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Einleitung

1. EINLEITUNG

HIV und AIDS

1981 wurde die Immunschwéche AIDS (acquired immunodeficiency syndrome) zum ersten
Mal beschrieben. Das humane Immunschwéche Virus (HIV) wurde 1983 unabhangig von
Robert Gallo am National Cancer Institute in Bethesda als HTLV-II1 und von Luc Montagnier
am Pasteur-Institut in Paris als LAV isoliert und beschrieben (Gallo, R. C. et a., 1983) (Barre-
Sinouss, F. et al., 1983). 1984 wurde das Virus mit dem Krankheitsbild AIDS assoziiert. Seit
1986 bezeichnet man es als ,HIV*. Man unterscheidet HIV-1 und HIV-2, wobel HIV-1
hauptsachlich fur die globale Ausbreitung von AIDS verantwortlich ist, da es einen rascheren
Krankheitsverlauf verursacht als HIV-2. HIV-2 wurde 1986 entdeckt und ist hauptsichlich in
Westafrika verbreitet (Clavel, F. et a., 1986).

Das Virus ist vermutlich in mehreren unabhangigen Ereignissen vom Affen auf den
Menschen Ubertragen worden. Als Ursprung fur HIV-2 wurde schon 1989 aufgrund der
Sequenzhomologie das Affen-Retrovirus SV, beschrieben (Hirsch, V. M. et a., 1989). Erst
kirzlich wurde dagegen als primédres Reservoir von HIV-1 eine afrikanische Unterart des
Schimpansen, Pan troglodytes troglodytes, dokumentiert (Gao, F. et al., 1999). Demnach haben
drei unabhangige Ereignisse das Virus SIV,, des Schimpansen in den Menschen eingebracht
und fuhrten zu den HIV-1 Gruppen M, N und O.

Nach Angaben der WHO sind seit dem Ausbruch der Epidemie weltweit mindestens
50 Millionen Menschen mit HIV infiziert worden, etwa 90% davon in Entwicklungslandern.
Nach der Infektion kann eine mehrere Jahre dauernde klinische Latenzphase anschlief3en,
wéhrend derer das Immunsystem und die Virusproduktion sich das Gleichgewicht halten. In
dieser symptomfreien Phase werden etwa 1-2x10° Lymphozyten/Tag durch das Virus zerstort,
koénnen jedoch vom Korper regeneriert werden. Etwa ebensoviele neue Viren werden pro Tag
produziert (McCune, J. M., 1995). Beim Ubergang in die symptomatische Phase bricht das
Immunsystem zusammen, da die Anzahl der CD4-positiven Blutzellen sinkt, wohingegen die
Virusproduktion steigt. Durch die einsetzende Immunschwédche kommt es vermehrt zu
opportunistischen Infektionen und Tumoren, die letztlich zum Tod fuhren. 1999 starben Uber 2,6
Millionen Menschen weltweit an AIDS, rund 400 000 mehr als 1998 (Statistik der WHO zum
Welt-AIDS-Tag am 1.12.1999).

Durch die Entwicklung von verschiedensten Medikamenten und Kombinationstherapien kann
inzwischen der Ausbruch von AIDS erheblich verzdgert werden. Die Therapie fuhrt jedoch nicht
zu einer Eliminierung des Virus in den infizierten Personen. Dartber hinaus treten aufgrund von
Mutationen des Virus und der dadurch bedingten Variabilitét immer wieder Resistenzen gegen
die Medikamente auf. Die Entwicklung eines Impfstoffesist bisher noch nicht abzusehen.
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1.1. Klassifikation und Morphologievon HIV

111 Klassifikation

Die Retroviren werden in drei Unterfamilien eingeteilt. Man unterscheidet Onkoviren,
Spumaviren und Lentiviren, wobei zu letzteren auch HIV gezahlt wird (Modrow, S. und Falke,
D., 1997). Retroviren kommen Uberwiegend in Wirbeltieren vor und kénnen verschiedene
Krankheitsbilder auslésen, die von harmlosen Infektionen Gber Tumorerkrankungen bis hin zu
Immundefizienzen und neurologischen Defekten reichen (Modrow, S. und Falke, D., 1997). Als
erstes Retrovirus wurde 1911 das Rous-Sarkom-Virus beschrieben, ein Tumorvirus des Huhns.
Retroviren besitzen ein RNS-Genom, das nach der Infektion des Wirts von der reversen
Transkriptase, die spezifisch bei Retroviren vorkommt, in eine DNS umgeschrieben wird. Aus
diesem Sachverhalt leitet sich auch der Name fir die Viren ab, von lat. retro = rickwarts, da
diese Reihenfolge dem Informationsfluld von DNS zu RNS zum Protein entgegensteht.

Lentiviren sind exogene, nicht-onkogene Viren, die mit dem Immunsystem und dem
zentralen Nervensystem assoziiert werden und sich durch einen schleichenden Krankheitsverlauf
mit langer Latenzzeit im Wirt auszeichnen. Neben HIV gibt es auch Immundefizienzviren des
Affen (SIV), der Katze (FIV) und des Rindes (BIV). Dartiber hinaus gehtren zu den Lentiviren
noch das Virus der infektidsen Anemie der Pferde (EIAV) und das Arthritis-Encephalitis-Virus
der Ziege (CAEV).

11.2. Der Aufbau des Viruspartikels und seines Genoms

1.1.2.1. Das Virusund seine strukturellen Komponenten

pol vor | [ su ™ nef
LTR gag | em RT N | ‘ q
MA CA NC p6| [ LTR
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Abbildung 1 verdeutlicht den Aufbau des viralen Genoms und die sich daraus ergebende
Struktur des Viruspartikels. HIV-1 ist ein sog. komplexes Retrovirus, das auch fir akzessorische
Proteine kodiert, die andere Retroviren nicht besitzen (Tang, H. et a., 1999). HIV besitzt ein
RNS-Genom von etwa 9,2 kb Lange, das in Plus-Strang-Orientierung vorliegt und auf dem sich
neun offene Leserahmen (ORFs) befinden. Sie kodieren fur insgesamt 15 virale Proteine
(zusammengefaldt in (Frankel, A. D. und Young, J. A., 1998)). Das Genom wird an beiden
Seiten von den ,long termina repeats’ (LTRs) flankiert, wobei der 5-LTR den viralen
Promotor darstellt. Der 3'-LTR terminiert die Transkription.

Drei der ORFs sind die fur alle Retroviren typischen Gene gag, pol und env. Gag und pol
werden as Proteinvorlaufer trandatiert und dann durch die virale Protease enzymatisch
prozessiert. Aus gag ergeben sich vier strukturelle Komponenten des Virions, das Matrixprotein
(MA, pl17), das Kapsidprotein (CA, p24), das Nukleokapsidprotein (NC, p7) und das auch
» Verbindungsprotein® genannte p6. Env kodiert fir das Oberflachenprotein (SU, gp120) und das
Transmembranprotein (TM, gp4l) der Virushille. Das Vorlauferprotein gpl60 wird im Golgi-
Apparat zu gpl20 und gp4l prozessiert (McCune, J. et a., 1988). Pol kodiert fur die
enzymatischen Komponenten des Virus, die Protease (PR), die reverse Transkriptase (RT) und
die Integrase (IN). Die weiteren sechs ORFs kodieren fir zwe regulatorische und vier
akzessorische Proteine (Kap. 1.1.2.2. und 1.1.2.3))

Damit ergibt sich folgender Aufbau der Viruspartikel: Im Inneren des Virions, das einen
Durchmesser von etwa 110 nm hat, befindet sich das konische Kapsid. Es enthdt zwei
identische Kopien des RNS-Genoms, die enzymatischen Viruskomponenten PR, RT und IN, die
akzessorischen Proteine Vif, Vpr und Nef (Abb. 1 und Kap. 1.1.2.1.) sowie p6. Das Prolin-
reiche p6 ist wichtig fur die effiziente Virusfreisetzung und Verpackung von Pol-Proteinen ins
Virion (Dettenhofer, M. und Yu, X. F., 1999) sowie die Inkorporation von Vpr (Bachand, F. et
al., 1999) (Selig, L. et a., 1999). Das Nukleokapsidprotein enthdlt zwei Zinkfingermotive zur
Bindung von Nukleinsauren und liegt in Assoziation mit der RNS vor. Das Kapsid wird aus
etwa 2000 Molekilen CA gebildet.

Das Matrix-Protein verbindet das Kapsid mit der Hille. Es ist N-terminal myristiliert und
fuhrt vor dem Zusammenbau der neuen Viruspartikel die Gag-Vorlaufer zur Zellmembran. Die
Virushille wird beim Ausknospen des Virions aus der Membran der Wirtszelle gebildet. Dort
sind bereits die beiden Glykoproteine gp120 und gp4l eingelagert. Gp120 interagiert bei der
Infektion mit dem CD4-Rezeptor und dem Korezeptor der Wirtszelle (vgl. Kap. 1.2.).

Abb. 1 (vorhergehende Seite): Der genomische und morphologische Aufbau von HIV. Unten
rechts sind die Proteine angegeben, die zusammen mit den beiden Kopien des RNS-Genoms in
das Virion verpackt werden. MA — Matrixprotein, CA — Kapsidprotein, NC -
Nukleokapsidprotein, PR — Protease, RT — Reverse Transkriptase, IN — Integrase, SU —
Oberflachenprotein, TM — Transmembranprotein. Die Abbildung wurde Frankel et al.
entnommen (Frankel, A. D. und Young, J. A., 1998).
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Das Glykoprotein gpl20 besitzt funf hypervariable Regionen V1 bis V5, die es dem Virus
durch sténdige Veranderungen erméglichen, letztlich der Immunantwort des Wirts zu entgehen.
Gp41l ist ein Transmembranprotein, dient der Verankerung von gp120 und fusioniert die Virus-
mit der Zellmembran (vgl. Kap. 1.2.).

Diese Angaben wurden, wenn nicht anders vermerkt, aus (Frankel, A. D. und Young, J. A.,
1998) (Barbosa, P. und Kneass, Z., 1998) (Goto, T. et al., 1998), (Romano, G. et a., 1998) und
(Fields, B. N. und Knipe, D. M., 1996) entnommen.

1.1.2.2. Dieregulatorischen Proteine

HIV-1 kodiert fur die beiden regulatorischen Proteine Tat und Rev, die Einfluld auf die virale
Genexpression nehmen. Tat ist ein genereller Transkriptionsaktivator, wéhrend Rev
posttranskriptionell die Synthese der viralen Strukturproteine stimuliert. Tat und Rev werden an
dieser Stelle ausfuhrlich besprochen, da sie in der vorliegenden Arbeit eine zentrale Rolle
spielen. Die Funktionsweisen der beiden Proteine werden zundchst in Abbildung 2
zusammengefaldt, auf die dann im weiteren Bezug genommen werden kann.

Die Abbildung unterscheidet in die friihe und die spate Phase der HIV-Genexpression. In der
frihen Phase ist noch wenig Rev in den Zellen vorhanden. Die Transkription wird durch Tat
stimuliert, die entstandenen Transkripte werden vollstandig gespleil3 und dann zur Tranglation
ins Zytoplasma transportiert. In der spéten Phase ist viel Rev vorhanden, die Transkripte werden
aufgrund der Bindung durch das Rev-Protein stabilisiert und es werden auch ungespleifdte und
einfach gespleifdte Transkripte ins Zytoplasma transportiert, die fir die HIV-Strukturproteine
kodieren. Ungespleifite RNS dient dartiber hinaus als Genom fur neue Virionen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit werden eine Relhe von in vivo Experimenten zur
Funktion der regulatorischen Proteine besprochen. Der Begriff in vivo wird in diesem
Zusammenhang definiert, um Experimente in Zellinien gegen rein biochemische in vitro
Ansdtze wie Immunpréazipitationen oder , gel-shift* Analysen abzugrenzen, die keinen Bezug
mehr zu lebenden Zellen haben.

Abb. 2 (nachste Seite): Die Abbildung faldt die Regulation der HIV-Genexpression durch die
viralen Regulatorproteine Tat und Rev zusammen. Beide binden an Sekundéarstrukturen in der
RNS. Tat transaktiviert die Transkription, Rev reguliert posttranskriptionell. Die vermehrte
Anwesenheit von Rev vermittelt den Ubergang in die spdte Phase der HIV-Genexpression.
TAR - Trans-activating response element, RRE - Rev responsive element, LTR - long terminal
repeat. Zu Einzelheiten vergleiche Text.

4
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Sruktureller Aufbau und Einflufd auf die HIV-Transkription

Das Tat-Protein ist ein genereller Aktivator der HIV-Transkription. HIV-1 Tat besteht aus
101 As, die auf zwei Exons kodiert werden (Exon 1 entspricht As 1-72). Eine Variante von Tat
aus einem Laborstamm von HIV ist das 86 As Tat. Es wurde fr viele Studien eingesetzt und ist
funktionell (Rana, T. M. und Jeang, K. T., 1999). Die verkurzte Form wurde auch in der

vorliegenden Arbeit verwendet.
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Tat bindet im Gegensatz zu den meisten anderen bekannten Transkriptions-Aktivatoren nicht
eine DNS-, sondern eine RNS-Struktur, die sog. TAR (Trans-activating response element). Die
60 Nukleotide lange stem-loop-Struktur in der R-Region der LTR befindet sich am 5'-Ende
eines jeden wachsenden HIV-Transkriptes (vgl. Abb. 2).

Der strukturelle Aufbau von Tat und TAR ist in Abbildung 3 zusammengefaldt. Das Tat-
Protein enthdlt zwei funktionelle Domanen. Die N-terminalen Aminosduren bis einschliefdich
47 werden als Aktivierungsdoméne bezeichnet; fusioniert man sie an ein heterologes RNS-
Bindeprotein, so erhdlt man volle Aktivitdt (Selby, M. J. und Peterlin, B. M., 1990).
Aminosauren 48-57 bilden eine basische Region, die die Bindung an die RNS vermittelt und das
nukledre/nukleoldre Lokalisationssignal enthalt (zusammengefaldt in (Rana, T. M. und Jeang, K.
T., 1999) (Kingsman, S. M. und Kingsman, A. J., 1996), Abb. 3). Die Lokalisation von Tat im
Zellkern wurde unter anderem anhand von TatGFP-Fusionsproteinen in lebenden Zellen
bestétigt (Ludwig, E. et a., 1999) (Stauber, R. H. und Pavlakis, G. N., 1998).

Die hauptsachliche Aufgabe von Tat besteht darin, die Prozessivitéat der RNS-Polymerasel |
(RNS-PII) zu steigern. Dazu rekrutiert es eine Reithe von zelluldren Faktoren an den LTR-
Promotor und nimmt hauptsachlich auf die Elongation der Transkription EinfluR. Folgendes
Modell wird dazu diskutiert (zusammengefaldt in (Jones, K. A., 1997) und (Yankulov, K. und
Bentley, D., 1998)): Tat bindet an die ,,UCU" einzelstrangige Ausbuchtung innerhalb der TAR
(Abb. 3). Die Bindung von zelluldrem Cyclin T an die Tat-Aktivierungsdoméane stabilisiert die
Tat/TAR-Bindung (Wel, P. et a., 1998). Cyclin T bindet dartber hinaus die Kinase Cdk9, die
den CTD-Schwanz der RNS-Polymerasell phosphoryliert und die Polymerase in die [10-1soform
Uberfihrt. Diese Form vermittelt eine produktive Elongation im Gegensatz zu einer abortiven
Elongation durch die hypophosphorylierte Form I1A. Der Komplex CyclinT—Cdk9 wird auch als
p-TEFb bezeichnet (Zhu, Y. et a., 1997) (Fujinaga, K. et al., 1998). Mancebo et a. konnten
zeigen, dal? die Inhibition der Kinaseaktivitat von Cdk9 die Tat-Funktion unterbindet (Mancebo,
H. S et a., 1997). Darlber hinaus ist Tat in Maus-Zellen, die eine Variante des Cyclins
enthalten, nicht aktiv; die Funktion kann jedoch von humanem Cyclin komplementiert werden
(Chen, D. et al., 1999).

Ein weiterer Kinase-Komplex, fir den eine Interaktion mit Tat beschrieben wurde, ist TFIIH
(Cujec, T. P. et a., 1997). Die Aktivierung der RNS-PII durch Phosphorylierung des CTD-
Schwanzes findet nach dem schon fir p-TEFb beschriebenen Prinzip statt, jedoch findet man
TFIIH im Gegensatz zu p-TEFb bereits im Pré&Initiations-Komplex am Promotor. Beide
Komplexe sind also zu unterschiedlichen Zeiten aktiv, die Einzelkomponenten kénnen elnander
nicht ersetzen (Yankulov, K. und Bentley, D., 1998). Der genaue Mechanismus der Aktivierung
ist noch nicht bekannt. Eine Zusammenfassung bietet (Rana, T. M. und Jeang, K. T., 1999).

Fur stimulierte T-Lymphozyten und insbesondere fir Gliazellen wurde eine TAR-
unabhangige Transaktivierung des L TR-Promotors durch Tat beschrieben (Yang, L. et al., 1997)
(Taylor, J. P. und Khalili, K., 1994) (Niikura, M. et a., 1996). Sie ist vermutlich auf eine
Aktivierung der  Transkriptions-Initiation  zurtckzufihren und wird mit dem
Transkriptionsfaktor NF-kB in Verbindung gebracht (Taylor, J. P. et a., 1995).
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Abb. 3: Der strukturelle Aufbau von HIV-1 Tat und seiner RNS-Zielsequenz TAR (Trans-
activating response el ement).

Extrazelluldres Tat

Tat kann von infizierten Zellen sezerniert werden (Goldstein, G., 1996) (Ensoli, B. et al.,
1993). Extrazellularem Tat werden verschiedene Funktionen zugeschrieben. So kann es auch
von nicht-infizierten Zellen aufgenommen werden, in deren Zellkern gelangen und dort die
Expression zelluldrer Gene transaktivieren. Es wurde eine Stimulation des Kollagen- und des
Fibronektin-Promotors durch Tat beschrieben (Taylor, J. P. et al., 1992) sowie eine Aktivierung
des Tumor Nekrose Faktors (TNF) und verschiedener Interleukine (zusammengefaldt in
(Goldstein, G., 1996)). Auch die Rolle von exogenem Tat als Cytotoxin fur nicht-infizierte T-
Zellen und Neuronen wird diskutiert ((Li, C. J. et a., 1995) (Kruman, Il et a., 1998),
zusammengefaldt in (Rubartelli, A. et al., 1998)).

Vor kurzem konnte gezeigt werden, dal3 |6sliches Tat schon sehr frih in der Infektion
immunsuppressive Eigenschaften aufweist (Cohen, S. S. et a., 1999). Indem es toxisch auf
Makrophagen wirkt, vermindert Tat eine Immunantwort des Kérpers gegen andere virae
Komponenten.

Auf eine mdgliche Rolle von Tat in der Pathogenese der HIV-Infektion des zentralen
Nervensystems wird in Kapitel 1.3.2. noch eingegangen.
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11222 Rev (regulator of expression of virion proteins)

Aufbau und Doméanenstruktur

Retroviren stehen wie viee Viren vor dem Problem, aus einer einzelnen
Transkriptionseinheit mit nur einem Promotor (der LTR) viele Genprodukte entstehen lassen zu
mussen. Ein moglicher Regulationsmechanismus hierfir ist alternatives Spleif3en. Damit ergibt
sich wiederum das Problem, auch intronhaltige RNS ins Zytoplasma der Wirtszelle
transportieren zu missen, was in eukaryotischen Zellen per se nicht vorgesehen ist. Deshalb
bendtigen diese Viren einen Regulationsmechanismus, der die zytoplasmatische Expression
auch ungespleifdter oder partiell gespleifdter RNS gewdhrleistet. Im Falle von HIV ist dieser
Regulator das Rev-Protein.

HIV-1 Rev ist ein 116-As Phosphoprotein, das von zwel Exons kodiert und als frilhes virales
Protein exprimiert wird (Abb. 2). Die Funktion der Phosphorylierung ist noch unklar. Es wurde
vermutet, dal3 die phosphorylierte Form eine stérkere RNS-Bindung vermittelt, aber es liegen
keinein vivo Daten vor (Fouts, D. E. et a., 1997) (Kjems, J. und Askjaer, P., 1999).

Das Rev-Protein kann im wesentlichen in zwei funktionelle Doménen aufgeteilt werden
(Abb. 4). Die N-terminale Domane reicht von As 12 bis 60 und umfaldt mit As 35 bis 50 die
RNS-Bindedoméane und das nukledre/nukleoldre Lokalisationssignal (NLS/NOS). Auf beiden
Seiten der NLS liegt die zweigeteilte Oligomerisierungsdomane. Die N-terminale Doméne
(Aktivierungsdomane) umfaldt die As 75 bis 83 und enthélt das nukledre Exportsignal (NES)
(Szilvay, A. M. et a., 1995). Die As‘Angaben sind Kjems und Askjaer sowie Pollard
enthnommen, jedoch insbesondere fur die Oligomerisierungsdoméne in der Literatur nicht
einheitlich (Kjems, J. und Askjaer, P., 1999) (Pollard, V. W. und Maim, M. H., 1998). Brice et
al. beschrieben As 18 bis 26 und 54 bis 56 als essentiell fir die Oligomerisierung (Brice, P. C. et
a., 1999). Thomas et a. dagegen grenzten in vivo die Oligomerisierungsdoméne auf As 12 bis
32 und 52 bis67 ein (Thomas, S. L. et al., 1997).

