Rev-Funktion und auf

die HIV-1 Replikation untersucht werden.

Mit Hilfe der StrepTagll-Affinitatschromatograhpie konnte die Interaktion von
rekombinantem Rev-Protein mit den RNA-bindenden Proteinen hnRNP-A1 und Q
aus Astrozytenzelllysaten gezeigt werden. Die Bindung von Rev an diese Proteine in
Astrozyten wurde durch Co-Immunprazipitation bestatigt. In HeLa-Zellen konnte die
Interaktion von Rev mit hnRNP-Q durch biochemische und zellulare Tests bestatigt
werden. Jedoch wurde in HeLa-Zellen keine Interaktion mit dem hnRNP-A1-Protein
festgestellt, was auf eine zelltypabhangige Interaktion von Rev mit hnRNP-A1 deutet.
Interaktionsanalysen von Astrozytenzelllysaten und N-terminalen Rev-Deletions-
mutanten (A2-8RevGFP und A2-14RevGFP) wiesen auf eine essentielle Rolle der
Aminosauren 9 — 14 des Rev-Proteins fur die Interaktion von Rev mit hnRNP-A1 und
Q hin. Funktionsanalysen zeigten, dass der Einfluss der N-terminalen Region von
Rev auf die Rev-abhangige Reporterprotein-Produktion zelltypabhangig ist. Analysen
zur Bedeutung von hnRNP-A1 und Q zeigten, dass die HIV-1 Produkion bzw. die
Rev-abhangige Reporterprotein-Produktion durch Uberexpression dieser Faktoren in
allen untersuchten Zelllinien gesteigert werden konnte. Dies bestatigt eine Rolle von
hnRNP-A1 und Q als Stimulatoren der HIV-Produktion. SchlieRlich wurde die
Bindung von Rev an weitere hnRNP-Proteine untersucht. Hierbei konnte die
Interaktion der Proteine hnRNP-E1, E2, K, R und U mit dem Rev-Protein in
Astrozyten gezeigt werden. Jedoch interagierten nur die Proteine hnRNP-K, R und U
mit dem N-Terminus des Rev-Proteins. Die Bindung des Rev-Proteins an die

Proteine hnRNP-R und U konnte auch in HeLa-Zellen nachgewiesen werden.
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In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass das Rev-Protein mit
zellularen hnRNP-Proteinen interagiert und dass eine Kernsequenz im N-Terminus
des Rev-Proteins eine essentielle Rolle bei der Bindung von Rev an hnRNPs mit
RGG-Motiven (hnRNP-A1, K, Q, R und U) spielt. Ferner konnte eine zelltyp-
abhangige Interaktion von hnRNP-A1 mit dem Rev-Protein beobachtet werden. Der
Einfluss der N-terminalen Region auf die Rev-abhangige Reporterprotein-Produktion
war ebenfalls zelltypabhangig.

Aus den Daten dieser Arbeit lasst sich die Hypothese ableiten, dass die Interaktion
des Rev-Proteins mit zellularen hnRNPs zur Regulation der Rev-abhangigen
Genexpression beitragen kann. Zudem weisen diese Daten auf eine neue

regulatorische Funktion des N-terminalen Bereichs von Rev hin.

6. Ausblick

In Affinitatschromatographie-Analysen konnten einige Rev-interagierende Faktoren
(PABP1, PARP1, Nucleolin, NAP1L1 und Histon H2A) isoliert werden, die sich mittels
Co-Immunprazipitation nicht bestatigen lie3en. Wie in Abschnitt 4.2.1 diskutiert, ware
die Verifizierung der Bindung von Rev an diese Proteine interessant, da sie in
Zusammenhang mit HIV-1, HIV-1 Rev oder Rev-interagierenden Faktoren stehen.
Die Funktionsanalysen, die in dieser Arbeit durchgefuhrt wurden, hatten stets die
Bestimmung eines Proteins (DsRed1 bzw. p24) als Messparameter. Um zu
verstehen, wie die Proteine hnRNP-A1 und Q die Reporterprotein-Produktion bzw.
die p24-Produktion stimulieren, mussen Untersuchungen auf der mRNA-Ebene
durchgefuhrt werden. Hierbei lasst sich klaren, ob diese Proteine das Spleil3en, den
MRNA Export oder die Stabilitdt der mRNA positiv beeinflussen.

Des Weiteren ware es interessant zu untersuchen, ob die RGG-Motive der Proteine
hnRNP-A1, K, Q, R und U fir die Bindung an den Rev N-Terminus verantwortlich
sind. Hierbei kdnnten Deletions- bzw. Punktmutationen der Arginin-reichen Domanen
Aufschluss geben. Am Beispiel von hnRNP-A1 konnte die Bindung solcher Mutanten
an Rev mittels Affinitatschromatographie analysiert werden (siehe auch 4.2.2).
Schliel3lich sollte analysiert werden, ob die Dimethylierung des RGG-Motifs im
hnRNP-A1-Protein ausschlaggebend fur die Unterdrickung der Interaktion von Rev
mit hnRNP-A1 in HelLa-Zellen ist (siehe auch 4.4). HhRNP-A1 konnte aus Hela-
Zellen und Astrozyten mittels Immunprazipitation isoliert und mittels MALDI-TOF

Massenspektrometrie auf posttranslationale Modifikationen untersucht werden.
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7. Verwendete Abklirzungen