Abbildung 4 stellt die Rev-Mutanten M5 und M10BL vor, die im Rahmen dieser Arbeit
verwendet wurden. In RevM5 wurden gegentiber Rev zwei Arginine der RNS-Binderegion (Pos.
38 und 39) zu Asparaginsaure und Leucin ausgetauscht (Malim, M. H. et al., 1989). RevM5 ist
nicht mehr funktionell und lokalisiert hauptsachlich zytoplasmatisch (Malim, M. H. et al., 1989).
In vitro wie in vivo konnte keine Bindung an die Ziel-RNS festgestellt werden, RevM5 ist
jedoch Oligomerisierungs-kompetent (Madore, S. J. et a., 1994) (Szilvay, A. M. et a., 1997).

RevM10BL enthdlt zwei Mutationen in der Aktivierungsdomane. An As-Position 78/79
wurden Leucin und Glutaminsdure zu Asparaginsaure und Leucin ausgetauscht. Zwischen
Position 82 und 83 wurde eine Insertion von vier As (EDLP) eingefihrt (Stauber, R. et a.,
1995). RevM10BL besitzt kein funktionsfahiges nukledres Exportsignal mehr und akkumuliert
im Nukleus. Die Mutante hat einen transdominant-negativen Phanotyp, d. h. die Funktion von
wtRev wird durch die Anwesenheit von RevM 10BL inhibiert (Stauber, R. et al., 1995).

Eine in vielen Studien beschriebene Mutante von Rev ist M10 (Madore, S. J. et al., 1994)
(Thomas, S. L. et al., 1998). I hr fehlt gegentiber RevM 10BL die Insertion von vier Aminosauren
(= ,BL“-Mutation), M10 und M10BL unterscheiden sich jedoch nicht in ihrer Funktion (Dr.
Markus Neumann, GSF, Neuherberg, personliche Mitteilung).
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Multimerisierung Multimerisierung
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Abb. 4: Der strukturelle Aufbau des HIV-1 Rev-Proteins. Die Einteilung der funktionellen
Doménen wurde im wesentlichen Kjems und Askjaer entnommen (Kjems, J. und Askjaer, P.,
1999). Zusétzlich sind die Aminosaurenaustausche eingezeichnet, die zu den in dieser Arbeit
verwendeten Mutanten RevM5 und RevM10BL gefiihrt haben. NLS - nukledres
Lokalisationssignal, NES — nukleéres Exportsignal .

Der Rev-Regulationszyklus

Der Regulationszyklus von Rev ist in Abb. 2 zusammengefaldt. Es wird zunéchst eine
Ubersicht gegeben, um dann die fir die vorliegende Arbeit wichtigsten Eigenschaften des Rev-
Proteins detaillierter anzusprechen.

In der infizierten Zelle wird in der frihen Phase der HIV mRNS Expression durch die Tat-
Transaktivierung und vollstandiges Spleilfen der entstehenden Transkripte zur 2kb-
Transkriptklasse auch die Synthese von Rev vorangetrieben (Abb. 2). Ist eine bestimmte Menge
an Rev in der Zelle vorhanden, wird der Ubergang zur spéten Phase der HIV mRNS Expression
vermittelt (Abb. 2). Rev bindet im Zellkern an ungespleifite und einfach gespleifte RNS
(entsprechend der Rev-abhangig exprimierten 9kb- und 4kb-Transkriptklasse), die seine
Zielsequenz, die RRE (Rev responsive element) enthalten. Dadurch wird die RNS stabilisiert
und die Halbwertszeit bis zu ihrem Abbau deutlich verléngert (Felber, B. K. et al., 1989)
(Maim, M. H. und Cullen, B. R., 1993).

Rev oligomerisiert an der RNS und der Rev-RNS-Komplex wird ins Zytoplasma
transportiert. Es werden zwei Mechanismen als wesentlich fir die Rev-Funktion diskutiert: Die
Inhibition des SpleiRens und die Translokation der RNS ins Zytoplasma. Es konnte gezeigt
werden, dal? auch RNS ohne Introns effizient transloziert wird (Fischer, U. et al., 1994).
Heterologe RNS, die normalerweise kernlokalisiert ist, wird, wenn sie die RRE enthdlt, durch
Rev unabhéngig von einem Spleifdvorgang ins Zytoplasma transportiert (Fischer, U. et d.,
1999). Demgegeniiber wurde auch die Interaktion von Rev mit Spleil3-Faktoren und die
Inhibition des Spleif3ens durch Rev mit Hilfe von in vivo wie in vitro Experimenten beschrieben
(Boe, S. O. et a., 1998) (Powell, D. M. et a., 1997) (Kjems, J. et a., 1991). Die komplexe
Regulation durch Rev ist sicherlich nicht auf eine ,, Hauptfunktion® zu reduzieren, sondern ergibt
sich aus der Summe vieler moglicher Funktionen.
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Im Zytoplasma nimmt Rev Einflul? auf die Trandation der RNS. Es wurde beschrieben, dal
die Assoziation der RNS mit den Polysomen durch Rev erleichtert wird (Arrigo, S. J. und Chen,
[. S, 1991) (D'Agostino, D. M. et a., 1992). Die RNS wird schlieffdlich vom Protein freigesetzt
und Rev gelangt wieder in den Kern. Rev ist ein ,shuttle-Protein, das sténdig zwischen
Zellkern und Zytoplasma hin- und hertransportiert wird (Richard, N. et a., 1994) (Meyer, B. E.
und Maim, M. H., 1994). Im Zellkern kann Rev nun eine weitere RNS binden (Abb. 2). Auf
den Im- und Export von Rev wird im Folgenden noch genauer eingegangen.

Die Gesamtheit der beschriebenen Funktionen und die dadurch erreichte Stimulation der
Genexpression der viralen Strukturproteine wird al's Transaktivierung durch Rev bezeichnet.

Die Bindung von Rev an die RNSund die Oligomerisierung

Die Struktur der RRE ist in Abbildung 5 wiedergegeben. Die primére Bindungsstelle fir Rev
innerhalb der RRE ist der Bereich des SLIIB (stem loop 11B) (Heaphy, S. et a., 1990) (Tiley, L.
S. et a., 1992). SLIIB kann von einem Rev-Monomer effizient gebunden werden (Zemmel, R.
W. et d., 1996) (Van Ryk, D. I. und Venkatesan, S., 1999). Buonomo et al. konnten zeigen, daf3
auch kleine nukleolére RNASs, an SLIIB gekoppelt, von Rev effizient in den Nukleoli gebunden
und ins Zytoplasma transportiert werden kénnen (Buonomo, S. B. et a., 1999). Da die RNS-
Bindung und der Kernimport von Rev durch die gleiche Aminosdurensequenz vermittelt
werden, ist es wahrscheinlich, dal3 durch die RNS-Bindung das Importsignal maskiert wird und
das Exportsignal dominiert (Henderson, B. R. und Percipalle, P., 1997).

Dasin der Literatur am haufigsten diskutierte Modell zur Bindung und Oligomerisierung von
Rev ist das ,Modell der kooperativen Rev-Bindung“. Die Bindung des ersten Rev-Molekiils
destabilisiert demnach durch eine Konformationséanderung die Struktur der RRE (Tan, R. und
Frankel, A. D., 1994) (Charpentier, B. et a., 1997). Dadurch wird es weiteren Rev-Molekilen
ermoglicht, unter Einbeziehung von Protein-Protein-Wechselwirkungen ebenfalls die RRE zu
binden (Mann, D. A. et a., 1994) (Daly, T. J. et al., 1993). Charpentier et al. beschrieben, dafi
unter Verwendung einer Oligomerisierungs-defekten Mutante die initiadle Bindung zwar
stattfindet, jedoch die Konformationsanderung der RNS unterbleibt und die Oligomerisierung
nicht stattfindet (Charpentier, B. et al., 1997). Oligomerisierungs-defekte Mutanten sind nicht
mehr funktionell; die Oligomerisierung ist essentiell fir die Transaktivierung (Madore, S. J. et
a., 1994) (Cole, J. L. et a., 1993) (Mann, D. A. et a., 1994). Maim und Cullen konnten
nachweisen, dal3 die Bindung eines Rev-Monomers nicht ausreichend fur den Export der RNS
ausdem Kernist (Maim, M. H. und Cullen, B. R., 1991).

In diesem Zusammenhang wurde ein ,, Schwellenwert” an Rev diskutiert, der zur effizienten
HIV-Replikation Uberschritten werden muf3. Er wurde auch als Regelmechanismus fir die
Latenz von HIV diskutiert (Pomerantz, R. J. et al., 1992). Demnach stellt die Oligomerisierung
ein MaR fur die Rev-Menge in der Zelle dar und reguliert so den Ubergang zur spaten Phase der
HIV-Replikation (Mann, D. A. et a., 1994) (Kjems, J. und Askjaer, P., 1999). Die Menge der
Rev-Molekile im Oligomer wurde kirzlich mit Hilfe eines modifizierten ,, gel-shift“-Ansatzes
auf mindestens 13 bestimmt (Brice, P. C. et a., 1999). Die Verknipfung zwischen Bindung und
Oligomerisierung wird jedoch noch kontrovers diskutiert. In der Literatur finden sich auch
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Hinweise darauf, dal3 eine Oligomerisierung im Zytoplasma stattfindet und nicht ausschliefdich
Im Zusammenhang mit der Bindung im Zellkern. Szilvay et a. beschrieben in vivo
Untersuchungen, die auf dem Transport von Import-defekten Rev-Mutanten in den Zellkern
aufgrund der Oligomerisierung mit einem Import-kompetenten Rev im Zytoplasma beruhen
(Szilvay, A. M. et a., 1997). Auch Zapp et a. postulierten aufgrund von in vitro Experimenten
die Oligomerisierung als Voraussetzung fur eine Bindung (Zapp, M. L. et al., 1991). Jedoch
wurden Rev-Mutanten charakterisiert, die entweder nur binden (RevM4) oder nur
oligomerisieren (RevM5) (Madore, S. J. et a., 1994) (Malim, M. H. et al., 1989). Beide
Mutanten sind interessanterwel se hauptsachlich zytoplasmatisch lokalisiert.
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Abb. 5: Die Struktur der Rev-Zielsequenz RRE. Der stem loop I1B (Nukleotide 45 bis 75) ist
ausreichend fur die initidle Bindung durch Rev. Die Bindestelle ist hervorgehoben. Die
Abbildung wurde Modrow und Falke entnommen (Modrow, S. und Falke, D., 1997).

Der Im- und Export von Rev

Das Rev-Proteinist ein ,, shuttle-Protein“, das sténdig zwischen Zellkern und Zytoplasma hin-
und hertransportiert wird. Die Domanenstruktur von Rev und die Lage des Import- und
Exportsignals (NLS/NES) wurden in Abbildung 4 beschrieben. Der aktive Transport von Rev
uber die Kernmembran ist von einer Reihe zellul&rer Faktoren abhéngig. Abbildung 6 gibt einen
Uberblick tiber den Transport und die im wesentlichen daran beteiligten Faktoren.

Im Zellkern befindet sich der Rev-RNS-Komplex. Die Leucin-reiche Exportdoméne von Rev
wird von dem Exportfaktor CRM 1 (= Exportin 1) gebunden (Fornerod, M. et al., 1997) (Neville,
M. et a., 1997). CRM1 interagiert seinerseits mit Komponenten der Kernporen (NPCs), die den
Transport vermitteln, sowie der GTPase Ran. Ran hat mindestens zwei Aufgaben: Zum einen
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stellt sie durch die Hydrolyse von GTP zu GDP die Energie fur den aktiven Transport zur
Verfligung. Zum anderen dient sie a's Regelmechanismus fir den Transport. Im Kern findet sich
eine hohe GTP-Konzentration, im Zytoplasma eine hohe GDP-Konzentration (I1zaurralde, E. et
a., 1997). Eine Reihe von Ran-interagierenden Faktoren wurden beschrieben, die auf jeder Seite
der Kernmembran dazu beitragen, diesen Gradienten aufrechtzuerhalten (z. B. ,Ran binding
protein® 1 und 2 (Kehlenbach, R. H. et al., 1999) und der ,,nucleotide exchange factor* RCC1
(Bischoff, F. R. und Ponstingl, H., 1991) (Mattaj, I. W. und Englmeier, L., 1998)). Der Gradient
Ist richtungsweisend fur den aktiven Transport.

Als Rezeptor fur den energieunabhangigen Re-Import von RanGDP in den Kern konnte
NTF2 identifiziert werden (Ribbeck, K. et al., 1998).

Der CRM1-abhangige Exportweg kann spezifisch durch Leptomycin B (LMB), einen
Streptomyces-Metaboliten, inhibiert werden. Mit Hilfe von LMB gelang es, die Abhangigkeit
des Rev-Transportes von CRM 1 nachzuweisen (Fornerod, M. et a., 1997). In LMB-behandelten
Zéellen verbleibt Rev im Kern, und auch der Transport RRE-haltiger RNS ist somit inhibiert. Die
HIV-Replikation in priméren humanen Monozyten konnte so erfolgreich unterdriickt werden
(Wolff, B. et a., 1997). Obwohl LMB in der Therapie aufgrund seiner Toxizitét nicht verwendet
werden kann, stellt es ein wichtiges Werkzeug zur Untersuchung von Transportvorgangen in der
Zelle dar. LMB bindet kovalent an ein einzelnes Cystein in CRM1 und blockiert dadurch den
Transport (Kudo, N. et a., 1999).

Im Zytoplasma dissoziiert der Rev-CRM 1-Komplex unter Hydrolyse von GTP zu GDP durch
Ran (Pollard, V. W. und Malim, M. H., 1998). CRM1 gelangt zurtick in den Kern. Durch die
Freisetzung der RNS wird das Importsignal von Rev wieder frei zuganglich. Die Arginin-reiche
NLS von Rev wird direkt durch Importin 3 gebunden (Henderson, B. R. und Percipalle, P.,
1997) (Pameri, D. und Maim, M. H., 1999). Demgegentber wird fir viele zellulére Proteine
die Bindung an Importin a beschrieben, das als Adaptor zwischen Importin 3 und dem NLS
Protein dient (Kutay, U. et al., 1997). Importin 3 bindet an Nukleoporine der Kernpore. Die
Assoziation von Importin 3 mit RanGTP im Kern fuhrt zur Freisetzung des transportierten
Proteins (I1zaurralde, E. et a., 1997).

Es wurde vermutet, dal3 Importin 3 mit der RRE um die Rev-Bindung kompetiert. Truant et
al. zeigten, dal3 Importin 3 in vitro die Rev-RRE-Interaktion inhibiert, wohingegen die Bindung
durch Zugabe von RanGTP wiederhergestellt wurde (Truant, R. und Cullen, B. R., 1999). Diese
Interaktion konnte bei der Freisetzung der RNS von Rev im Zytoplasma eine Rolle spielen.
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Abb. 6: Die Abbildung zeigt eine schematische Darstellung des Rev-Transportweges und der
wichtigsten zelluldren Interaktionspartner. NLS und NES kennzeichnen das Rev-Protein. GTP —
RanGTP, GDP — RanGDP, 3 - Importin 3. Details sind im Text beschrieben. Die Abbildung
wurde in Anlehnung an Pollard und Malim erstellt (Pollard, V. W. und Malim, M. H., 1998).

1.1.2.3. Die akzessorischen Proteine

HIV besitzt vier akzessorische Proteine, die fur die Virusreplikation nicht essentiell sind und
nur bei HIV vorkommen.

Nef (negative factor)

Neben Tat und Rev ist Nef das dritte friihe Genprodukt von HIV und seine Expression damit
Rev-unabhangig (Abb. 2). Nef wird stark exprimiert und ist oft als erstes HIV-Protein in
infizierten Zellen nachzuweisen (Cullen, B. R., 1998). Das Protein zeigt eine Reithe von
Aktivitdten, die zu einer Erhdhung der Replikationsrate und Pathogenitét von HIV fihren
(zusammengefaldt in (Marsh, J. W., 1999)). Nef besteht aus 206 Aminosauren, ist N-terminal
myristyliert und findet sich in der Plasmamembran und dem Golgi Apparat.

Eine der zuerst beschriebenen Fahigkeiten von Nef ist die Herabregulation von CD4 an der
Oberflache der infizierten Zelle (Guy, B. et ., 1987). Nef interagiert in der Plasmamembran mit
CD4 einerseits und sog. Adaptermolekilen (AP-1 und AP-2) andererseits (Piguet, V. et d.,
1998) (Le Gall, S. et a., 1998). Ein endozytotischer Prozess leitet daraufhin CD4 Uber Clathrin-
beschichtete Blaschen in Lysosomen, wo es abgebaut wird (Aiken, C. et a., 1994) (Piguet, V.
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und Trono, D., 1999). Dadurch wird eine Superinfektion der Wirtszelle verhindert und die
Freisetzung der neuen Virionen erleichtert. Dartiber hinaus kdnnte neusynthetisiertes Env an der
Zelloberflache CD4 binden und ein korrektes Zusammenbauen der neuen Viruspartikel
inhibieren (Hahn, B., 1994).

Die Expression von MHC Klasse | Molekllen (major histocompatibility complex) an der
Zelloberflache wird von Nef Uber einen dhnlichen Mechanismus herabreguliert wie CD4,
allerdings mit geringerer Effizienz (Le Gall, S. et a., 1998). MHCI-Molekile sind Rezeptoren
fur spezifische Antigene, z. B. virale, die so an der Zelloberflache prasentiert werden. Dadurch
werden zytotoxische T-Lymphozyten (CTLs) aktiviert. Die Herabregulation vermindert die
CTL-vermittelte Lyse HIV-infizierter Zellen (Collins, K. L. et al., 1998)

Nef scheint auch eine Funktion in der Modulation der Signaltransduktionswege der Zelle zu
besitzen. Interaktionen von Nef mit mindestens zehn verschiedenen Kinasen wurden
nachgewiesen (zusammengefald in (Marsh, J. W., 1999)). Nef-Mutanten, die nicht mehr die
Fahigkeit zur Herabregulation von CD4 besitzen, binden weiterhin diese Kinasen, was eine
indirekte Einflul3nahme auf die Signaltransduktion aufgrund des Fehlens von CD4 ausschlief3t.
Dennoch blieb der genaue Mechanismus bisher unklar (Saksela, K. et a., 1995).

Darliber hinaus konnte kirzlich gezeigt werden, dal3 Nef in infizierten Makrophagen die
Produktion von Chemokinen induziert. Die Chemokine locken ruhende T-Zellen an und steigern
die Wahrscheinlichkeit ihrer Infektion. Nef treibt so die Verbreitung des Virus im Wirt voran
(Swingler, S. et al., 1999).

Vif (virion infectivity factor)

Vif ist ein 192 As Protein, das in der spéten Phase des Replikationszyklus von HIV Rev-
abhangig exprimiert wird. Es lokalisiert zytoplasmatisch, aber auch membranassoziiert und in
Kolokalisation mit Gag (Cullen, B. R., 1998). Kirzlich wurde in Vif ein Peptidsigna
identifiziert, das den Kernimport inhibiert (Friedler, A. et a., 1999).

Die genaue Funktion von Vif ist noch unklar. Vif erhéht die Infektiositét von Virionen in
nicht-permissiven Zelltypen wie H9 T-Zellen (Gabuzda, D. H. et a., 1992) (Sakai, H. et a.,
1993). Infektiositéts-Mutanten beobachtet man ausschliefdlich in nicht-permissiven Zellen,
permissive Zellen wie CEM-Zellen dagegen scheinen ein Fehlen von Vif kompensieren zu
konnen (Cohen, E. A. et al., 1996). In diesem Zusammenhang wurde ein Einfluld von Vif auf die
Stabilitét der Pré&-Integrationskomplexe (PICs) beschrieben (Simon, J. H. und Malim, M. H.,
1996).

Vpu (viral protein u)

Vpu ist ein integrales Membranphosphoprotein von 81 As Lénge, das nur bei HIV-1 und dem
nahe verwandten SIV,, vorkommt. Seine Expression ist ebenfalls Rev-abhangig (Trono, D.,
1995). Vpu bindet in seiner phosphorylierten Form im endoplasmatischen Retikulum an neu
synthetisiertes CD4 und fuhrt es der Proteolyse in Proteasomen zu (Margottin, F. et al., 1998)
(Schubert, U. et a., 1998). Auch Env bindet im ER an CD4, kann jedoch nach dessen Abbau an
die Oberflache transportiert werden (Emerman, M. und Malim, M. H., 1998). Die Proteolyse
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von neu synthetisiertem CD4 wirkt so zusammen mit der schon beschriebenen Funktion von
Nef, CD4 an der Oberflache abzubauen, einer Superinfektion der Zelle entgegen. Wie Nef kann
auch Vpu die Expression von MHC Klasse | herabregulieren (Kerkau, T. et al., 1997).

Vpu erhéht die Menge an von der Zelloberflache freigesetztem Virus (Klimkait, T. et al.,
1990). Dieser von der N-terminalen Domane vermittelte Effekt scheint jedoch unspezifisch zu
sein, da auch die Freisetzung heterologer retroviraler Partikel gefordert wird (Lamb, R. A. und
Pinto, L. H., 1997) (Cohen, E. A. et a., 1996). Vpu-negative Viruspartikel akkumulieren an der
Zéelloberflache oder an intrazelluldren Membranen (Frankel, A. D. und Young, J. A., 1998).

Vpr (viral proteinr)

Vpr ist ein 96 As Protein, das in der spéten Phase der HIV-Replikation Rev-abhéngig
exprimiert wird. Es ist nach der Infektion am Transport der Pré&-Integrationskomplexe (PICs) in
den Zellkern beteiligt und erforderlich fir die Replikation von HIV in Zellen, die sich nicht
teilen (Bukrinsky, M. und Adzhubei, A., 1999). Vpr besitzt ein unkonventionelles nukleéres
Lokalisationssignal und verstarkt vermutlich die Wechselwirkung von im PIC enthaltenen
nukledren Lokalisationssignalen mit Importin a (Popov, S. et al., 1998). Ferner kann schon das
virionassoziierte Vpr einen G2-Zellzyklusarrest ausl6sen und die L TR-abhangige Genexpression
erhohen (Goh, W. C. et a., 1998) (Hrimech, M. et a., 1999). Dadurch wird eine Apoptose der
Zellen beschleunigt (Cullen, B. R., 1998) (Re, F. et a., 1995).

1.2. Der Replikationszyklusvon HIV

HIV infiziert hauptsachlich T-Lymphozyten, Makrophagen und Monozyten sowie Mikroglia-
Zellen des Gehirns. Diese Zelltypen tragen auf ihrer Zelloberflache das CD4-Molekil. CD4 ist
ein Mitglied der Immunglobulinsuperfamilie und der Rezeptor fur HIV. Es wird von gp120 in
der Hille der Viren gebunden. Allerdings ist die Bindung nicht ausreichend fur die Infektion;
nach einer Konformationdnderung im gp120 erfolgt eine Interaktion mit einem Korezeptor.
1996 wurden die Chemokinrezeptoren CCR5 als Korezeptor fur Makrophagentrope Viren
(Alkhatib, G. et al., 1996) (Choe, H. et a., 1996) bzw. CXCR4 as Korezeptor fur T-Zelltrope
Viren identifiziert ((Feng, Y. et a., 1996), zusammengefaldt in (Littman, D. R., 1998)). Nach der
Bindung vermittelt das Transmembranprotein gp4l die Fusion der Zellmembran mit der
Virushille, wobei die Fusion durch die oben beschriebene Konformationsanderung im gpl120
erleichtert wird (Chan, D. C. und Kim, P. S, 1998). Das Kapsid wird in die Zelle freigesetzt, wo
die reverse Transkriptase und die virale RNAseH an der RNS as Matrize eine doppelstrangige
DNS synthetisieren. Der Nukleoprotein-Komplex, der die DNS enthdlt, wird unter Beteiligung
der nukledren Lokalisationssignale im Matrixprotein und in Vpr in den Zellkern transportiert
(zusammengefaldt in (Nakielny, S. und Dreyfuss, G., 1997)). Im Zellkern wird die entstandene
doppelstrangige DNS durch die virale Integrase in das Wirtszellgenom integriert. Der Promotor
fur die viralen Gene, die nun wie ein zelleigenes Gen im Genom vorliegen und auch von der
Zellerepliziert werden, ist der 5°-LTR. Durch die Wirkung der viralen Regulatoren Tat und Rev
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(vgl. Kap. 1.1.2.2.1. und 1.1.2.2.2., Abb. 2) und in einem komplexen Zusammenspiel mit der
zellul&ren Transkriptions- und Trandlationsmaschinerie werden die viralen Gene exprimiert.

Fir die Entstehung neuer Virionen werden die Gag- und Gag Pol-Polyproteine zur Membran
der Zelle geleitet. Das NC-Protein bindet das Verpackungssignal in der vollstandigen RNS und
bringt diese as neues Genom zum entstehenden Virion. Die ausknospenden Viren reifen erst
nach ihrer Freisetzung aufgrund der Prozessierung der Protein-Vorlaufer von der im Partikel
mitgefUhrten Protease zu infektidsen Viren (Garnier, L. et al., 1998) (Freed, E. O., 1998).

Die Latenz von HIV und zelluldre Virus-Reservoirs

Eine Ausnahme des oben dargestellten Replikationszyklus stellt die latente HIV-Infektion
dar. In diesem Fall werden die Zielzellen infiziert und das Provirus in das Wirtszellgenom
integriert, die virale Genexpression ist jedoch minimal und nicht ausreichend zur Produktion
neuer Virionen (Stevenson, M., 1997). Die Zellen sind jedoch prinzipiell in der Lage, Virionen
Zu produzieren, wenn die aulReren Bedingungen es zulassen. Ein haufig zitiertes Beispiel fir
virale Latenz sind Herpesviren, deren Produktion durch Einflul¥faktoren wie etwa Stref3, Fieber
oder eine aulergewohnliche hormonelle Situation reaktiviert werden kann (Modrow, S. und
Fake, D., 1997).

Es wurden eine Reihe von Zellkultur-Modellen fur die HIV-Latenz etabliert (McCune, J. M.,
1995). Die molekulare Basis der Latenz ist jedoch nicht vollstandig geklart. Es konnte
nachgewiesen werden, dal3 in latent infizierten Zellen das mRNS-Muster zugunsten der 2kb-
Transkriptklasse verschoben ist (Seshamma, T. et a., 1992). Das Transkriptmuster entspricht
damit dem eines Rev-defekten Virus, weshalb die Rev-Regulation mit der Latenz von HIV in
Verbindung gebracht wurde (Pomerantz, R. J. et a., 1992). Auch ein Defekt von Tat im
zelluléren Kontext wurde diskutiert, der in der chronisch infizierten Monozyten-Zellinie Ul
durch eine Tat-Uberexpression aufgehoben werden konnte (Duan, L. et al., 1994). Duan et al.
beschrieben weiter, dal3 in der T-Zellinie ACH-2 die Latenz nicht durch Tat aufzuheben war,
sondern vielmehr auf die Integrationsstelle des Provirus im Wirtszellgenom zurtickzufthren war.
Latent HIV-infizierte Zellen kénnen nach ihrer Aktivierung durch Cytokine wie TNFa und
Interleukin-6 (11-6) oder durch Phorbol-Ester produktiv Virus freisetzen (Bednarik, D. P. und
Folks, T. M., 1992) (Fauci, A. S., 1993).

Stevenson unterschied dartber hinaus die latente Infektion von der ,eingeschrénkten
Infektion“, die durch einen Defekt im Provirus oder in strukturellen bzw. enzymatischen
Komponenten des Virus ausgel6st wird (Stevenson, M., 1997). Dagegen bezeichnete McCune
diesen Fal as einen Sonderfall der latenten Infektion (McCune, J. M., 1995). Die
Virusproduktion ist nicht mehr aktivierbar.

Latent infizierte Zellen kénnen Virus-Reservoirs bilden. Das gréfte Reservoir fur HIV sind
nach Chun und Fauci ruhende CD4-positive T-Zellen (Chun, T. W. und Fauci, A. S., 1999).
Darlber hinaus existieren Virus-Reservoirs im zentralen Nervensystem (ZNS), Lymphgewebe,
Knochenmark und weiteren Organen (Schrager, L. K. und D'Souza, M. P., 1998). Die
Reservoirs werden als einer der hauptsachlichen Griinde dafir angesehen, dal3 es nicht mdglich
ist, das Virus aus dem Koérper zu eliminieren (Chun, T. W. und Fauci, A. S., 1999). Auch nach
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mehrjdhriger Therapie von Patienten mit HAART (highly active antiretroviral therapy), wahrend
derer keine mef3bare Virusmenge festzustellen war, war bereits wenige Tage nach Absetzen der
Therapie wieder ein starker Anstieg an viraler RNS im Plasma zu verzeichnen (Harrigan, P. R.
et a., 1999). Allerdings zeigten Chun et al. kirzlich, dal3 in 7 von 9 Patienten Virussegquenzen
aus ruhenden CD4-positiven Zellen nicht mit denen identisch sind, die im peripheren Blut nach
Absetzen einer Therapie wieder auftreten (Chun, T. W. et a., 2000). Die Autoren postulierten
weitere, bisher womoglich noch nicht charakterisierte Virusreservoirs.
Auf die Bedeutung des ZNS als HIV-Reservoir wird im folgenden Kapitel 1.3. eingegangen.

1.3. DieHIV-Infektion des zentralen Nervensystems

1.3.1. Symptomatik und I nfektionsweg

HIV infiziert nicht nur Zellen des Immunsystems, sondern auch Zellen des ZNS. Schon zwel
Wochen nach der Infektion konnte provirale DNS in Gehirngewebe mit Hilfe der PCR
nachgewiesen werden (Davis, L. E. et al., 1992). Die Symptome der HIV-Infektion des ZNS
sind langsam fortschreitende neurologische Beeintréchtigungen wie motorische Stérungen und
Konzentrationsschwéche und reichen bis hin zum Krankheitsbild der schweren Demenz. Man
beobachtet die Symptome bei etwa 25-30% der AIDS-Patienten (Vitkovic, L. und Tardieu, M.,
1998) und spricht von HIV-Demenz (HIVD) oder AIDS-Demenz-Komplex (ADC).
Pathologische Veranderungen im Gehirn wie die Formation von multinukledren Riesenzellen
oder der Verlust von Neuronen wurden bei etwa 50% der Gehirn-Autopsien von AlDS-Patienten
festgestellt (Vitkovic, L. und Tardieu, M., 1998). In Uber 80% der untersuchten Féle von
Verstorbenen mit AIDS wurde provirale DNS im Gehirn gefunden (Brack-Werner, R., 1999).
Allerdings scheint die neurologische Symptomatik nicht notwendigerweise mit einer hohen
Virudast im Gehirn in Zusammenhang zu stehen. Dartiber hinaus 183 die Virusproduktion nicht
auf die Menge an Provirus und damit auf das Ausmal3 an infizierten Zellen schlief3en (McArthur,
J. C. et a., 1997). Unabhangig vom Auftreten neurologischer Stérungen kann die Viruslast in
Gehirn und Cerebrospinaflissigkeit (CSF) die Virudast in peripheren mononukledren
Blutzellen in Einzelfadllen Ubertreffen (Schmid, P. et a., 1994) (Ellis, R. J. et al., 1997).

Diese Daten verdeutlichen, dald die Mechanismen der HIV-Infektion im Gehirn sich von
denen des Immunsystems prinzipiell unterscheiden. Man geht davon aus, dal3 die Auswirkungen
der Infektion im Gehirn eher ,indirekter* Natur sind (z. B. durch die Fehlregulation der
Chemokin-Expression, vgl. Kap. 1.3.2.) als durch die HIV-Replikation und Virusast direkt
bedingt (Miller, R. J. und Meucci, O., 1999). Dartber hinaus scheint das ZNS ein eigenes
Kompartiment beziglich der HIV-Entwicklung darzustellen; so wurden aus der
Cerebrospinalflissigkeit Viren isoliert, die sich von Isolaten aus dem peripheren Blut derselben
Individuen unterschieden (Cheng-Mayer, C. et a., 1989).

Zum Viruseintritt in das Gehirn bestehen verschiedene Theorien. Die Blut-Hirn-Schranke
grenzt den Blutkreislauf gegen die GehirnflUssigkeit ab und schafft so eine eigene Umgebung
fUr das Gehirn. Sie wird unter anderem von Endothelzellen gebildet, die von zellfreiem Virus
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infiziert werden kénnen. Von dort kann das Virus an Astrozyten weitergegeben werden, die ein
weiterer wichtiger Bestandteil der Blut-Hirn-Schranke und Uber ihre Fortsdtze mit den
Endothelzellen verbunden sind. Sie haben unter anderem eine Funktion bel der Kontrolle des
Eintritts von Metaboliten in das Gehirn (zur Funktion von Astrozyten vgl. Kap. 1.3.3.).

Eine weitere Mdglichkeit der Infektion des ZNS ergibt sich aus dem Transport von infizierten
Monozyten oder T-Zellen, die die Blut-Hirn-Schranke infiltrieren ((Persidsky, Y. et al., 1997),
zusammengefaldt in (Fujimura, R. K. et a., 1996) (Kolson, D. L. et a., 1998)). Kirzlich wurde
an einem Labor-Modell der Blut-Hirn-Schranke und am Maus-Modell gezeigt, dal3 die von
Mikroglia-Zellen und Astrozyten produzierten Chemokine einen wesentlichen Einflu® auf die
Einwanderung von Monozyten ins Gehirn haben (Persidsky, Y. et al., 1999).

Zielzellen von HIV im Gehirn sind Makrophagen, Mikrogliazellen, Endothelzellen,
Astrozyten und maoglicherweise Oligodendrozyten und Neuronen (Bagasra, O. et a., 1996).
Dabei werden hauptséchlich Makrophagen und Mikrogliazellen produktiv infiziert (Wiley, C. A.
et al., 1999). Sie wurden deshalb lange fir die einzigen Zellen des ZNS gehalten, die von HIV
infiziert werden. Allerdings findet man in Astrozyten friihe Genprodukte, jedoch meist keine
Expression von viralen Strukturproteinen, was eine nicht-produktive Infektion dieser Zellen
vermuten liel3 (Brack-Werner, R., 1999). Die Infektion von Astrozyten wird in Kapitel 1.3.4.
genauer diskutiert.

1.3.2. Effekte von Tat auf die Pathogenese der HIV-Infektion im ZNS

In Kapitel 1.3.1. wurde beschrieben, dal3 das Fortschreiten HIV-bedingter neurologischer
Defekte nicht notwendigerweise zur Virudast im ZNS in Bezug gesetzt werden kann. In der
Literatur finden sich héaufig Studien zur vermehrten Expression von Cytokinen und
Adhasionsmolekilen sowie zur verstarkten Einwanderung von Leukozyten in das ZNS.
Besonders eine mogliche Beteiligung von Tat an der Pathogenese des ZNS wird betont.

In Kapitel 1.1.2.2.1. wurde dargelegt, dald Tat von infizierten Zellen sezerniert und von nicht-
infizierten Zellen aufgenommen werden kann. Dort kann Tat in den Zellkern gelangen und
stimulatorische Effekte ausdsen. Ma und Nath beschrieben die Aufnahme von Tat durch
humane fétale Astrozyten und Neuronen, die wesentlich vom C-Terminus des Proteins (As 72
bis 86) abhangig war (Ma, M. und Nath, A., 1997).

Tat kann die Permeabilitdt der Blut-Hirn-Schranke veréndern und so die Aufnahme von
infizierten Zellen ins ZNS erleichtern (Hofman, F. M. et al., 1994). Tat induziert die Expression
von Chemokinen wie MCP-1 (Monocyte chemoattractant Protein-1) und Adhasionsmolekilen
(VCAM-1, ICAM-1) in Astrozyten, die wiederum die Einwanderung von Monozyten tber die
Blut-Hirn-Schranke ins Gehirn férdern (Weiss, J. M. et al., 1999) (Conant, K. et a., 1998)
(Woodman, S. E. et a., 1999). Die vermehrte Anwesenheit aktivierter Immunzellen
(Monozyten/Makrophagen) konnte mit der Schwere der neurologischen Symptome korreliert
werden (Glass, J. D. et al., 1995). Durch die Fehlregulation von Chemokinen und Cytokinen
durch Tat werden die Funktionen von Astrozyten moduliert, was zur vermehrten Apoptose von
Neuronen fuhren kann. TGF-b z. B. fuhrt zu einer Inhibition der Glutamin-Synthetase der
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Astrozyten, die dann das fior Neuronen toxische Glutamat nicht mehr umsetzen kodnnen
(Rappaport, J. et a., 1999). Es wurde gezeigt, dald 10sliches Tat von nicht-infizierten Zellen
aufgenommen wird und insbesondere in Astrozyten die Expression von TGF-b und TNF-a
heraufreguliert (Sawaya, B. E. et a., 1998).

Zusammenfassend ist die Expression und Sezernierung von Tat durch Zellen des ZNS
aufgrund multipler Effekte offensichtlich kritisch fir das Fortschreiten der Symptome der
Demenz (Rappaport, J. et a., 1999). Die frihe Expression von Tat im Infektionszyklus sollte
daher auch bei der Entwicklung von antiretroviralen Therapien nicht unbericksichtigt bleiben.
Insbesondere die Hemmung der HIV-Replikation durch eine Inhibition von Rev &3t weiterhin
eine uneingeschrankte Expression von Tat zu.

1.3.3. Die HIV-Infektion von humanen Astrozyten

Die Zellen des Gehirns werden im wesentlichen in Neuronen und Gliazellen unterteilt.
Innerhalb der Gliazellen konnen Mikro- und Makrogliazellen unterschieden werden. Astrozyten
gehoren neben den Oligodendrozyten zu den Makrogliazellen und stellen mit bis zu 40% den
grofiten Antell der Zellpopulation des ZNS dar. Sie sind an der Aufrechterhaltung der Blut-Hirn-
Schranke beteiligt und bilden ein Netzwerk, das z. B. zur Regulation von lonenkonzentrationen
und dem Umsatz von Neurotransmittern beitragt. Astrozyten besitzen Rezeptoren zur Aufnahme
von Glutamat, wandeln es in Glutamin um und stellen dieses den Neuronen wieder zur
Verfugung. Sie unterstitzen das Wachstum von Neuronen und ummanteln Blutgefélie im
Gehirn. Nach ihrer Aktivierung z. B. durch Verletzung exprimieren Astrozyten verstarkt
Cytokine und Wachstumsfaktoren (zusammengefaldt in (Brack-Werner, R., 1999)).

Der Mechanismus der HIV-Infektion von Astrozyten wird kontrovers diskutiert, verlauft aber
in jedem Fall CD4-unabhangig. CXCR4 konnte fir humane Astrozyten nicht nachgewiesen
werden (Sanders, V. J. et al., 1998). CCR5 wurde fur Astrozyten gesunder Individuen gefunden
(Rottman, J. B. et a., 1997), in einer unabhéngigen Studie jedoch nur bei AIDS-Patienten mit
neurologischen Stérungen, nicht aber in der uninfizierten Kontrollgruppe (Sanders, V. J. et a.,
1998). Kirzlich wurde beschrieben, dal3 humane fétale Astrozyten unabhéngig von CD4 und
den Korezeptoren CXCR4, CCR5, CCR3 und CCR2b von verschiedenen HIV-1 Isolaten
infiziert werden (Sabri, F. et a., 1999). Die Expression von mRNS fir CXCR4 und CCR5
wurde jedoch nachgewiesen. Dagegen beschrieben Klein et al. die Expression von CXCR4 und
CCR5 an der Oberflache humaner fétaler Astrozyten (Klein, R. S. et a., 1999). Auch die
Beteiligung einer Rezeptor-vermittelten endozytotischen Aufnahme des Virus im Gegensatz zur
Membranfusion wird diskutiert (Hao, H. N. und Lyman, W. D., 1999).

1.34. Die Replikation von HIV in humanen Astrozyten

Die Infektion von Astrozyten im Gehirn konnte an Gewebeproben hauptséchlich durch die
Expression friher Gene wie Nef oder den Nachweis proviraler DNS gezeigt werden. Dagegen
blieben Untersuchungen zum Nachweis viraler Strukturproteine weitestgehend negativ (Nuovo,
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G. J et a., 1994) (Ranki, A. et a., 1995) (Brack-Werner, R., 1999). Daher wurde eine nicht-
produktive Infektion von Astrozyten postuliert. Diese Annahme konnte inzwischen durch
zahlreiche Experimente mit Zellinien und priméren Astrozyten bestétigt werden.

Ein Moddlsystem fir die verminderte HIV-Replikation in Astrozyten ist die chronisch
infizierte Zellinie TH4-7-5, die umfassend charakterisiert wurde (Brack-Werner, R. et al., 1992)
(Herrmann, R., 1992) (Neumann, M., 1993). Es konnte gezeigt werden, dal3 die viralen
Strukturproteine Gag und Env nur sehr schwach exprimiert werden, wohingegen Nef als friihes
Genprodukt stark exprimiert wird. Die Sequenzierung des integrierten Provirus ergab keine
Unterschiede zur Wildtypsequenz. Kokultiviert man TH4-7-5 mit CD4-positiven Blutzellen, so
werden letztere produktiv infiziert.