ARM Arginin rich motif

ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaare

CDC Centers for Disease control

CCD Charge coupled device

CD4 Cluster of Differentiation 4

CDK Cyclin Dependent Kinase

CFP Cyan Fluorescent Protein

CIP Calf Intestinal Alkaline Phosphatase
CMV Cytomegalovirus

Co-IP Co-Immunprazipitation

CRM1 Exportin1

CTP Cytosintriphosphat

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DNA Desoxyribonucleic Acid

dNTP Desoxynukleotidtriphosphat

E.coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

FACS Fluorescence Activated Cell Sorter
FCS Fetal Calf Serum

GDP Guanosindiphosphat

GFP Green Fluorescent Protein aus Aequorea victoria
GTP Guanosintriphosphat

HIV Human Immunodeficiency Virus
HTLV Human T-cell Leukemia Virus
hnRNP Heterogeneous nuclear Ribonucleoprotein
INS Instabilitatselement

kb Kilobasen

kDa Kilodalton

LTR Long Terminal Repeat

M2H Mammalian Two Hybrid

MHC Major Histocompatibility Complex
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mRFP monomeric Red Fluorescent Protein
mMmRNA messenger Ribonucleic Acid

NES Nuclear Export Signal

NIS Diffusion Inhibitory Signal

NLS Nuclear Localization Signal

PBS Phosphate buffered Saline

PCR Polymerase Chain Reaction

PFA Paraformaldehyd

RNA Ribonucleic Acid

RRE Rev Response Element

SDS Sodiumdodecylsulfat

SV40 Simian Virus 40

Taq Thermus aquaticus

TAR Transactivation Response Element
tRNA Transfer-RNA

TTP Thymidintriphosphat

Y2H Yeast Two Hybrid

YFP Yellow Fluorescent Protein
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10. Anhang

10.1. In dieser Arbeit hergestellte Expressionskonstrukte
10.1.1. Eukaryotische Expressionsplasmide
Die im Folgenden aufgeflihrten eukaryotischen Expressionskonstrukte wurden in

dieser Arbeit erstellt.

Expressionsplasmid Protein

pCRevGFP-StrepTagll —{)CMV ) Rev ()ST)
pCGFP-StrepTagll ()cmv ) ()ST)

pCA2-8RevGFP —{)cMmV ) A2-8rev RGP
pCA2-14RevGFP )MV )a2-14rev TGP -
pChnRNPA1-CFP-YN —)CMV ) hnRNPA1 ()YN)
pChnRNPA1(1.Teil)-CFP-YN () CMV Janaear-1) ()YN)
pChnRNPA1(2.Teil)-CFP-YN () CMV )narenn-2) (JYN)
pChnRNPQ-CFP-YN —{)cmV JhnRNPQ-1H] CFP_ H) YN -

10.1.2. Prokaryotische Expressionsplasmide

Folgende prokaryotische Expressionskonstrukte wurden in dieser Arbeit generiert.

Expressionsplasmid Protein
PASKIBA3(+)-RevGFP-StrepTagll —{)tetp/o) Rev ()sT)
PASKIBA3(+)-GFP-StrepTagll ()tet p/o) ()ST)

PASKIBA3(+)-2-8RevGFP-StrepTagll —{)tet p/o) A28 rRev {JNGFPIDH ST}
PASKIBA3(+)-2-14RevGFP-StrepTagll ~ —f{)tet p/o) A2-14 Rev HJINGEPRIH)ST)-
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10.2. Publizierte, Rev-interagierende Faktoren

In Tabelle 10.1 sind Einzelheiten zu den entsprechenden Rev-Bindungsanalysen
zusammengefasst. Hierbei wurden hauptsachlich nur solche Untersuchungen
berlUcksichtigt, die mit humanen zellularen Proteinen oder bakteriell hergestellten
Proteinen durchgeflihrt wurden. Vereinzelt sind auch Interaktionsanalysen, die mit
Hefe bzw. Xenopus Ausgangsmaterial durchgeflhrt wurden, gezeigt.

In dieser Tabelle sind die Methoden der Bindungsstudien, die Quelle, aus der die
zellularen Proteine gewonnen wurden, der Bereich der Interaktion im Rev-Protein,

der jeweilige Einfluss auf die Rev-Funktion und die jeweiligen Referenzen dargestellt.

Tabelle 10.1. (folgende Seiten): In der Literatur beschriebene Rev-Interaktionspartner

In dieser Tabelle sind die Ergebnisse von mehreren Interaktionsuntersuchungen zusammengefasst.
Die hier dargestellten Analysen beriicksichtigen hauptsachlich Untersuchungen, die mit bakteriell
hergestellten Proteinen oder humanen zellularen Proteinen durchgeflhrt wurden. Einige Daten, die
mit Hefe bzw. Xenopus Material gewonnen wurden, sind ebenfalls gezeigt. Die Methoden der
Interaktionsuntersuchungen, die Quelle, aus der die zellulare Proteine gewonnen wurden, der Bereich
der Interaktion im Rev-Protein, der Einfluss auf die Rev-Funktion und die Referenzen sind jeweils
dargestellt. Griin hinterlegte Daten reprasentieren Interaktionen mit der NLS, gelb-orange hinterlegte
Felder zeigen Interaktionen mit der NES und grau hinterlegte Felder Interaktionen mit anderen
Bereichen.
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