Da die Expression der viraden Strukturproteine durch das Rev-Protein reguliert wird (vgl.
Kap. 1.1.2.2.2.), lag die Vermutung nahe, dald die Funktion dieses Proteins in Astrozyten
beeintrachtigt ist. Neumann et al. konnten zeigen, dald in der Zellinie TH4-7-5 weniger mMRNS
fur die Rev-abhéngig regulierte Expression der viralen Strukturproteine akkumuliert,
wohingegen die Menge an gespleifdten Transkripten nicht verringert ist (Neumann, M. et al.,
1995). Das Expressionsmuster entspricht damit dem eines Rev-defekten Virus. Studien an
verschiedenen Astrozytomzellinien sowie humanen fétalen Astrozyten konnten zeigen, dal3 die
Rev-abhangige Expression der viralen Strukturproteine in Astrozyten im Vergleich zu
permissiven Kontrollzellen um etwa einen Faktor 10 vermindert ist (Ludwig, E. et al., 1999).
Ein Defekt in der Funktion des Rev-Proteins wurde in Kapitel 1.2. bereits als mogliche Ursache
der HIV-Latenz diskutiert. Allerdings zeigten Kleinschmidt et al., dal? die Virusproduktion in
Astrozyten nicht durch TNFa oder Phorbolester aktivierbar ist (Kleinschmidt, A. et a., 1994).
Dies deutete darauf hin, dal3 die Infektion von Astrozyten nicht einen Latenzmechanismus
darstellt, sondern einen zellspezifischen inhibitorischen Mechanismus (nach der Definition von
Stevenson, die in Kapitel 1.2. angefuhrt wurde, eine ,, eingeschrankte Infektion® (Stevenson, M.,
1997)).

Die verminderte Funktion von Rev geht mit einer ungewohnlichen Akkumulation des
Proteins im Zytoplasma der Astrozyten einher. Neue Daten unserer Arbeitsgruppe zeigten, dal3
die Aufnahme von Rev in den Kern der Astrozyten vermindert ist. Fusioniert man Rev-
exprimierende Kontrollzellen mit Astrozyten, so ist auch der Transport dieses - in den
Kontrollzellen funktionellen - Rev-Proteins in den Astrozytenkern vermindert (Dr. Markus
Neumann, GSF, Neuherberg, personliche Mitteilung). Auch diese Ergebnisse sprechen fir einen
Astrozyten-spezifischen inhibitorischen Mechanismus.

Im Gegensatz zu diesen Studien, die eine Beeintrachtigung der Rev-abhangigen Regulation
zeigten, postulierten Gorry et a. eine verminderte Trandation des Gag-Proteins in der
Astrozytomzellinie U251 (Gorry, P. R. et a., 1999). Die Untersuchungen ergaben, daf3 in
diesem Beispiel die mRNS-Mengen fur die Strukturproteine und ihre Transportrate aus dem
Zéellkern ins Zytoplasma nicht vermindert sind.

Auch die Aktivitéat der HIV-LTR kann in Astrozyten veréndert sein. Ludvigsen et a. konnten
in der chronisch infizierten Astrozytomzellinie TH4-7-5 eine inhibitorische Auswirkung eines
Teiles der Nef-Sequenz auf die LTR-Aktivitét feststellen (Ludvigsen, A. et al., 1996). Die TAR-

20



Einleitung

unabhangige Aktivierung der LTR durch Tat wurde in Kapitel 1.1.2.2.1. der vorliegenden Arbeit
schon angesprochen.

Astrozyten sind der erste bekannte humane Zelltyp, der eine nicht-produktive HIV-Infektion
und eine verminderte Rev-Funktion aufweist. Da Astrozyten den Grofdteil der Zellpopulation im
ZNS ausmachen, stellen sie ein wichtiges Reservoir fir das Virus dar (Brack-Werner, R., 1999).
Die Infektion von Makrophagen und Mikroglia durch Astrozyten konnte das Virus
moglicherweise immer wieder im Patienten ausbreiten und so den Erfolg einer Therapie
beeinflu3en. In Kapitel 1.3.1. wurde bereits angesprochen, dal3 die Entwicklung des Virus im
ZNS eine andere als im peripheren Blut sein kann, wodurch neue Varianten entstehen kdnnten.
Die Wirkung von Medikamenten im ZNS muf3 vor diesem Hintergrund Kkritisch geprift werden,
um eine mogliche Neuverbreitung des Virus in den Organismus zu verhindern (Groothuis, D. R.
und Levy, R. M., 1997). Die Aufnahme von Medikamenten ins ZNS kann durch die Blut-Hirn-
Schranke behindert sein und die Verfugbarkeit dort ist im Allgemeinen deutlich geringer alsim
Blut (Enting, R. H. et a., 1998).

Die Virus-Z€ll-Interaktion in Astrozyten ist einzigartig, da Astrozyten in der Lage sind, die
Replikation von HIV ~ zu reprimieren. Die Aufklarung dieses ,natlrlichen
Resistenzmechanismus* verspricht wichtige Erkenntnisse lber die Regulation des Virus und
birgt wertvolle therapeutische Ansétze. Die Inhibition der Rev-Regulation als friihem Schritt der
viralen Replikation ist ein weites Forschungsgebiet fir die Therapie; viele Ansétze zeigten, dal3
durch die Expression von antisense-RNS, spezifischen Oligonukleotiden, transdominantem Rev-
Protein oder kleinen inhibitorischen Molekilen die Rev-Funktion und damit die HIV-
Replikation drastisch vermindert werden kann (zusammengefaldt in (Heguy, A., 1997) (Nakaya,
T. et al., 1997) (Amado, R. G. et a., 1999)). Ein nattrlich vorkommender inhibitorischer Effekt
konnte zur Verfugbarkeit eines Medikamentes in den Zellen und Vertraglichkeit einer Therapie
wesentlich beitragen.
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2. ZIELSETZUNG

HIV infiziert nicht nur Zellen des Immunsystems, sondern auch Zellen des zentralen
Nervensystems (ZNS). Die Symptome der Infektion sind neurologische Stérungen, die bis hin
zur schweren Demenz reichen. Zu den Zielzellen von HIV im ZNS gehéren neben Makrophagen
und Mikrogliazellen auch Astrozyten. Jedoch werden Astrozyten nicht produktiv infiziert,
sondern zeigen nur eine geringe Virusreplikation. Die Expression viraler Proteine beschrankt
sich hauptsachlich auf frihe Genprodukte wie die regulatorischen Proteine Rev und Tat sowie
Nef.

Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dal die Restriktion der Virusproduktion in Astrozyten
auf eine verminderte Funktion des viralen Regulatorproteins Rev zurlickzufihren ist. Im
Gegensatz zu Kontrollzellen, in denen Rev hauptsachlich im Zellkern und in den Nukleoli
lokalisiert ist, findet man in Astrozyten das Rev-Protein auch zu einem grofen Teil im
Zytoplasma. Die Rev-abhangige Transaktivierung der viralen Strukturproteinsynthese ist in
Astrozyten gegenitber produktiv infizierbaren Kontrollzellen um etwa einen Faktor 10
vermindert. Die Studien wurden mit Hilfe eines HIV-abgeleiteten Reportersystems
durchgefihrt, das die Rev-Transaktivierung anhand der Expression des HIV-Strukturproteins
P24°% mift.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Mechanismus dieser verminderten Rev-
Transaktivierung weiter aufzuschlisseln. Dazu sollte die Transaktivierung zunéchst mit Hilfe
eines heterologen Reportergensystems verifiziert werden. Unter Verwendung des Reportergens
cat sollte ein moglicher Einfluf3 von im Reportersystem enthaltenen HIV-Sequenzen selber und
eine mogliche Abhéngigkeit der Regulation vom Spleif3en der Transkripte untersucht werden.

Die N-terminale funktionelle Doméne von Rev vermittelt neben dem Import von Rev in den
Zellkern die Bindung an seine Ziel-RNS sowie die Rev/Rev-Oligomerisierung. Unter
Verwendung eines in vivo Systems sollten diese Eigenschaften aus dem komplexen Rev-
Regulationszyklus ausgekoppelt und so ihre Funktionalitét geprift werden. Als Voraussetzung
fur die Anwendbarkeit des Testsystems in Astrozyten sollte zundchst die Funktionalitét des
viralen Transkriptionsaktivators Tat in allen verwendeten Zellinien analysiert werden. Die
Spezifitdt der Rev/RNS-Bindung sollte in  Kompetitionsstudien mit verschiedenen
Kompetitorsubstanzen verifiziert werden.

Die Experimente sollten es ermdglichen, den Angriffspunkt fir eine Inhibition der Rev-
Transaktivierung in Astrozyten einzugrenzen und moglicherweise auf eine funktionelle Doméane
des Proteins oder ein Zellkompartiment zu beschranken. Dabei sollte auf die Verwendung von in
vivo Analysesystemen Wert gelegt und die Daten fir verschiedene Astrozytomzellinien bestétigt
werden.



Einleitung

3. ERGEBNISSE

3.1. Transiente Transfektionen von Z€llinien

3.1.1. Durchfuhrung von Transfektionen eukaryotischer Zellinien

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit basieren wesentlich auf transienten Transfektionen
eukaryotischer Zellinien (Astrozytom- und Kontrollzellinien) nach der CaPO,-Methode und der
Bestimmung von Reportergenaktivitéten (vgl. Kap. 6.2.1.4.1. und 6.2.3.). Der Aufbau der
Transfektionen und die Kontrollen der Transfektionseffizienz waren in allen Experimenten
ghnlich, daher wird zunachst eine kurze Ubersicht gegeben.

Eswurde darauf geachtet, fir die Transfektionen keine Zellinien zu verwenden, die langer a's
30 Passagen in Kultur gehalten wurden. Andernfalls konnen sog. Alterungseffekte bei den
Zellen auftreten. Mit langerer Passagendauer konnen die Zellen ihre Expressionsmuster
verandern; beispielsweise reduziert die Astrozytomzellinie U251 mit steigender Passagenzahl
die Expression des fur Astrozyten spezifischen Oberflachenproteins GFAP (glial fibrillary acidic
protein) (Eva Ludwig, GSF, Neuherberg, personliche Mitteilung).

Die Zellen wurden in der Regel mit einem Reportergenkonstrukt (im Rahmen dieser Arbeit
meist zur regulierten Expression des cat-Gens), einem oder mehreren Effektorplasmiden (z. B.
Rev- oder Tat-Expressionsplasmid), einem GFP (green fluorescent protein) exprimierenden und
einem Luciferase exprimierenden Plasmid kotransfiziert. Dabei standen die GFP- und
Luciferase-Expression unter vom eigentlichen Testsystem (und insbesondere dem Effektor)
unabhéngiger Promotorkontrolle.

Die Expression von GFP ermoglichte es, den Prozentsatz transfizierter Zellen zu ermitteln.
Das Plasmid pFred143 enthdt das gfp-Gen unter der Kontrolle des CMV-Promotors. Unter
Anregung mit UV-Licht zeigen GFP-exprimierende Zellen grine Fluoreszenz (eine
Zusammenfassung zu GFP findet sich in (Tsien, R. Y., 1998)). Die Fluoreszenz wurde mit Hilfe
des Fluoreszenz-Mikroskops visualisiert (vgl. Kap. 6.2.4.3.) und so der Prozentsatz transfizierter
Zellen abgeschétzt.

Abbildung 7 zeigt die Effizienz einer CaPO,-Transfektion in den verwendeten Zellinien. Sie
lag zwischen etwa 10% fur 85HG66-Zellen und 80 bis 90% fur HEK293-Zellen. Die Abbildung
zeigt die Zellen 12 Stunden nach einer Transfektion zur Bestimmung der Rev-Transaktivierung
(Kap. 3.2). PFred143 wurde mit dem CAT-Expressionsplasmid pDM128, pGL3-RFB zur
Luciferase-Expression und pBSPL als Leerplasmid transfiziert (vgl. Kap. 3.2.; 6.2.1.4.1.; 6.1.2.).
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Abb. 7: Die Transfektionseffizienz der CaPO,-Transfektion in den in dieser Arbeit verwendeten
Zéellinien am Beispiel der GFP-Expression.
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Die Luciferase-Messungen dienten zur Kontrolle fir die Expressionsaktivitét der jewells
verwendeten Zellinie und fur die Transfektionseffizienz. Da fur jeden Ansatz die gleiche Menge
Luciferase-Plasmid verwendet wurde, sollten sich die Luciferase-Messwerte innerhalb einer
Zellinie nicht wesentlich voneinander unterscheiden. Der Schwellenwert fur die Abweichung
wurde auf 50% festgesetzt; darunter fallen sowohl verschiedene Ansétze einer Transfektion als
auch Paralleltransfektionen mit demselben Transfektionsgemisch und Doppel bestimmungen.
Wichen die Werte mehr als 50% voneinander ab, so lag der Schlu3 nahe, dal3 der
Transfektionsansatz einen Einflul3 auf die Zellen hatte. Insbesondere der Vergleich der
Luciferase-Werte einzelner Ansétze zu dem Luciferase-Wert einer paralelen Transfektion nur
mit Luciferase-Plasmid gibt wichtige Auskinfte dartiber, ob z. B. eines der im Transfektionsmix
vorhandenen Plasmide selber oder von den Plasmiden kodierten Proteine einen toxischen
Einflul? auf die Zellen haben koénnte.

In dieser Arbeit wurden Luciferase-Plasmide unter Kontrolle des Rous-Sarkom-Virus (RSV)-
bzw. Reilley-Finkel-Biskis-Virus (RFB)-Promotors verwendet. Beide Promotoren stammen aus
C-Typ Retroviren; RSV ist ein Retrovirus des Huhns und RFB der Maus (vgl. Kap. 6.1.2. und
Abb. 8, pRSVIuc und pGL3-RFB). Der RFB-Promotor fihrte in allen Zellinien zu einer
stérkeren Luciferase-Expression (Daten nicht gezeigt). Insbesondere in Zellinien mit geringer
Transfektionseffizienz war daher die Verwendung von pGL3-RFB gegeniiber pRSVIuc von
Vortell. Auf die Luciferase-Messungen wird im Zusammenhang mit den einzelnen
Experimenten eingegangen.

3.1.2. Fir die Transfektionen verwendete Plasmide

Abbildung 8 faldt die in dieser Arbeit verwendeten Reporterplasmide (Abb. 8A) und
Expressionsplasmide (Abb. 8B und 8C) zusammen. Insbesondere unterscheiden sich die
Promotoren der Expressionsplasmide (im wesentlichen CMV-Promotor oder HIV-LTR). Zudem
soll verdeutlicht werden, dal3 die fir die Bindungs- und Oligomerisierungsstudien (Kap. 3.4. und
3.6.) verwendeten Effektorplasmide bis auf die jeweils kodierenden Sequenzen identisch sind.
Dieses Vorgehen tragt zur Vergleichbarkeit der Daten untereinander bei. Die Rev-kodierenden
Sequenzen sind hauptsachlich aus dem HIV-1 Isolat HXB-3 abgeleitet. Lediglich RevM10BL
und die Rev-Sequenz in pCsRevGFP wurde aus dem HIV-1 Isolat HXB-2 abgel eitet.

Genauere Information zur Herstellung und Herkunft der einzelnen Plasmide finden sich in
Kap. 6.1.2.

Abb. 8 (folgende Seiten): Die Abbildung gibt eine Ubersicht tber die in dieser Arbeit
verwendeten Plasmide. SD — Spleiffdonor, SA — SpleiRakzeptor, hfs — human flanking
sequences.

25



Ergebnisse
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3.2. Die Rev-abhangige Transaktivierung der Expression des Reportergens
cat in humanen Astrozyten

Bisherige Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zeigten, dal3 die Transaktivierung der Rev-
abhangigen Proteinsynthese in Astrozyten um etwa einen Faktor 10 schwécher ist as in
Kontrollzellinien (Ludwig, E. et a., 1999). Fir diese Experimente wurde ein Testsystem
verwendet, das auf transienten Transfektionen beruht und in dem das HIV-1 p24°®-
Strukturprotein Rev-abhangig exprimiert wird (Kap. 1.1.2.2.2.). Im Gegensatz dazu beschrieben
Gorry et a. unter Verwendung eines CAT-Reportergenassays eine unverminderte Rev-
Transaktivierung in der Astrozytomzellinie U251 im Vergleich zu HeL a-Kontrollzellen (Gorry,
P. R. et a., 1999). Ferner wurden im Rahmen dieser Arbeit weitere CAT-Reportersysteme zur
Untersuchung funktioneller Eigenschaften der viralen Regulatorproteine Rev und Tat verwendet
(Kap. 3.3. his3.6.).

Damit ergaben sich zwei zentrale Fragestellungen:

- Ist die verminderte Rev-Transaktivierung in Astrozyten unter Umstdnden auf einen
Einflufd des Testsystems selber und/oder in den verwendeten Plasmiden enthaltener HIV -
Sequenzen zurickzufihren? In der Literatur wurde verschiedentlich ein Einfluld der
HIV-RNS selbst auf die Rev-Abhéangigkeit der Expression nachgewiesen (Sakai, H. et
a., 1995) (Schwartz, S. et a., 1992). Daher wurde die Rev-Funktion mit Hilfe eines
nicht-HIV -abgel eiteten Reportersystems in Astrozyten untersucht.

- Kann ein Einflud des CAT-Testsystems oder einzelner Komponenten daraus auf die
Testergebnisse in Astrozyten ausgeschlossen und damit die Verwendbarkeit von CAT as
Reportergen in Astrozyten sichergestellt werden?

Zur Untersuchung der Rev-Transaktivierung im Rahmen dieser Arbeit wurde das von Gorry
et a. beschriebene CAT-Reportersystem benutzt (Gorry, P. R. et al., 1999). Das
Reporterplasmid pDM128 (Abb. 8, S. 26, und Abb. 38, S. 79) enthélt das cat-Gen unter der
Kontrolle des SV40-Promotors. Daritiber hinaus sind Teile des env-Gens (abgeleitet aus dem
HIV-1 Stamm SF2) einschliefflich der RRE enthalten. Das Konstrukt hat einen Spleif3donor und
—akzeptor und somit ein einzelnes Intron, das das cat-Gen trégt. Ist in den Zellen Rev
vorhanden, wird die ungespleite mRNS zur Trandation aus dem Kern ins Zytoplasma
transportiert. Ist kein Rev vorhanden, so wird die mRNS gespleif3t und erst dann ins Zytoplasma
transportiert. Sie enthélt das Intron nicht mehr, und eine Trandation des cat-Gens kann nicht
stattfinden (Hope, T. J. et a., 1990).

Die Rev-abhéangige Transaktivierung der Expression des cat-Reportergensin pDM 128 wurde
far die humanen Astrozytomzellinien 85HG66, U138, U251, U373 und U87 im Vergleich zu
den beiden Kontrollzellinien HeL a und HEK 293 untersucht (Informationen zu den Zellinien und
ihrer Herkunft finden sich in Kap. 6.1.1.). Dazu wurden die Zellinien in Doppelansitzen mit
pDM 128 mit und ohne Effektorplasmid pcRev jeweils in Gegenwart des Rev-unabhéngigen
Reporterplasmids pGL3-RFB nach der CaPO,-Methode transfiziert. Die Zellen wurden geerntet
und die Acetylierungs- (Umsatz-) raten des CAT-Substrates Chloramphenicol durch das CAT-
Enzym im funktionellen Test bestimmt (Kap. 6.2.3.4.). Die Werte wurden in Anlehnung an die
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Bedingungen von Hope et a. auf die Expression der Luciferase as unabhéngigem Reporter
standardisiert (Hope, T. J. et ., 1990).

Als relative Einheit zum Vergleich der Stimulation der CAT-Expression durch Rev in den
verschiedenen Zellinien wurde die Induktion ermittelt (zur Berechnung und Definition der
Induktion vgl. Kap. 6.2.3.3.). Dazu wurde die Chloramphenicol-Umsatzrate im Ansatz mit Rev
(= aktivierter Wert) durch die Umsatzrate im Ansatz ohne Rev (= Basalwert) geteilt. Da in
Abhangigkeit von der Transfektionsrate und Expressionsaktivitét der Zellen unterschiedliche
Proteinmengen und Inkubationszeiten in den Test eingesetzt wurden, sind die Umsatzraten nur
innerhalb einer Transfektion und einer Zellinie miteinander vergleichbar, die verschiedenen
Zéellinien und Einzelexperimente dagegen nur unter Verwendung der Induktionen.

Wichen die Luciferase-Werte innerhalb der verschiedenen Ansdize einer Transfektion
(sowohl in den Doppelansédtzen als auch im Vergleich der Ansdtze mit bzw. ohne Rev) mehr als
50% voneinander ab, so wurde der Versuch nicht gewertet. Der Schwellenwert findet auch fur
die CAT-Umsétze aus den Doppel bestimmungen Anwendung.

3.2.1. Optimierung der Transfektionsbedingungen

Da die Effizienz und somit die Aussagekraft eines Reportergenassays in Zellinien wesentlich
von der Menge der einzelnen Plasmide und ihrem Verhdtnis zueinander abhéngt, wurden diese
Konzentrationen zunéchst titriert. Zuwenig Plasmid (Effektor- oder Reportergenkonstrukt) kann
zu fur die jeweilige Zdllinie suboptimalen Induktionen fuhren, da z. B. die Hintergrund-
expression (ohne Effektor) unter der Nachweisgrenze liegt. Zu hohe Plasmidmengen dagegen
flhren zu einer Séttigung, in deren Folge die Transaktivierungen und damit auch die
Induktionen sinken. Die Transfektion von zuviel Plasmid kann zu einer selektiven
Akkumulation von Transkriptionsfaktoren an dem transfizierten Promotor fihren, und die Zelle
kann andere fir sie wichtige Expressionsaktivitéaten nicht mehr ausiiben. Die Plasmidmenge
steht nicht mehr in einem linearen Verhéltnis zur Expression des Plasmides. Experimentell ist
dies an einer Abnahme der Luciferase-Expression zu erkennen.

Die Menge an Plasmid pro Ansatz richtet sich nach der Transfektionsmethode und der
Zéellinie. In Anlehnung an die Literatur, in der pDM128 als Reporterplasmid fur die Rev-
Transaktivierung verwendet worden ist, wurde das Verhdtnis von pDM 128 zu pcRev zunéchst
auf 3:2 festgelegt (Hope, T. J. et al., 1990) (Malim, M. H. et a., 1991) (Hua, J. et a., 1996)
(Bogerd, H. P. et a., 1998). Zur Bestimmung der optimalen Plasmidmenge wurde in einem
Vorversuch die Menge an pDM128 in U373-Astrozytomzellen und HelLaKontrollzellen
zwischen 0,38 und 5 pg variiert, die Menge an pcRev entsprechend dem festgelegten Verhéltnis
3:2 zwischen 0,25 und 3,33 pg.

Das Ergebnis der ersten CAT-Messung ist in Abbildung 9 gezeigt. Es wurden 8 g der U373-
Lysate und 10 pg der HeLa-Lysate in den funktionellen CAT-Test eingesetzt. Die Abbildung
zeigt die Rohdaten als Prozent Substratumsatz durch das CAT-Enzym, aufgetragen gegen die
Menge an pDM128 im jeweiligen Ansatz. Die Werte mit und ohne Rev sind in separaten
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Kurven dargestellt. Tab. 1 falit die zugehtrigen Rohdaten aus der CAT- und der jeweils
parallelen Luciferase-Messung zusammen.

In der Kontrollzellinie HeLa blieb der CAT-Wert im Ansatz ohne Rev trotz steigender
Menge pDM 128 nahezu konstant. Dagegen stieg der induzierte Wert mit wachsender Menge
Rev stetig an. In U373-Zellen dagegen stiegen beide Kurven mit der Effektormenge an. Diese
Zellinie zeigte also eine hohere Basal aktivitét von pDM 128 bereits ohne den Effektor.

HelLa U373
CAT Umsatz (%) CAT Umsatz (%)
14 35
12 30 /'
8 /r 20 / /o
6 15 1 o/
4 A 10 / /
2 1 5 5 g2
o I2 I4 IG C 2 4 I6
ug pDM 128 ug pDM 128
® + Rev
O - Rev

Abb. 9: Die Abbildung zeigt die CAT-Umsétze aus einer Transfektion mit steigender Menge
pDM128 mit und ohne pcRev. Fur den Ansatz mit Rev wurden zwei Drittel der jeweiligen
pDM 128-Plasmidmenge an pcRev kotransfiziert. Dargestellt ist ein Vergleich zwischen Hel a-
Kontrollzellen und U373-Astrozytomzellen. Fir beide Zellinien ist der uninduzierte Wert (ohne
Rev) sowie der induzierte Wert (mit Rev) in Prozent Umsatz des CAT-Substrates al's Kurve Uber
die verschiedenen Plasmidkonzentrationen angegeben. Die Rohdaten sind in Tab. 1
zusammengefalit.

ug pDM 128 0,38 0,38 0,6 0,6 1 1 5 5
Ug pcRev -- 0,25 -- 0,4 -- 0,66 -- 3,33
U373
% CAT Umsatz 3,6 2,6 3.8 134 11 21,5 18,7 30,1

Luciferase (RLU) 34333 15076 | 37371 64210 | 76091 53401 19241 26923

HelLa
% CAT Umsatz 0,83 1,7 0,7 4 1 7,5 1,2 11,9
Luciferase (RLU) 34471 37025 30924 47791 63301 41798 10608 12480

Tab. 1: Die Tabelle gibt die CAT-Rohdaten mit den verschiedenen Plasmidkonzentrationen aus
Abb. 9 und den zugehdrigen Luciferase-Werten pro 50 pug Gesamtprotein im Vergleich an. Die
CAT-Umsdtze wurden unter Verwendung von 8 pug Gesamtprotein fur U373-Zellen und 10 pg
Gesamtprotein fur HeLa-Zellen ermittelt.

Die jeweiligen genauen Plasmidmengen sind in Tabelle 1 angegeben. Der Ansatz mit 0,38 g
pDM 128 wies in U373-Zellen eine hohe Abweichung der Luciferase-Werte mit bzw. ohne Rev
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auf (>50%) und wurde in keine weiteren Berechnungen mit einbezogen. Die Werte sind jedoch
in diesem Zusammenhang mit aufgelistet, da sich zeigte, dal3 diese Plasmidkonzentration und
damit die Aktivierung der CAT-Expression fur die durchzufiihrenden Experimente zu gering
war (in der Tabelle CAT-Umsétze mit Effektor von 2,6 und 1,7 Prozent).

Aufgrund der hohen Effektor-unabhangigen CAT-Expression in Astrozyten wurden zur
Berechnung der Induktionen aus diesem Experiment verschiedene Verdinnungen der
Proteinlysate fir den CAT-Test eingesetzt (vgl. Kap. 6.2.3.4.). Dieses Vorgehen gewéhrleistet,
dad3 innerhalb des Messbereiches die CAT-Menge aus dem Lysat proportional zum
Substratumsatz ist (Kap. 6.2.3.4.). Bei diesem und in allen folgenden Experimenten zur
Bestimmung einer Induktion im funktionellen CAT-Test wurde darauf geachtet, die Lysate so zu
verdinnen, dal3 der Umsatz ohne Effektor zwischen 1 und 3 Prozent lag (Kap. 6.2.3.4.). Der
Hintergrund der CAT-Messung in einem Ansatiz ohne CAT-Reporterplasmid (mock-
Transfektion) liegt bei £ 1%; Werte >1% sind reproduzierbar messbar. Der zugehdrige Wert mit
Effektor wurde in derselben Weise verdiinnt; dabei sollte der induzierte Wert 50 Prozent Umsatz
maoglichst nicht Uberschreiten (vgl. auch das Beispiel in Kap. 6.2.3.4.).

Die Induktionen aus diesem Experiment sind in Abbildung 10 dargestellt. Die in die
Berechnung der Induktionen eingegangenen Rohdaten sind auf die Luciferase-Werte
standardisiert worden. Die maximale Induktion der CAT-Expression durch Rev ergab sich in
beiden Zellinien unter Verwendung von 1 pg pDM 128 und 0,6 g pcRev. Bel weiter steigenden
Mengen pDM 128 nahmen die Induktionen sowie die absoluten Luciferase-Werte wieder ab, was
darauf hindeutet, daf3 die Plasmidmengen toxisch fur die Zellen sind (Kap. 3.2.1.).

Aufgrund dieser Daten wurde die Plasmidmenge von pDM128 pro Ansatz im 60 mm
Kulturschachen auf 1 pg festgelegt. Im gezeigten Experiment wurde ein 6facher Unterschied in
der Rev-abhangigen Induktion der Reportergenaktivitéat in HeLa-Zellen (19,6) und U373-Zellen
(3,2) festgestelt.

Induktion
20
15
10
5
o L [mm l_.
0,38 0,6 1 5 ug pDM 128
o U373 1,61 2,04 32 151
B Hela 1,53 3,8 19,6 11,43

Abb. 10 : Die Aktivierung der CAT-Expression durch Rev in Abhangigkeit der Menge an
pDM 128 in U373-Astrozytomzellen und Hel a-Kontrollzellen. Die genauen Induktionen sind in
der Tabelle angegeben. Die Rohdaten wurden auf die Luciferase-Messungen standardisiert
(Daten nicht gezeigt).
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In einem weiteren Experiment wurde bei 1 ug pDM 128 die pcRev-Konzentration zwischen
0,1 und 10 pg variiert. Es wurden HelL a-Kontrollzellen und U138-Astrozytomzellen verglichen.
Die Induktionen sind in Abbildung 11 angegeben, Tab. 2 gibt die entsprechenden Werte und die
Ergebnisse der Luciferase-Messungen im Einzelnen an.

Die Messungen ergaben wieder einen deutlichen Unterschied zwischen den beiden Zellinien.
Die Kontrollzellinie unterstiitzte die Rev-abhangige Reportergenexpression bei pcRev-
Konzentrationen zwischen 0,1 und 5 pg um einen Faktor von 17,3 bhis 80, die
Astrozytomzellinie nur um 2,1 bis 7,6. Steigende Mengen an Rev flhrten dabel in HeL a-Zellen
Zu einer welteren Expressionssteigerung des Reportergens cat, in U138-Zellen blieb die
Induktion ab einer Konzentration von 1 pg pcRev konstant. Die Kontrollzellinie unterstiitzte im
Vergleich zur Astrozytomzellinie die Rev-Funktion durchschnittlich 8,9fach stérker. Diese
Werte sind fir die verschiedenen Ansétze in Tab. 2 unter ,, Induktion HeLa/U138" als Quotient
aus der Induktion in HeLa-Zellen und der Induktion in U138-Zellen angegeben. Aufféllig ist,
dal’ schon mit nur 0,1 pg pcRev die Induktion in HeLa-Zellen 8,2fach héher ist als in der
Astrozytomzellinie.

Bel einer weiteren Steigerung der Menge an pcRev auf 10 pg sank der Luciferase-Wert in
HeLa-Zellen auf ein Drittel des Wertes ohne Rev, so da3 diese Ansdtze nicht mehr zu
berticksichtigen waren. Auch fur den Wert mit 5 pg pcRev ist in beiden Zellinien schon ein
deutlicher Ruckgang der Luciferase-Werte zu verzeichnen. Diese Plasmidmengen sind
offensichtlich toxisch fir die Zellen. Die Berichtigung um den niedrigen Luciferase-Wert erhoht
die Induktion in HeL a-Zellen auf 80.

Ein ahnliches Experiment wurde fur U373- und HelLaZellen durchgefihrt. Es wurden
Konzentrationen von 0,05 bis 1 pg Rev verwendet. Wahrend die Induktion in HelLa-Zellen
kontinuierlich auf 25 stieg, stagnierte die Induktion fir U373-Zellen bei 3 (Daten nicht gezeigt).

Induktion 100

80 0 O HelLa
® U138

60

ol
ot/

[a]
I‘/‘/._——. @
0 - i ) ' Mg pcRev
0 2 4 6

Abb. 11: Aktivierung der Expression des Rev-abhangig regulierten Reportergens cat im
Plasmid pDM 128 durch steigende Mengen Rev. Dargestellt ist ein Vergleich zwischen HelL a
Kontrollzellen und U138-Astrozytomzellen. Die angegebenen Induktionen berechneten sich aus
den Werten eines in Doppelansdtzen ausgefthrten Experimentes und wurden auf die Luciferase-
Werte standardisiert.
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Mg pcRev 0,1 0,5 1 2 5
HeLa  Induktion 17,3 45,8 56,2 58,8 80,7
Luciferase (RLU) 32630 32454 23283 33213 19921
U138 Induktion 2,1 4,6 6,9 7,6 7,6
Luciferase (RLU) 202988 263762 224208 198519 189497
Ind. HeL /U138 8.2 9.8 8.2 7.7 10.6

Tab. 2: Die Tabelle zeigt die Induktionen aus Abb. 11 mit den zugehorigen Luciferase-Werten
aus den einzelnen Ansatzen zum Vergleich.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden die Standardkonzentrationen der Plasmide in den
Transfektionen zur Prufung der Transaktivierungseigenschaften von Rev auf 1 pg pDM128 und
2 ng pcRev festgelegt. Diese Konzentrationen gewdhrleisteten eine gleichbleibende
Transkriptionsaktivitét in den Zellen (vgl. insbesondere den Luciferase-Wert in HeL a-Zellen fir
5 ug pcRev, der nur noch 60% des Wertes fur 0,1 pg betragt). Dartiber hinaus konnte gezeigt
werden, dald die Induktion in der Astrozytomzellinie U138 bel dieser Konzentration ein
Maximum erreicht hat. Eine weitere Steigerung der Menge an Rev in den Zellen fuhrte zu keiner
weiteren Erhdhung der Transaktivierung.

Fir die Zellinien U373 und Hel.a konnte gezeigt werden, dal’ die Steigerung der Menge an
pDM 128 zu keiner weiteren Erhéhung der Induktion fihrt. Es konnte somit auch ausgeschlossen
werden, dal? die CAT-Expression durch die Menge an Reporterplasmid limitiert wird.

3.2.2. Die Rev-abhangige Transaktivierung der Expression des Reportergenscat ist in
humanen Astrozytomzellinien vermindert

Zur Untersuchung der Rev-Transaktivierung wurden pro Zellinie zwischen zwel und finf
unabhangige Transfektionsexperimente in Doppelansdtzen durchgefihrt. Die Induktionen
berechneten sich nach Normalisierung der Werte auf die Luciferase-Daten as Erhdhung der
Basalaktivitat von pDM 128 durch die Rev-abhangige Regulation.

Abbildung 12A zeigt die Induktionen fur die einzelnen Zellinien. Der Mittelwert der
Induktionen in den Kontrollzellinien betrug 27,9 und 18,7, die mittleren Induktionen aus den
Astrozytomzellinien lagen zwischen 2,1 und 6,1. Zusammengefald war die Rev-abhangige
Transaktivierung im Mittel von 15 Werten aus funf verschiedenen Astrozytomzellinien mit 4,7
um einen Faktor von 5,2 niedriger als das Mittel der acht Werte aus den beiden Kontrollzellinien
mit 24,5 (Abb. 12B).
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Abb. 12: Transaktivierung der CAT-Expression durch den virden Regulator Rev in
Astrozytom- und Kontrollzellinien. A stellt die Ergebnisse der einzelnen Zellinien dar, B fal3t
die Astrozytom- bzw. Kontrollzellinien zusammen. Punkte kennzeichnen Einzelexperimente in
Doppelansétzen, Sdulen den Mittelwert.

Die Ergebnisse wurden mit Hilfe der GraphPad PRISM® Software statistisch ausgewertet
(Kap. 6.2.4.1.). Mit p = 0,0007 ergab sich ein hochsignifikanter Unterschied zwischen den
beiden Ergebnisgruppen, die einer Gaul3 schen Normalverteilung entsprechen (Kap. 6.2.4.1.).

Das in Abbildung 11 (S. 32) dargestellte Experiment, in dem die Menge an Rev-
Expressionsplasmid titriert wurde, zeigte, dal3 in U138-Zellen eine Steigerung der pcRev-Menge
auf mehr als 2 pg keine weitere Aktivierung der CAT-Expression zur Folge hatte. Daher konnte
ausgeschlossen werden, dal3 die geringere Induktion in Astrozyten im Vergleich zu
Kontrollzellen auf eine geringe Expression und damit Verflgbarkeit von Rev in diesen Zellen
zurlckzufihren ist.

Eine Bestdtigung der Spezifitdt der Daten ergab sich aus den Experimenten, die in
Abbildung 13 fur zwei Kontroll- und zwei Astrozytomzellinien dargestellt sind. Bei der
Kotransfektion von pDM128 mit der Bindungs-defekten Mutante RevM5 anstelle des Rev-
Wildtyps ergab sich keine Steigerung der Basal aktivitét aus dem Ansatz pDM 128 ohne Effektor.
Die beiden Plasmide pcRev und pcRevM5 sind identisch bis auf einen Austausch von sechs
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Nukleotiden an Position 110-115 der Rev-Sequenz in pcRevM5 (vgl. Kap. 6.1.2. und Abb. 8,
S. 27). Der Austausch fuhrte zur Verénderung der Aminosduren 38 und 39 in der RNS
Bindungsdomane von RR nach DL (vgl. auch Abb. 4, S. 9). Die Verwendung der Mutante als
Spezifitatskontrolle wurde fur ale verwendeten Zellinien durchgefiihrt, wobei in keinem
Versuch eine Aktivierung durch RevM5 beobachtet werden konnte. Damit konnte bestétigt
werden, dal3 die beobachtete Aktivierung der CAT-Expression nur auf den Einflul® von Rev
zurlckzufihren ist.

CAT Umsatz (%) 50

O pDM128
0 O pDM128 + pcRevM5
E pbDM128 + pcRev
30
20
10
0
HEK293 HelLa U373 U138
Induktion (Rev) 12 18 4,7 2
Kontrollzellinien Astrozytomzellinien

Abb. 13: Die Rev-abhangige Transaktivierung des Reporergens cat in den Kontrollzellinien
HEK?293 und Hel.a sowie den Astrozytomzellinien U373 und U138. Dargestellt ist der CAT-
Umsatz in Prozent nach Transfektion von pDM128 ohne Effektor, mit wtRev bzw. der
Bindungs-defekten Mutante RevM5. Die Werte wurden auf die Luciferase standardisiert, die
Induktionen sind zum V ergleich angegeben.

Dartiber hinaus konnte die Transaktivierung von pDM128 durch Kotransfektion mit einem
weiteren RRE-enthaltenden Plasmid gehemmt werden (Daten nicht gezeigt). Auch dieses
Ergebnis bestétigt die Spezifitét der Aktivierung. Die zusétzlichen RRE-Sequenzen kompetieren
mit der CAT-RNS um die Rev-Bindung.

Die Experimente konnten zeigen, dal3 die Transaktivierung des Rev-abhangig exprimierten
Reportergenkonstruktes pDM128 in  humanen  Astrozytomzellinien gegeniber  der
Transaktivierung in Kontrollzellinien signifikant vermindert ist.

3.2.3. DieLokalisation von RevM5

RevM5 wurde im wesentlichen von Malim et al. charakterisiert (Malim, M. H. et al., 1989)
(Maim, M. H. und Cullen, B. R., 1991). Die Lokalisation von RevM5 wurde als grofdtenteils
zytoplasmatisch beschrieben, eine Bindung an die RRE konnte nicht festgestellt werden. RevM5
ist nicht funktionell (Kap. 1.1.2.2.2.). Durch die Mutation ist sowohl die RNS-Bindungs- als
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auch die Kernimport-Domane betroffen. Da RevM5 im weiteren Verlauf dieser Arbeit im
Oligomerisierungstest fur Rev (Kap. 3.6.) noch verwendet wird, wurden die Eigenschaften
dieser Mutante insbesondere in Astrozyten naher charakterisiert. Dazu wurde zunéchst die
Lokalisation von RevM5 in Astrozyten und Kontrollzellen ermittelt. Ferner wurde geprift, ob
das Importsignal vallig inaktiviert ist oder ob ein Teil von RevM5 noch im Zellkern verfigbar
ist. Diese Verflgbarkeit gibt wichtige Hinweise darauf, ob die Funktionslosigkeit von RevM5
wesentlich auf die fehlende Bindung oder auch auf die Akkumulation im Zytoplasma
zurlckzufihren ist.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 14 dargestellt. Die Lokalisation von RevM5 wurde
zunachst in der indirekten Immunfluoreszenz nachgewiesen (Abb. 14A, fir Hela- und U138-
Zellen). Da sich jedoch in der Literatur Hinweise darauf fanden, dald die Fixierung und
Permeabilisierung von Zellen die Proteinlokalisation verandern kann (Lee, S. et al., 1999)
(Szilvay, A. M. et a., 1997), wurde die Lokalisation in lebenden Zellen anhand eines
RevM5GFP-Fusionsproteins bestétigt (Abb. 14B). Beide Nachweismethoden zeigten deutlich
die Lokalisation von RevM5 im Zytoplasma von Astrozyten und Kontrollzellen.

Allerdings kann anhand der Ergebnisse aus Abbildung 14 A und B keine klare Aussage
gemacht werden, ob RevM5 ausschliefdlich zytoplasmatisch lokalisiert ist oder zu einem
geringen Teil auch im Zellkern vorliegt. Der Anteil im Kern kann unter der Nachweisgrenze der
Methode liegen. Bestimmt man beispielsweise die Lokalisation von Rev in HeLa-Zellen, so
findet man es im Zellkern und in den Nukleoli; Rev ist aber ein shuttle-Protein und muf3 zur
Erfallung seiner Funktion auch im Zytoplasma lokalisieren (Kap. 1.1.2.2.2.).

Um die Akkumulation im Kern zu fordern, wurden U138- und HeLa-Zellen zusétzlich mit
Leptomycin B (LMB) behandelt (Abb. 14C). LMB inhibiert den Export von Rev durch
spezifische Interaktion mit dem Exportrezeptor CRM1 (vgl. Kap. 1.1.2.2.2.). LMB wurde in
einer Konzentration von 10 nM ins Medium gegeben, eine deutliche Akkumulation von
RevM5GFP im Zellkern war nach 20 bis 40 min festzustellen. Nach 20 min mit LMB stellte sich
in HeL a-Zellen eine stérkere Farbung im Aul3enbereich des Zellkerns ein (vgl. die beiden Zellen
rechts im Bild, gut sichtbar durch die schwéachere Gesamtfluoreszenz). Nach 30 min befand sich
RevM5GFP in jedem Zellkern. In U138-Zellen erkannte man schon nach 20 min eine
gleichméidige Farbung, nach 40 min war das Zytoplasma deutlich schwacher geféarbt as der
Zellkern.
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Abb. 14: Die Lokalisation von RevM5 in Kontrollzellen und Astrozyten. A zeigt die
Lokalisation von RevM5 in der indirekten Immunfluoreszenz. B zeigt die Lokalisation von
RevM5GFP in lebenden Zellen. C zeigt am Beispiel von HelLaKontrollzellen und U138-
Astrozytomzellen die Akkumulation von RevM5GFP im Zellkern durch die Behandlung mit
10 nM LMB dUber einen Zeitraum von 40 min. Die Transfektionen wurden mit dem
FUGENEO 6-Transfektionsreagenz durchgefihrt (Kap. 6.2.1.4.2.).
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Somit konnte bestdtigt werden, dal3 die Lokalisation von RevM5 in Astrozyten der
Lokalisation in Kontrollzellen entspricht und daf’ das Protein prinzipiell in der Lage ist, in den
Zellkern importiert zu werden. Die Importaktivitét ist demnach nicht wie die Bindungskapazitét
ganz ausgeschaltet, sondern beeintréchtigt.

3.2.4. Der Einflu3 von Rev auf einen unabhangigen Promotor

In jeder der in Kapitel 3.2.2. gezeigten Transfektionen wurde pGL3-RFB als Rev-
unabhangiger Reporter kotransfiziert. Das Plasmid enthdt den LTR-Promotor eines C-Typ
Retrovirus der Maus, Reilley-Finkel-Biskis, der die Expression der Firefly-Luciferase steuert.
Die Luciferase-Werte wurden fur jedes Zellysat bestimmt und durften sowohl innerhalb der
Doppelbestimmungen als auch fur die Ansdtze mit bzw. ohne Rev nicht mehr als 50%
voneinander abweichen, andernfalls wurde das Experiment nicht berticksichtigt. Dadurch wird
eine gleichméldige Transkriptionsaktivitdt der Zellen in den verschiedenen Ansdtzen
gewahrleistet und es werden gleichzeitig Hinweise auf einen moglichen Einflul® von Rev auf die
generelle Transkriptionsaktivitét der Zellen erhalten. Bond et al. beschrieben einen toxischen
Einflul von Rev, der die Expression von Reportergenen (Luciferase, -Galaktosidase) in
Zéellinien signifikant senkte (Bond, V. C. et a., 1997).

Die Ergebnisse der Luciferasemessungen aus den in Kap. 3.2.2. beschriebenen
Transaktivierungsexperimenten sind in Abbildung 15 dargestellt. Die Werte wurden jeweils auf
50 ng Gesamtprotein standardisiert. Es zeigte sich, dal3 die Anwesenheit von Rev keine
Auswirkung auf die algemeine Transkriptionsaktivitdt der Zellen hatte. Damit war
sichergestellt, dal3 Rev — zumindest in den hier verwendeten Konzentrationen - keinen toxischen
Einflufd auf die Expressionsaktivitét der Zellen ausiibt.

Darliber hinaus zeigten die Daten, dal3 die Zellen sich prinzipiell in ihrer Aktivitat
unterscheiden. So sind beispielsweise die durchschnittlichen Luciferase-Werte in U251-Zellen
um einen Faktor 1000 hoher als die Luciferase-Werte in 85HG66-Zellen. Diese Beobachtung
verdeutlicht abermals die Notwendigkeit, Zellinien nicht anhand der absoluten Messdaten,
sondern mittels einer relativen Grof3e wie der Induktion zu vergleichen.
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Abb. 15: Die Expression des Reportergens luciferase in den verschiedenen Zellinien. Die Werte
wurden paralel zum CAT-Umsatz in den Experimenten zur Rev-Transaktivierung gemessen.
Fir jede Zellinie wurden die Luciferase-Werte (in relativen Licht-Einheiten (RLU) pro 50 g
Gesamtprotein) in Gegenwart bzw. Abwesenheit von Rev verglichen. Gleiche Symbole
kennzeichnen Werte aus einer Transfektion (als Mittelwert aus Doppelbestimmungen), die
Séulen die Mittelwerte daraus.

3.3. DieFunktion von Tat in humanen Astrozyten

3.3.1. Die Transaktivierung der HIV-LTR durch Tat

Tat hat eine wichtige Bedeutung als zweites essentielles HIV-kodiertes Regulatorprotein, das
wie Rev auf RNS-Ebene agiert und in diesem Zusammenhang fir viele Experimente als
Positivkontrolle dienen kann. DarUber hinaus ist die uneingeschrankte Funktion dieses
Transkriptionsaktivators in den hier verwendeten Zellinien Voraussetzung fur die Anwendung
der in den spéteren Kapiteln 3.4. und 3.6. der vorliegenden Arbeit beschriebenen Experimente
zum Bindungs- und Oligomerisierungsverhalten von Rev.

Die Funktion von Tat wurde in der Literatur auch fur Astrozytomzellinien bereits
beschrieben, jedoch liegen die Angaben zur Stérke der Stimulation der Expression zwischen 3-
und 150fach. Dabei kdnnen die Ergebnisse z. B. as Folge der angewandten experimentellen
Methode (wie Transfektion oder Infektion) als auch in Abhadngigkeit von den verwendeten
Plasmiden oder Reportergenassays variieren. So beschrieben beispielsweise Han et al. eine
Aktivierung der LTR durch Tat in HeLa-Zellen um einen Faktor von 142, Gorry et al. fanden
dagegen eine nur 3fache Aktivierung fir die gleiche Zellinie (Han, P. et a., 1991) (Gorry, P. R.
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et al., 1999). Fur die Astrozytomzellinie U87 liegen Untersuchungen vor, die die Aktivierung
mit 50 bis 90 oder aber 20 angeben (Taylor, J. P. et a., 1992) (Taylor, J. P. und Khalili, K.,
1994). Es war daher notwendig, die Funktion von Tat in allen verwendeten Zellinien mit demin
dieser Arbeit angewandten CaPO,-Transfektionssystem zu untersuchen.

Dazu wurden die vier Astrozytomzellinien U87, U138, U373 und 85HG66 sowie die beiden
Kontrollzellinien HeLa und HEK 293 transient mit dem Reporterplasmid pHIVDnpsL TRCAT in
Gegenwart bzw. Abwesenheit des Effektorplasmides pcTat transfiziert. Abbildung 16 zeigt eine
schematische Darstellung des Testprinzips. PHIVDnpsLTRCAT enthélt das cat-Gen unter der
Kontrolle des LTR-Promotors, d. h. die Transkription des cat-Gens wird Tat-abhangig
stimuliert. Das Plasmid tragt eine Deletion im nef-Gen, die von Ludvigsen et a. als nps (nef
partial sequence) beschrieben wurde (Ludvigsen, A. et al., 1996). Die nps-Sequenz reguliert die
Aktivitét der HIV-LTR in HIV-infizierten Astrozyten herab.

1. Bindung Tat/TAR /
2. Aktivierung der Transkription

TAR
| wachsende mRNS

|
HIV-LTR | | cat-Gen

| PHIVANpsL TRCAT

3. Expression des cat-Gens

Abb. 16: Der experimentelle Ansatz zur Bestimmung der Tat-Aktivitét in Zellinien. Fir néhere
Angaben vgl. Text.

Zusétzlich wurde in jedem Ansatz das von dieser Regulation unabhéngig exprimierte
Luciferaseplasmid pGL3-RFB kotransfiziert. Alle Plasmide wurden in einer Konzentration von
1 ng pro Ansatz verwendet und die Transfektionen mindestens in Doppelansétzen ausgefihrt.
Die Induktionen as Mal3 fur die Stimulation der LTR-Aktivitdt ergaben sich in diesen
Experimenten aus dem CAT-Umsatz der Transfektion pHIVDnpsLTRCAT + pcTat dividiert
durch die Basalaktivitét aus der Transfektion pHIVDnpsLTRCAT ohne pcTat (zur Induktion
vgl. Kap. 6.2.3.3.).

Es wurde darauf geachtet, Plasmide zu verwenden, die bezlglich der Promotoren und des
Vektorhintergrundes moglichst denen entsprachen, die auch fir die spéteren Bindungsstudien
(Kap. 3.4.) verwendet wurden. Dieses Vorgehen sicherte gréftmdgliche Vergleichbarkeit der
erhaltenen Daten. Darlber hinaus kénnen aus der Tat-Transaktivierung Rickschliisse auf die zu
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erwartende HoOhe der Aktivierung im verwendeten Bindungssystem gezogen werden
(Kap. 3.4.4.). Abbildung 17 zeigt die Ergebnisse.
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Abb. 17: Transaktivierung der HIV-LTR durch den viralen Regulator Tat in Astrozytom- und
Kontrollzellinien. A zeigt die Ergebnisse fur die einzelnen Zellinien, B fald alle Astrozytom-
bzw. Kontrollzellinien zusammen. Punkte kennzeichnen Einzelexperimente in Doppelansétzen,
Saulen den entsprechenden Mittelwert.

Alle untersuchten Zellinien unterstitzten die Funktion von Tat (Abb. 17A); die Aktivitét der
LTR wurde um einen Faktor zwischen 11 und 15,8 gesteigert. Die CAT-Messungen wurden
tellweise mit dem CAT-ELISA, teillweise im funktionellen CAT-Test durchgefuhrt (Kap.
6.2.3.3. und 6.2.3.4.); es konnte keine Abhangigkeit zwischen der verwendeten Methode und der
Induktion festgestellt werden. So ergaben sich z. B. fur die Zellinie U87 mit dem ELISA
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Induktionen von 8,4 und 14,6, mit dem funktionellen Test in unabhangigen Experimenten 10,0
und 16,1 (vgl. auch das Beispiel in Kap. 6.2.3.4.).

Nimmt man alle 12 Werte fir die beiden Kontrollzellinien und alle 21 Werte fir die vier
Astrozytomzellinien zusammen (Abb. 17B), ergibt sich ein Mittelwert von 14,0 gegeniiber 12,7.
Die satistische Analyse der Daten erbrachte, dal3 beide Ergebnisgruppen einer Gaufld schen
Normalverteilung entsprechen und sich nicht signifikant voneinander unterscheiden (p = 0,42).
Die Standardabweichung lag fur die Astrozytomzellinien bel 4,1 und fur die Kontrollzellinien
bei 6,2.

Standardisiert man die Tat-Induktionen aus Abbildung 17B auf die jewells zugehérigen
Luciferase-Werte (vgl. Abb. 18, S. 43), liegt der Mittelwert fur die Kontrollzellinien bel 12
gegentber 14 aus den unstandardisierten Werten und fur die Astrozytomzellinien bei 13,9
gegentber 12,7. Diese Werte unterscheiden sich wiederum nicht signifikant voneinander oder
von den unstandardisierten Werten, so dal3 als Standardisierungsmal’ die relative Einheit der
Induktion gentigen soll.

Es kann festgehalten werden, dal’3 die Funktion des viralen Regulators Tat in den vier
getesteten Astrozytomzellinien im Vergleich zu zwel Kontrollzellinien, in denen eine produktive
HIV-Replikation stattfindet, nicht eingeschrankt ist.

3.3.2. Der Einfluf3von Tat auf einen unabhangigen Promotor

Analog zu den Luciferase-Daten aus Kap. 3.2.4. zur Rev-Transaktivierung wurden auch zu
jedem Experiment der Tat-Transaktivierung paralel die Luciferase-Werte ermittelt. Da Tat ein
genereller Transkriptionsaktivator ist, der Transkriptionsfaktoren rekrutiert (Kap. 1.1.2.2.1.),
gibt diese Kontrolle méglicherweise auch Hinweise auf einen Einflul® von Tat auf heterologe
Promotoren.

Die Daten sind in Abbildung 18 zusammengefald. Es war kein signifikanter Unterschied
zwischen den Luciferase-Daten in Gegenwart bzw. in Abwesenheit von Tat festzustellen. Alle
Werte wurden auf 50 pg Gesamtprotein standardisiert.

Die Anwesenheit von Tat hat in den hier verwendeten Konzentrationen weder einen
toxischen noch einen aktivierenden Einfluld auf die Expressionsaktivitét der Zellen.

Abb. 18 (folgende Seite): Die Expression des Reportergens luciferase in verschiedenen
Zellinien. Die Werte wurden parallel zum CAT-Umsatz in den Experimenten zur Tat-
Transaktivierung gemessen. Verglichen werden die Luciferase-Werte in Gegenwart bzw.
Abwesenheit von Tat fur jede Zellinie. Gleiche Symbole kennzeichnen Werte aus ener
Transfektion (Mittelwert aus Doppel bestimmungen), die Saulen die Mittelwerte daraus.
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3.3.3. DieFunktion von Tat an der HIV-LTR im Kontext von Fusionsproteinen

Daim Rahmen dieser Arbeit Tat als Teil von Fusionskonstrukten verwendet wurde und das
Ergebnis der Experimente abhangig von der Tat-Funktion war, wurden diese Fusionsproteine
auf ihre Aktivitat an der HIV-LTR untersucht. Dazu wurden HeLa-Kontrollzellen mit je 1 pg
Reporterplasmid und 1 pg des zu testenden Effektorplasmids transfiziert. Reportergenkonstrukt
war pHIVLTRCAT (Ludvigsen, A. et al., 1996). Da fur die Prifung der Tat-Aktivitdt Hel a-
Kontrollzellen verwendet wurden, wurde nicht das modifizierte Plasmid pHIVDnpsLTRCAT
transfiziert (Kap. 3.3.1.), sondern das parentale vollstandige Konstrukt. Zur Kontrolle der
Transfektionseffizienz wurde das Luciferase-Plasmid pGL3-RFB in jedem Ansatz kotransfiziert.

Als Effektorplasmide dienten pcTat, pcTatRev (vgl. Kap. 3.4.), pcTatRevM5 (vgl. Kap. 3.6.)
und pF25-Tat-GFP (fir eine Ubersicht siehe Abb. 8, S. 27). Die Plasmide standen unter der
Kontrolle des CMV-Promotors. Der Vektorhintergrund ist mit Ausnahme von pF25-Tat-GFP
identisch. PF25-Tat-GFP exprimierte ein Fusionprotein aus Tat und GFP. In Kapitel 3.1.1.
wurde beschrieben, dal3 in ausgewdhlten Ansédtzen das GFP-Expressionsplasmid pFred143
kotransfiziert wurde. Durch die Verwendung des Fusionsproteins Tat-GFP und einen Vergleich
der Tat-Funktion zum unfusionierten Tat kann ein eventueller negativer Effekt durch die
Anwesenheit von GFP in den Zellen Uberpriift werden. GFP ist mit 239 As der groldte
Fusionspartner von Tat.

In Abbildung 19 sind drei unabhangige Experimente, die jewells in Doppelbestimmungen
durchgefiihrt wurden, zusammengefaldt. Keines der getesteten Fusionsproteine zeigte einen
signifikanten Unterschied der Transaktivierungs-Kapazitdt gegeniber der Transaktivierung
durch Tat ohne Fusionspartner, die gleich 100% gesetzt wurde. Die Standardabweichungen
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liegen fUr die pcTatRev-Messungen bei 4,1, fir pcTatRevM5 bei 8,6 und fur pF25-Tat-GFP bei
12,8.
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Abb. 19: Die Transaktivierung der HIV-LTR durch Tat im Kontext verschiedener
Fusionskonstrukte. Von jedem Plasmid wurde 1 pg pro Ansatz verwendet. Die Aktivierung der
HIV-LTR durch Tat ohne Fusionspartner wurde in jedem Experiment gleich 100% gesetzt.
Punkte bezeichnen Einzel experimente in Doppel bestimmungen, Saulen den Mittelwert.

3.4. DieBindungvon Rev an seine Ziel-RNS in humanen Astrozyten

3.4.1. Einin vivo System zur Prifung der Rev/RNS-Bindungin Zellinien

Ziel dieser Untersuchungen war es, einzugrenzen welche(r) der einzelnen an der Rev-
Regulation beteiligten Schritte (ein Uberblick findet sich in Abb. 2, S. 5) im Kontext der
Astrozyten beeintrachtigt sein konnte. Zunachst wurde die Bindungskapazitét von Rev an seine
Ziel-RNS SLIIB betrachtet. Ein Plasmidsystem auf der Basis transienter Transfektionen
ermoglichte es, Uber die Expression des Reportergens cat die Rev/RNS-Bindung im jeweiligen
Zelltyp zu ermitteln. Da die Bindung in vivo, also in den lebenden Zellen unter mdglichst
nativen Bedingungen, stattfand, ermdglichte dieses Verfahren, die RNS-Bindung von Rev unter
Einflul aller zellspezifischen Einflu3faktoren zu ermitteln. Dartber hinaus konnten so
verschiedene Zellinien miteinander verglichen werden.

Der experimentelle Ansatz zur in vivo-Untersuchung der Rev/SLIIB-Bindung ist in
Abbildung 20 schematisch dargestellt. Im Reporterplasmid pSLIIBCAT wurde in der LTR die
Bindesequenz fur Tat, das TAR-Element, gegen die minimale Bindesequenz fir Rev, SLIIB,
ausgetauscht (Tiley, L. S. et a., 1992). Zur Struktur der RRE und der Lage des SLIIB vgl.
Abbildung 5 (S. 11). Die Expression des Reportergens cat ist damit in diesem Konstrukt (im
Gegensatz zu dem in Abb. 16 (S. 40) gezeigten Ansatz zur Tat-Transaktivierung) nicht mehr
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durch die Bindung von Tat direkt aktivierbar. Kotransfiziert man dagegen ein
Expressionsplasmid fur ein TatRev-Fusionsprotein, so kann der Rev-Anteil dieses Proteins an
SLIIB binden und damit auch der Tat-Anteil zum Promotor gelangen. Tat stimuliert dann am
LTR-Promotor die Transkription des cat-Gens. Der Test ermiglichte es, selektiv das
Bindungsvermdgen von Rev an SLIIB zu betrachten (vgl. Kap. 4.2.1.).

Das TatRev-Fusionsprotein besteht aus jewells vollstandigem HIV-1 Tat und Rev; die
Funktionalitdt von Tat im Fusionsprotein wurde wie in Kap. 3.3.3. beschrieben bestétigt. Die
Rev-Funktion in diesem Kontext wurde von Tiley et al. nachgewiesen (Tiley, L. S. et ., 1992).
In Astrozyten fhrte die Fusion von Rev an Tat zu keiner Steigerung der Rev-Aktivitét (Ludwig,
E., 1999).

@) Rev Tat
1. Bindung Rev-SLI1IB /
2. Aktivierung der
Transkription durch Tat
SLIIB ﬁ
—
HIV-LTRmit SLIIB | | cat-Gen |
| ? pSLIIBCAT

3. Expression des cat-Gens

Abb. 20: Ein Schemades Tests zur Bindung Rev/SLIIB in Zellinien. Die Bindungskapazitat von
Rev wurde Uber die Transaktivierung des Reportergens cat gemessen. Details sind im Text
beschrieben.

Optimierung der Transfektionsbedingungen

Analog zur Vorgehensweise bei den Experimenten zur Rev-Transaktivierung wurden auch
fUr den Bindungstest die optimalen Plasmidkonzentrationen in einem Vorversuch ermittelt. Fir
pSLIIBCAT wurde aufgrund von Angaben in der Literatur eine Konzentration von 2 ng gewahit
(Tiley, L. S. et a., 1992) (Hammerschmid, M. et al., 1994) (Thomas, S. L. et a., 1998) und in
einer Titration analog zu der in Abbildung 9 (S. 30) dargestellten in HEK293-Zellen bestétigt
(Daten nicht gezeigt). Die pcTatRev-Konzentration an SLIIB wurde in HeLa-Zellen titriert.
Zwel der Experimente zur Titration sind in Abbildung 21 dargestellt. Die Einzelwerte sind der
jeweils beigefiigten Tabelle zu entnehmen.
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A CAT Umsatz (%) Luciferase (RLU *104)
401 N "~ 4 140
30 | / N — 1
AN 1 100
20 | \’\\ ]
4 60
Ne
10 | -
1 20
—
Hg pcTatRev -- 0,2 0,5 1 2 4
% CAT Umsatz 1,7 41 28 35 31 34
Luciferase 114 150 154 117 83 51
(RLU*104)
Induktion 24 16 21 18 20
B CAT Umsatz (%) Luciferase (RLU*104)
2+ T 25

21 ‘\A/‘\ B [
15 | \ 115
10 4 {10

S T +5
Mg pcTatRev -- 0,2 0,5 1 4
% CAT Umsatz 0,8 15,4 16,8 22,5 13,7
Luciferase 187 159 214 185 79
(RLU *10 4)
Induktion 19 21 28 17

Abb. 21: Zwe Titrationsexperimente zur Festlegung der Menge an pcTatRev fir den
Bindungstest. Hela-Kontrollzellen wurden in Doppelansdtzen transfiziert. Alle Ansétze
enthielten 2 ug pSLIIBCAT, der Ansatz ohne pcTatRev enthielt 1 ug pcTat. Sdulen stellen den
CAT-Umsatz in Prozent dar, die Punkte die zugehorigen Luciferase-Werte.

Schon die Transfektion von 2 pg pSLIIBCAT mit 0,2 ug pcTatRev hatte eine Erhdhung der
CAT-Expression um einen Faktor von 24 zur Folge (Abb. 21A). Allerdings sind die Luciferase-
Werte fur die Ansdtze mit 0,2 bzw. 0,5 pg pcTatRev gegeniber dem Wert ohne pcTatRev
erhoht. Es konnte sich um eine unspezifische Aktivierung der Transkription durch geringe
Mengen Tat handeln, die jedoch nicht immer reproduzierbar war (vgl. auch die TatRev-Titration
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an pHIVDnpsLTRCAT aus Kap. 3.4.5.). Im Ansatz mit pSLIIBCAT ohne Effektor war keine
Erhéhung der Luciferase-Werte mef3bar (Daten nicht gezeigt). Bei weiterer Erhéhung der
pcTatRev-Konzentration auf 2 bzw. 4 pg war ein deutlicher Rickgang der Luciferase-Werte
festzustellen. Die CAT-Expression fiel in den Werten zwischen 0,2 und 1 pg pcTatRev zunéchst
ab, stieg dann jedoch wieder an.

Um diese Schwankung zu verifizieren, wurde das Experiment mehrfach wiederholt (vgl. das
Beispiel in Abb. 21B). Dabe stiegen die CAT-Werte bis zu einer Konzentration von 1 pg
pcTatRev an, wobei die Luciferase-Werte nur eine Abweichung von 12% zum Wert ohne
TatRev aufwiesen. Bei einer Konzentration von 4 pg pcTatRev nahmen dann beide Werte
deutlich ab. Die Luciferase-Werte sanken in beiden Experimenten unter 50% des Wertes ohne
TatRev (56% bzw. 58%). Diese Reduktion kénnte darauf zurtickzufiihren sein, dal3 die Zellen
vermehrt Transkriptionsfaktoren zur Synthese von TatRev verwenden, da dieses Plasmid in
einer grof3en Menge vorhanden ist, und die Synthese anderer Proteine vernachléssigen.

Aufgrund dieser Daten wurde die Menge an pcTatRev fir die Transfektionen zur
Untersuchung der Rev/RNS-Bindung auf 1 pg festgelegt. Die Luciferase-Expression ist in
diesem Fall konstant zum Wert ohne pcTatRev, die CAT-Expression nicht im Séttigungsbereich.
Entsprechende Titrationen wurden auch in HEK293- und U138-Zellen durchgefihrt und
bestétigten die dargestellten Ergebnisse (Daten nicht gezeigt).

3.4.2. Rev bindet in humanen Astrozyten an seine Ziel-RNS SLI 1B

Die Fahigkeit von Rev, an seine Ziel-RNS zu binden, wurde zunéchst in dre
Astrozytomzellinien im Vergleich zu zwel Kontrollzellinien untersucht. Die Induktion, d. h. in
diesem Falle die Steigerung der Aktivitat der modifizierten LTR in Gegenwart von TatRev,
berechnet sich aus der Division des CAT-Umsatzes im Ansatz pSLIIBCAT plus pcTatRev und
des CAT-Umsatzes im Ansatz pSLIIBCAT plus pcTat. Letzterer spiegelt die Basalaktivitét des
Reporterplasmides in den jeweiligen Zellinien wider (vgl. Kap. 6.2.3.3.). Der Vergleich zum
Ansatz mit Tat schliefét aus, dal3 eine TAR-unabhangige Aktivierung der LTR durch Tat in die
Berechnung fir die Bindekapazitét von Rev mit eingeht. Eine TAR-unabhangige Aktivierung
wurde insbesondere fur Astrozytomzellinien mehrfach beschrieben (vgl. Kap. 1.1.2.2.1. und die
dortigen Literaturangaben). Der experimentelle Ansatz und die verwendeten Kontrollen sind am
Beispiel von U373-Astrozytomzellen und Hel a-Kontrollzellen in Abbildung 22 erl&utert.

Abb. 22 (folgende Seite): A beschreibt eine Transfektion von Hela-Kontrollzellen zur
Untersuchung der Bindungskapazitét von Rev an seine Ziel-RNS. B zeigt ein entsprechendes
Experiment fUr die Astrozytomzellinie U373. Saulen geben die Substrat-Umsatzrate durch das
CAT-Enzym wieder, Punkte kennzeichnen die Werte aus der parallelen Luciferase-Messung.
Die genauen Einzelwerte sind in den Tabellen vermerkt. Angegeben sind Mittelwerte aus
Doppel bestimmungen.
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A HelL a-Kontrollzellen
CAT Umsatz (%) Luciferase (RLU *104)
30 4 T 8
o [ ] [ J 1 6
20 ¢
° L a
| | | | [ |
pSLIIBCAT pSLIIBCAT pSLIIBCAT pSLIIBCAT
+ TatRev +Tat + Rev
% CAT Umsatz 33,8 22 1,9 2,2
Luciferase (RLU) 59210 63512 65934 37680
Induktion 15,2
B U373-Astrozytomzellen
CAT Umsatz (%) Luciferase (RLU *109)
40 1 T 10
i 1 8
01—
[} ® 1l 6
20 1
+ 4
10 1 )
= [ =

pSLIIBCAT pSLIIBCAT pSLIIBCAT pSLIIBCAT

+ TatRev + Tat + Rev
% CAT Umsatz 30,6 2,6 4,6 2,2
Luciferase (RLU) 710403 632768 846211 638818
Induktion 11,9

Tat und Rev aleine hatten keine Aktivierung der CAT-Expression von pSLIIBCAT zur
Folge, das TatRev-Fusionsprotein induzierte dagegen die CAT-Expression in HeLaZellen um
einen Faktor von 15,2 (= 33,79/2,23), in U373-Zellen um einen Faktor von 11,9 (= 30,63/2,57).

Als unabhangiges Reportergen wurde wieder pGL3-RFB kotransfiziert. Wichen die Werte
aus der Luciferase-Messung innerhalb einer Transfektion fur eine Zellinie um mehr als 50%
voneinander ab, wurde das Experiment nicht gewertet. Derselbe Grenzwert galt fur die
Schwankung der CAT-Werte in den Doppelbestimmungen. In ausgewdhlten Transfektionen
wurde der Kontrollansatz pSLIIBCAT + pcTat + pcRev durchgefiihrt. Diese Effektoren fihrten
in keiner der verwendeten Zellinien zu einer Aktivierung der CAT-Expression (Daten nicht

gezeigt).
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In beiden Zellinien ist Rev also in der Lage, selektiv an seine Ziel-RNS SLIIB zu binden. Die
Luciferasewerte sind innerhalb des vorgegebenen 50%-Rahmens konstant, weshalb auf eine
Standardisierung der CAT-Werte auf die Luciferase verzichtet wurde. Die Verwendung der
relativen Einheit der Induktion sicherte die Vergleichbarkeit der Zellinien untereinander.

Abbildung 23 falt die Ergebnisse in den verschiedenen Zellinien zusammen. Die
Untersuchungen wurden in drei Astrozytomzellinien (U87, U373 und U138, insgesamt 14
Werte) im Vergleich zu zwei Kontrollzellinien (HeLa und HEK293, insgesamt 21 Werte)
durchgefihrt (vgl. Abb. 23A). Dabel ergab sich kein signifikanter Unterschied; TatRev ist in
alen Zdlinien in der Lage, die CAT-Expression in Folge der Rev-Bindung an SLI1B signifikant
zu erhdhen. Die Mittelwerte der Induktionen fur die einzelnen Zellinien liegen 15,8 und 18,2.

Nimmt man ale Werte aus den Kontrollzellen gegeniber den Werten aus den
Astrozytomzellinien zusammen (Abb. 23B), ergibt sich ein Mittelwert von 16,8 gegeniiber 17,2.
Die Werte entsprechen einer Gaufl¥schen Normalverteilung, der p-Wert fur die beiden
Ergebnisgruppen betragt 0,94. Die Standardabweichung liegt bei den Astrozytomzellinien bel
6,4 gegenuber 6,0 fur die Kontrollzellinien. Astrozytom- und Kontrollzellen unterscheiden sich
nicht im Bindungsverhalten von Rev an SLIIB.

Abb. 23 (folgende Seite): Die Bindung von Rev an seine Ziel-RNS SLIIB in Astrozytom- bzw.
Kontrollzellinien. Die Bindungskapazitdt von Rev ist as Induktion der CAT-Expression
dargestellt. A zeigt die Ergebnisse in den einzelnen Zellinien, B faldt ale Astrozytom- bzw.
Kontrollzellinien zusammen. Punkte bezeichnen Einzelexperimente in Doppelansétzen, Saulen
den entsprechenden Mittelwert.
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3.4.3. DieLokalisation von Rev und TatRev in humanen Astrozyten

In unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dal3 die verminderte Rev-Funktion mit einer
Veranderung der Rev-Lokalisation in humanen Astrozyten einhergeht (Ludwig, E. et al., 1999).
Rev lokalisiert zu grofRen Teilen im Zytoplasma der Astrozyten, in Kontrollzellen dagegen
nukledr/nukleoldr. Tat ist demgegeniber in Astrozyten wie in Kontrollzellen im Zellkern zu
finden (Ludwig, E. et a., 1999).
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Es wére denkbar, dal? das nukledre Lokalisationssignal (NLS) von Tat stérker ist als das von
Rev und daher im TatRev-Fusionsprotein zu einer nukledren Lokalisation desselben in
Astrozyten fuhrt. Denkbar ist auch eine Akkumulation von TatRev im Zellkern durch die
Bindung an das Reporterplasmid. Eine solche, durch den Tat-Teill des Fusionsproteins
verursachte, fir Astrozyten jedoch nicht typische Rev-Lokalisation kénnte die Ergebnisse des
Bindungstests beeinfluf3en. Daher wurde die Lokalisation von Rev und TatRev mit Hilfe von
Fusionen dieser Proteine an GFP jeweils in Gegenwart und in Abwesenheit von pSLIIBCAT in
lebenden Zellen ermittelt. Wie in Abbildung 7 (S. 24) gezeigt wurde, ist GFP ohne
Fusionspartner gleichméidig in den Zellen verteilt (vgl. auch (Cubitt, A. B. et a., 1995)).
Abbildung 24 zeigt die Lokalisation von Rev und TatRev in HeLa-Kontrollzellen und zwel
Astrozytomzellinien.

Die Lokalisation von Rev ist, wie bereits beschrieben, in der Kontrollzellinie hauptséchlich
nukledr/nukleoldr und in der Astrozytomzellinie nukledr/nukleolér sowie zytoplasmatisch. Sie
ist in der Abbildung zum Vergleich angegeben. TatRev lokalisiert in allen Zellinien sowohl im
Zellkern (insbesondere in den Nukleoli) as auch im Zytoplasma. Die Fusion an Tat verandert
die Lokalisation von Rev in Astrozyten demnach nicht. Die Anwesenheit des Reporterplasmids
und damit ein Stattfinden der Bindung hat auf die Lokalisation ebenfalls keinen Einflufd und
fuhrt nicht zu einer Akkumulation von TatRev im Nukleus.

Die Fusion zweier kernlokalisierter Proteine bewirkte in den Kontrollzellen eine verstérkte
Lokalisation dieses Fusionsproteins im Zytoplasma der Zellen. Diese veranderte Lokalisation
konnte mit der Grole des Fusionsproteins in Zusammenhang stehen. Da fir den gezeigten
Nachweis TatRev dartiberhinaus noch an GFP fusioniert wurde, wére durch eine Faltung dieses
grof3en Proteins beispiel sweise die Maskierung eines Importsignals denkbar.

Um zu priifen, ob die Lokalisation von TatRev mit einem Einfluld der Grof3e des Proteins
durch die Fusion an GFP in Zusammenhang gebracht werden kann, wurde eine indirekte
Immunfluoreszenz an fixierten Zellen durchgefihrt. Die Lokalisation von TatRev wurde mit
Hilfe eines polyklonalen Kaninchen anti Rev Antikdrpers gepriuft (Abb. 25) TatRev befindet
sich auch in diesem Ansatz hauptséchlich im Zytoplasma und in den Nukleoli der Zellen. Diese
Lokalisation ist vermutlich auf eine Konkurrenz der Import- und Exportsignale aus Tat und Rev
zurlckzufihren. Stauber et al. konnten zeigen, dal3 eine Tat-Mutante, die das Rev-Exportsignal
enthdlt, ebenfalls im Zytoplasma von HeLa-Zellen lokalisiert (Stauber, R. H. und Pavlakis, G.
N., 1998).

Es kann festgehalten werden, dal3 die Lokalisation des TatRev-Proteins in Astrozyten der
Lokalisation in Kontrollzellen entspricht und unabhdngig von der Anwesenheit des
Reporterplasmids ist. Ein Einfluld auf die Ergebnisse des Bindungstests resultierend durch einen
Tat-bedingten Unterschied in der Lokalisation kann somit ausgeschlossen werden.
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A In Gegenwart von pSLIIB CAT ohnepSLIIB CAT

wtRev

Hel a

TatRev

wtRev

U138

TatRev

wtRev

us7

Abb. 24: Die Abbildung zeigt die Lokalisation von Rev und TatRev in HeLa-Zellen (A) und
U138 bzw. U87-Astrozytomzellinien (B) mit und ohne Reporterplasmid pSLIIBCAT. Die
L okalisationen wurden auch fur die anderen Zellinien, die im Bindungstest verwendet wurden,
ermittelt. Sie unterschieden sich nicht von den hier gezeigten. Die Transfektionen wurden mit
dem FUGENEO 6- Transfektionsreagenz durchgefihrt (Kap. 6.2.1.4.2.).
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TatRev Hoechst 33342 Phase

HEK 293

HelLa

U138

U373

Abb. 25: Die Abbildung zeigt die Lokalisation von TatRev in den fir die Bindungsstudien
verwendeten Zellinien in der indirekten Immunfluoreszenz. Die Transfektionen wurden mit dem
FUGENEO 6-Transfektionsreagenz durchgefihrt (Kap. 6.2.1.4.2.).
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3.4.4. Ein Vergleich zur Quantifizierung des Bindungsverhaltens von Rev

Die beiden Systeme transienter Transfektionen zur Bestimmung der Tat-Transaktivierung
(Kap. 3.3.) und der Bestimmung des Bindungsvermdgens von Rev (Kap. 3.4.) in Zellinien
besitzen grundlegend den gleichen Aufbau. Die Messung der Rev-Bindung ist von der Tat-
Transaktivierung abhangig. Die Expressionsplasmide fur TatRev und Tat besitzen den gleichen
V ektorhintergrund, also auch einen identischen Promotor. Kotransfiziert man die gleiche Menge
pcTatRev oder pcTat mit pHIVLTRCAT, aktivieren beide Proteine die CAT-Expression nahezu
im gleichen Mal3e (Kap. 3.3.3., Abb. 19, S. 44). Vergleicht man die CAT-Expression aus den
beiden verschiedenen Ansdtzen, so ist ein moglicher Unterschied wesentlich durch die
Modifikation der LTR im Bindungssystem von TAR zu SLIIB und damit durch die
Bindungsstérke von Rev/SLIIB relativ zu Tat/TAR zu begrinden. Dabei sind allerdings nur
Rohdaten aus einer Transfektion und CAT-Messung direkt vergleichbar. Die Induktionen
konnen in der Regel nicht in dieser Weise verglichen werden, da in den meisten Féllen die
Proteinlysate beider Ansétze unterschiedlich verdinnt werden muf3ten.

Das Plasmidsystem zur Messung der Tat-Transaktivierung représentiert das direkt HIV-
abgeleitete System. Die Transaktivierung der HIV-LTR durch Tat ist stérker als die
Transaktivierung der modifizierten SLIIB-LTR zur Untersuchung der Bindung (Tab. 3). Setzt
man den CAT-Umsatz aus der Tat-Transaktivierung gleich 100 und berechnet den CAT-Umsatz
aus dem Bindungstest als Prozent davon, so sollte der Prozentsatz bei vergleichbarem
Bindungsverhaten von Rev in verschiedenen Zellinien auch etwa gleich sein. Bei dieser
Betrachtungsweise ist die Rev-Bindung die Variable und die Tat-Bindung die Konstante. Der
Vergleich bietet somit unter den aufgezeigten Voraussetzungen einen Ansatz, die
Bindungsstérke von Rev zwischen verschiedenen Zellinien zu vergleichen.

Tabelle 3 zeigt diese Berechnung fir die Experimente aus Abbildung 23, in denen beide
Plasmidsysteme paralle transfiziert und die CAT-Werte anhand derselben Proteinverdiinnung
bestimmt wurden.
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Kontrollzellinie A) pHIVDnps- B) pSLIIBCAT Prozent Mittelwert Mittelwert
LTRCAT+pcTat +pcTatRev B von A Zdlinie (%) | Kontrollen
HEK293 44,2 20,1 45
47,7 34,4 72
1,135 1,03 91
6,142 3,335 54
_______________________________ 4234 | 2888 | .56 | 8S
HelLa 50,2 14,2 28
68,5 62 90
65,8 33,7 51
54 35,1 65
234 22,5 96 66 66%
Astrozytom- A) pHIVDnps- B) pSLIIBCAT Prozent Mittelwert Mittelwert
zellinie LTRCAT+pcTat +pcTatRev B von A Zélinie (%) | Astrozyten
U138 34,6 22,5 65
_______________________________ 414 | 283 | 8 | 58 |
u87 2,24 1,325 59
_______________________________ 1163 | 183 | 131 | 9 |
U373 62 30,6 50
53,5 16,9 31 40 64 %

Tab. 3. Die Tabelle gibt die CAT-Expression in Transfektionen zur Tat-Transaktivierung
(pHIVDNpsLTRCAT+pcTat) und die CAT-Expresson von Transfektionen  zur
Bindungskapazitédt von Rev (pSLIIBCAT+pcTatRev) im Vergleich an. Die Werte sind
Mittelwerte aus Doppelansdtzen jeweils einer Transfektion und wurden an der gleichen Menge
Gesamtprotein bestimmt. Die Werte fur U87-Zellen sowie die ersten vier Experimente fur
HEK293-Zellen wurden mit dem CAT-ELISA ausgewertet (Angabe in pg CAT pro 50 ug
Gesamtprotein), die Ubrigen im funktionellen Test (Angabe in Prozent CAT-Umsatz).

Direkte Aussagen Uber die Bindungsstarke von Rev an SLIIB kdnnen in einem Vergleich
verschiedener Zellinien in diesem System nicht gemacht werden. Wendet man den Test z. B.
zum Vergleich verschiedener Mutanten in derselben Zellinie an, kann man die CAT-
Expressionen direkt vergleichen und eine Bindungsstérke quantifizieren wie von Thomas et al.
beschrieben (Thomas, S. L. et al., 1998). Mit verschiedenen Zellinien ist dies nicht mdglich, da
die Zellen mit unterschiedlicher Effizienz transfiziert werden und exprimieren. Setzt man jedoch
die CAT-Expressionen aus den zwei Plasmidsystemen wie beschrieben innerhalb der jeweiligen
Zéllinie in Relation, so ergibt sich &hnlich der Induktion ein relativer Wert, der sich zum
Vergleich der Zellinien untereinander eignet. Esist zu beachten, dal3 fur jede Astrozytomzellinie
nur zwel Experimente in dieser Weise ausgewertet werden konnten (Tab. 3). Da die Bindung
bzw. Transaktivierung in lebenden Zellen stattfindet und deshalb das System einer natirlichen
Schwankung unterliegt - beeinflufd beispielsweise vom Stoffwechsel oder Aktivierungszustand
der Zellen - ist die Wertemenge sicher zu klein fir einen detaillierten Vergleich. Auffalig ist
jedoch, dai3 die CAT-Expression im Bindungstest in Kontrollzellen (11 Werte) durchschnittlich
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66% der CAT-Expression der Tat-Transaktivierung betragt und in Astrozytomzellinien
(6 Werte) 64%. Diese Homologie kann neben den Induktionen aus Kap. 3.4.2. als weiterer
Hinweis fur eine vergleichbare Bindungskapazitét von Rev in Astrozyten gegenutiber den
Kontrollzellinien gewertet werden.

3.4.5. Der Bindungstest in der Astrozytomzellinie 85HG66: ein Sonderfall?

Der Bindungstest wurde auch fur die Astrozytomzellinie 85HG66 durchgefihrt, der
parentalen Zellinie der persistent infizierten Astrozytomzellinie TH4-7-5 ((Brack-Werner, R. et
a., 1992), Kap. 1.3.3.). Unter Verwendung dieser Zellinie wurden wertvolle Erkenntnisse tber
die HIV-Infektion von Astrozyten gewonnen. Neumann et al. konnten zeigen, dal3 die
verminderte HIV-Replikation dieser Zellinie auf eine inhibierte Rev-Funktion zurtickzufuhren
ist (Neumann, M. et al., 1995). Obwohl in unserer Arbeitsgruppe ebenfalls gezeigt wurde, dal3
die verminderte Rev-Funktion ein allgemeines Merkmal von Astrozyten ist (Ludwig, E. et al.,
1999), besitzen doch 85HG66-Zellen besondere Bedeutung.

Exp. Nr. Reporter pSLIIBCAT  pSLIIBCAT pHIVDnps pHIVDnps Passage Anmerkung
+TatRev LTRCAT LTRCAT/Tat | 85HG66

1 CAT 1,27 19 31 36,9 P+14 CaPO,
Luciferase 4329 3445 4116 6377

2 CAT 0,3 0,8 1,3 134 P+21 CaPO,
Luciferase 3181 5248 15694 4293

3 CAT 0,9 12 1,8 26,3 P+19 FuGENE™6
Luciferase 10341 7100 2308 3808 Hel a, U373

4 CAT 0,6 25 1,7 33,2 P+23  FUGENE™®6
Luciferase 16086 14160 14046 13719 U373

5 CAT 04 10,2 24 442 P6+16 CaPO,
Luciferase 9335 6023 19304 6789

6 CAT 0,8 9,0 5,6 65,3 P6+18 CaPO,
Luciferase 13265 23629 25785 50286

4 (U373) CAT 1 16,1 3,6 534

Luciferase 531282 491847 238845 365908

Tab. 4. Die Ergebnisse aus sechs unabhangigen Experimenten zur Bindung von Rev an SLIIB
in der Astrozytomzellinie 85HG66. Unter ,CAT" ist die Umsatzrate des Substrates in Prozent
angegeben. Die Luciferase-Werte entsprechen RLU pro 50 pg Gesamtprotein. In Experiment 2
und 5 ist die Abweichung der Luciferase-Werte in den Ansétzen mit pHIVDnpsLTRCAT grofer
as 50%. Die Experimente gingen in keine weiteren Berechnungen ein, sind jedoch zur
Demonstration der CAT-Werte in diesem Zusammenhang mit angefuhrt. Die Spalte
»~Anmerkung“ gibt die Transfektionsmethode (FUGENE™6 oder CaPO,) an sowie ob paralel
auch andere Zellinien transfiziert wurden. Aus Exp. 4 ist ein Beispiel von U373-Zellen einer
paralelen Transfektion mit demselben Plasmidmix angegeben (unten). Die aktivierten CAT-
Umsatzraten sind hervorgehoben.
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Die Tabelle 4 zeigt eine Zusammenstellung von sechs unabhangigen Bindungs-Experimenten
in 85HG66-Astrozytomzellen, wobel eine CAT-Expression in nur zwel Féllen messbar war. Die
parallel durchgefihrte Transfektion von pHIVDnpsLTRCAT mit und ohne pcTat war in jedem
Falle positiv. Die Induktionen der Tat-Transaktivierung in 85HG66 unterschieden sich nicht
signifikant von den Induktionen aus Kap. 3.3.1. (Abb. 17, S. 41). Sie betrugen 12, 14,6, 19,5 und
11,7 (dabei wurden die Experimente 2 und 5 aufgrund der Luciferase-Abweichung nicht
mitgerechnet, vgl. auch Legende zu Tab. 4). Der in Kapitel 3.3.1. ermittelte Durchschnittswert
lag bei 15,4 (Abb. 17, S. 41).

Um reproduzierbare Daten zur Bindungskapazitdt von Rev in 85HG66-Zellen zu erhalten,
wurden wie in Tabelle 4 aufgelistet wesentliche Parameter der Transfektionen getestet und
verandert.

Experiment 1 und 2 wurden mit der CaPO,-Methode durchgefiihrt wie alle im Rahmen der
vorliegenden Arbeit beschriebenen Transfektionen fir Reportergenstudien. Dartber hinaus
wurden in Experiment 2 neue Plasmidpréparationen fur pcTatRev und pSLIIBCAT verwendet.
Damit konnte ausgeschlossen werden, dal? eines der beiden Plasmide nicht mehr exprimiert
wurde und daher in Experiment 1 keine Aktivierung messbar war. Als Positivkontrolle fur die
Transfektionseffizienz sind die Luciferase-Werte fir die einzelnen Ansédtze in Tabelle 4 mit
aufgefihrt. Allerdings konnte auch in Experiment 2 keine Aktivierung der CAT-Expression
durch die Bindung von Rev an SLII1B gemessen werden.

85HG66 ist unter den in dieser Arbeit verwendeten Zellinien digenige mit der geringsten
Transfektionseffizienz (vgl. Abb. 15, S. 39, und Abb. 18, S. 43). Um die Effizienz zu erhthen,
wurden zwel weitere Experimente unter Verwendung des FUGENE™6-Transfektionsreagenz
durchgefiihrt. FUGENE™6 erlaubt eine hohere Transfektionseffizienz, kann jedoch ungeeignet
sein um eine grofRere Menge Gesamtplasmid in die Zellen zu bringen. Daher wurden in diesen
Eperimenten die Plasmidmengen des Standardansatzes halbiert. Dartiber hinaus wurde kein
pBSPL als Leerplasmid verwendet (vgl. Kap. 6.2.1.4.2). Um sicherzugehen, dal3 die
Transfektionsmethode nicht doch die Ergebnisse beeinflufd, wurden jeweils ein bzw. zwel
andere Zellinien paralel transfiziert und die Ergebnisse mit denen der CAPO,-Transfektionen
aus Kap. 3.4.2. verglichen.

Wiederum konnte keine Bindung Rev/SLIIB in 85HG66-Z€llen festgestellt werden. Dagegen
war die Transaktivierung in den parallel transfizierten Zellinien deutlich. Die Tabelle 4 gibt in
Experiment 4 ein Beispiel der Astrozytomzellinie U373, in der die Kotransfektion von
pSLIIBCAT mit pcTatRev zu einer 16fachen Erhdhung der CAT-Expression fihrte. Der
Durchschnitt fir diese Zellinie lag bei 18,2 (vgl. Abb. 23, S. 50). Derselbe Transfektionsmix
fuhrte in 85HG66 nicht zu einer signifikanten Erhéhung der CAT-Expression. Die Tat-
Transaktivierung war dagegen wieder in jedem Fall messbar und unterschied sich nicht
signifikant von den in Abbildung 17 (S. 41) gezeigten Daten.

In einem weiteren Experiment unter Verwendung der CaPO,-Methode, neu prépariertem
pSLIIBCAT-Plasmid und neu aufgetauten 85HG66-Zellen einer anderen Passagenzahl konnte
jedoch eine Transaktivierung des CAT-Umsatzes von 0,4% im uninduzierten Ansatz auf 10,2%
im Ansatz mit TatRev nachgewiesen werden (Experiment 5 der Tabelle). Allerdings war der
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nicht-aktivierte Wert zu niedrig, um eine Induktion berechnen zu konnen (vgl. Kap. 6.2.3.3.).
Die Luciferase-Werte fur den Bindungstest waren dabei um etwa 50% hoher alsin Experiment 1
und 2. Dies legte den Schluld nahe, dal3 pcTatRev in 85HG6E6-Zellen weniger stark exprimiert
wird bzw. eine grofRere Menge TatRev zur Aktivierung der CAT-Expression notwendig ist.

Bestdtigt wurde diese Annahme durch Experiment 6, das eine nochmals gesteigerte
Luciferase-Expression sowie eine Erhéhung der CAT-Expression durch TatRev erkennen lief3.
Der CAT-Umsatz stieg von 0,8% auf 9%. Die Luciferase-Werte lagen in einer Grél3enordnung
von 10%, was der GroRenordnung von anderen Experimenten in dieser Zellinie entspricht (vgl.
hierzu Abb. 15 (S. 39) und Abb. 18 (S. 43) zu den Luciferase-Werten der Tat- und Rev-
Transaktivierung in 85HG66-Zellen). Demgegeniber wurden jedoch in Experiment 4
Luciferase-Werte derselben GrofRenordnung erreicht, ohne eine CAT-Expresson im
Bindungsansatz messen zu kdnnen.

Auffélig ist, dald in 85HG66-Zellen der Passage p+x keine CAT-Expression gemessen
werden konnte. Dagegen wurde in der Passage p6+x eine CAT-Expression nachgewiesen. Der
mit X bezeichnete Wert steht jeweils fur die aktuelle Passage nach dem Auftauen der Zellen und
lag fur alle sechs Experimente zwischen 14 und 23. Aus Grinden der Reproduzierbarkeit
wurden nach maximal 30 Passagen neue Zellen aufgetaut (vgl. Kap. 3.1.1.). Vor dem Einfrieren
von Zellen wurde sichergestellt, dal3 die Zellen mykoplasmenfrei waren, da diese Kontamination
das Transfektionsverhalten beeinfluf3en kann (Kap. 6.2.1.2.)

Eine Erkl&rung fur diese widerspriichlichen Ergebnisse ist, daf? die im Vorfeld zu diesen
Experimenten festgelegten Plasmidkonzentrationen nicht optimal fir die Verwendung in
85HG66-Z€ellen sind. Unter Umstanden mul3 die Konzentration an TatRev erhoht werden, um
ausreichend fur eine reproduzierbar messhare Aktivierung der CAT-Expression zu sein.

Daher wurde die Menge an pcTatRev zur Verwendung in 85HG66-Zellen im Vergleich zu
HeLa-Kontrollzellen titriert. Die Ergebnisse aus drel unabhdngigen Experimenten sind in
Abbildung 26 dargestellt. Fur diese Experimente wurde wieder ein neu aufgetautes Aliquot an
85HG66-Z€ellen verwendet. Die Passagenzahlen waren in der Reihenfolge der Experimente eins
bisdrei: p6+3+3, p6+3+6 und p6+3+13.
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Abb. 26: Dargestellt sind drei unabhangige Experimente zur Titration von pcTatRev in
85HG66-Z€ellen im Vergleich zu HeLa-Kontrollzellen. Die Saulen stellen den CAT-Umsatz in
Prozent dar, die Punkte die zugehotrigen Luciferase-Messwerte. Als weitere Positivkontrolle und
zum Vergleich der Stérke der Aktivierung wurde 1 pg pcTat mit 1 pg pHIV DnpsLTRCAT
transfiziert. Die Werte sind in Experiment 1 und 2 mit ,Tat-TA* (Tat-Transaktivierung)

bezei chnet.
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Abbildung 26 verdeutlicht, dal’ die CAT-Expressionen in den Ansatzen mit unterschiedlichen
Mengen pcTatRev an pSLIIBCAT in HeLa-Kontrollzellen nicht mehr als 20% voneinander
abwichen. Die Luciferase-Werte schwankten in Experiment 1 um weniger als 50% zum Wert
ohne Effektor, in Experiment 2 und 3 sank der Luciferase-Wert im Ansatz mit 4 pg pcTatRev
auf nur noch 30% bzw. 40% des Wertes ohne Effektor. Das entspricht den in Abbildung 21
(S. 46) aufgefuhrten Daten.

In 85HG66-Zellen war in beiden Experimenten eine Erhohung der CAT-Expression durch
TatRev zu beobachten. Es zeigte sich jedoch keine aufféllige Dos sabhangigkeit zur Menge an
pcTatRev, sondern die CAT-Expression blieb Uber den getesteten Bereich weitestgehend
konstant. Dagegen sanken die Luciferase-Werte schon bei der Transfektion mit 0,5 pg pcTatRev
deutlich.

Vergleicht man allerdings die Aktivitét von TatRev an pSLIIBCAT mit der Aktivitét von Tat an
pHIVDnpsL TRCAT, so war letztere insbesondere in Experiment 2 wesentlich héher, wie schon
in Tabelle 4 deutlich wurde. Tabelle 4 weist in jedem Experiment eine Tat-Transaktivierung an
der HIV-LTR aus, jedoch nur eine geringe bzw. gar keine CAT-Aktivitéa im Bindungstest mit
der modifizierten HIV-LTR.

Berechnet man den CAT-Umsatz aus pSLIIBCAT + 1 ug pcTatRev in Prozent des Umsatzes
aus pHIVDnpsLTRCAT + 1 pg pcTat, so kann dieser Wert als indirektes Mal3 fur die
Bindungsstérke von Rev im TatRev-Protein betrachtet werden (vgl. Kap. 3.4.4.). Als Mittelwert
der 3 Experimente fir 85HG66-Zellen (Abb. 26) ergaben sich 23%. Fur die Berechnung in
Hel a-Zellen wurde Experiment 1 nicht mit herangezogen, da die Werte fir den Ansatz mit 1 g
pcTatRev sowohl fir CAT als auch fir die Luciferase gegentiber den anderen Werten niedriger
sind. Dieses Experiment ist nach den Ergebnissen aus Kap. 3.4.2. nicht représentativ und der
Ruckgang vermutlich auf eine geringere Transfektionseffizienz in diesem einzelnen Ansatz
zurckzufihren. Aus den beiden anderen Experimenten ergibt sich ein Wert von 70%, der etwa
dem in Kapitel 3.4.4. berechneten Mittelwert von 65% entspricht (Tab. 3). Damit ist die CAT-
Expression aufgrund der Rev-Bindung verglichen mit der CAT-Expression aufgrund der Tat-
Aktivierung in 85HG66-Zellen mit 23% dreifach niedriger alsin den Gbrigen Zellinien.
Voraussetzung fir diese Berechnung waren die Ergebnisse aus Kapitel 3.3.3. PcTat und
pcTatRev fuhrten, in gleichen Konzentrationen mit pHIVDnpsLTRCAT transfiziert, zu einer
vergleichbaren Aktivierung der CAT-Expression. Daraus lassen sich zwei mdgliche
Schluf¥folgerungen ableiten: Entweder ist die Bindung von Rev an die RNS in der Zellinie
85HG66 schwécher als in den anderen getesteten Zellinien oder pcTatRev wird im Vergleich zu
pcTat in dieser Zellinie wesentlich schwacher exprimiert.

Um zu kléaren, ob Tat in 85HG66-Z€ellen im Kontext des Fusionsproteins TatRev z. B.
aufgrund eines zellspezifischen Einfluf3es geringere Aktivitdt besitzt oder ob TatRev schwéacher
exprimiert wird als in Kontrollzellen, wurde in Experiment 3 der Abbildung 26 die Menge an
pcTatRev nicht nur an pSLIIBCAT, sondern auch an pHIVDnpsLTRCAT titriert. Tabelle 5 gibt
die Rohdaten und Induktionen aus diesem Experiment im Uberblick wieder.
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85HG66 HelLa
pcTatRev CAT-Umsatz  Luciferase Induktion | CAT-Umsatz  Luciferase Induktion
(H9) (%) (RLU) (%) (RLY)
0 15 11171 - 13 253556
0,2 19,2 23646 13 28,1 380449 21
0,5 34,5 27742 235 31,7 234684 24
1 21 14522 14,3 25,4 185652 19,4
4 16,3 4573 11,2 14,3 41340 11
0+ 1ug pcTat 19,9 14208 13,6 234 176147 17,8

Tab. 5: Die Tabelle zeigt die Rohdaten und Induktionen des Experimentes 3 (Abb. 26), einer
Titration von pcTatRev an der HIV-LTR. Jeder Ansatz enthielt 1 pug pHIV DnpsLTRCAT. Es
wurden 85HG66-Astrozytomzellen mit Hel. a-Kontrollzellen verglichen. Zu beachten ist, dal3 fur
die CAT-Messung in 85HG66 eine 7,5fach grof3ere Menge an Gesamtprotein eingesetzt wurde
as fur die Messung in HeLa-Zellen. Daher sind die CAT-Umsétze (in %) nicht direkt zu
vergleichen. Die unterschiedliche Proteinverdinnung korreliert mit den in HeLa-Zellen etwa
10fach hoheren Luciferasewerten. Die fur jede Zellinie zu vergleichenden Werte unter
Verwendung von 1 pg Effektor sind hervorgehoben.

Die Transaktivierungskapazitét von TatRev an der HIV-LTR ist demnach auch in 85HG66-
Zellen vergleichbar der von Tat. Die Werte mit je 1 pug pcTat bzw. pcTatRev sind sehr dhnlich.
Der CAT-Umsatz liegt bei 19,9 und 21 Prozent, die Induktion berechnet sich mit 13,6 und 14,3
und auch die Luciferase zeigt einen nahezu identischen Wert, der mit dem Wert im Ansatz ohne
Effektor Ubereinstimmt. Eine geringere Menge TatRev fuhrt sogar zu einer hoheren CAT-
Expression, jedoch sind auch die Luciferase-Werte gegeniiber dem Ansatz ohne Effektor erhoht.
Dieselbe Tendenz zeichnete sich auch in den Kontrollzellen ab und wurde schon in Kap. 3.4.2.
bei der Titration von TatRev an pSLIIBCAT in HelLa-Zellen festgestellt. Ein unspezifischer
stimulatorischer Einfluf3 geringer Mengen Tat kann in diesem Fall nicht ausgeschl ossen werden.
Es wurden in jedem Fall nur die Ansétze beriicksichtigt, in denen die Luciferase-Werte dem
Wert im Ansatz ohne Effektor entsprachen. Ansétze mit erhdhten oder niedrigeren Luciferase-
Werten wurden nicht berticksichtigt.

Nimmt man diese Daten zusammen, kann festgehalten werden, dal3 die verminderte CAT-
Expression in 85HG66-Zellen im Bindungsansatz weder auf eine unzureichende
Transfektionseffizienz noch auf eine mangelnde Expression oder Aktivitdét von TatRev im
Kontext dieser Zellen zurtckzufihren ist. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dal3 das
Bindungsverhalten von Rev in 85HG66-Zellen gegenlber den anderen getesteten Zellinien
beeintréchtigt ist.

3.4.6. DieLokalisation von TatRev in 85HG66

Analog zu den in Kap. 3.4.3. dargestellten Lokalisationsstudien wurde die Lokalisation von
TatRev auch in 85HG66-Astrozytomzellen untersucht. Insbesondere da fur diese Zellinie nur
eine schwache Bindung messbar war, sollte auf Einzelzellebene bestétigt werden, dald TatRev in
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den Zellen ausreichend exprimiert wird und im Zellkern sowie im Zytoplasma analog zu den
anderen Zédllinien lokalisiert.

Abbildung 27 zeigt, dal’3 TatRevGFP in den Zellen exprimiert wird und im Zytoplasma und
den Nucleoli der Zellen lokalisiert. Die Anwesenheit des Reporters pSLIIBCAT hat keine
Anderung der Lokalisation zur Folge (Kap. 3.4.3.). Es konnte ausgeschlossen werden, daR Tat
die Lokalisation beeinflu3t und damit das Ergebnis des Bindungstests verandert. In beiden
Ansétzen (mit und ohne pSLIIBCAT) ist auch ein Teil des Proteins im Zellkern. Dieser Befund
erganzt die Daten aus der Titration von TatRev an der HIV-LTR (Abb. 26, Exp. 3). Dort wurde
gezeigt, dal’ TatRev in 85HGE6-Zellen funktionell ist.

Ebenso wurde die indirekte Immunfluoreszenz im Ansatz ohne Reporterplasmid
durchgefihrt, um analog zu Kap. 3.4.3. einen Einflufd auf die Lokalisation durch die Grof3e des
Fusionskonstruktes und/oder die Fusion an GFP ausschlieffen zu konnen. Durch die
Verwendung eines polyklonalen Kaninchen anti Rev Antikorpers konnte bestétigt werden, daf?
TatRev in 85HG66-Zellen exprimiert wird und die Lokalisation sich nicht von der TatRev-
Lokalisation in den anderen untersuchten Zellinien unterscheidet.

A In Gegenwart von pSLI1IB CAT ohnepSLIIB CAT

wtRev

TatRev

Abb. 27: A zeigt die Lokalisation von TatRevGFP in 85HG66-Astrozytomzellen in Gegenwart
und Abwesenheit des Reporterplasmides pSLIIBCAT in lebenden Zellen. B zeigt die
Lokalisation von TatRev in fixierten Zellen ohne pSLIIBCAT in der indirekten
Immunfluoreszenz.
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3.5. DieBindungvon Rev an SL11B kann spezifisch gehemmt werden

Setzt man voraus, dal3 die in Kap. 3.4.2. aufgezeigte Erhohung der CAT-Expression nur auf
die Bindung von Rev an SLIIB zurickzufihren ist, so mifte diese Bindung durch die
Anwesenheit von zusétzlichem Rev-Protein dosisabhangig zu hemmen sein. Um diese Annahme
zu prufen, wurden fiar 4 Zdlinien (die Kontrollzellinien HeLa und HEK293 und die
Astrozytomzellinien U87 und U138) Experimente durchgefihrt, in denen zum Bindungsansatz
steigende Mengen Kompetitorplasmid kotransfiziert wurden. Da die Zellinien HeLa und U138
bzw. HEK293 und U87 eine &hnliche Expressionsstarke haben (siehe die Luciferase-Daten aus
Abb. 15 und 18, S. 39 und 43), sind diese Zellpaare gut vergleichbar. Als Kompetitor wurden
wtRev sowie die trans-dominant negative Mutante RevM 10BL verwendet. RevM10BL besitzt
kein funktionsfahiges nukledres Export Signal (NES) mehr (Abb. 4, S. 9), verbleibt im Zellkern
und ist nicht mehr funktionell (Stauber, R. et al., 1995).

Die verminderte Rev-Transaktivierung in humanen Astrozyten ist mit einer auffélligen
zytoplasmatischen Lokalisation von Rev in diesen Zellen korreliert ((Ludwig, E. et al., 1999),
Kap. 1.1.2.2.2), dagegen lokalisiert das Protein in Zellen mit unverminderter Rev-
Transaktivierung nukledr/nukleolar. RevM10BL dagegen ist in  beiden Zellinien
nukledr/nukleoldr (Ludwig, E. et a., 1999). Die Bindung von Rev an die RNS findet im Zellkern
statt; da RevM10BL dort akkumuliert, wirde man eine Hemmung schon durch eine geringere
Menge RevM10BL im Vergleich zu wtRev erwarten. Darlber hinaus besitzt das
Expressionsplasmid pBsRevM10BL den HIV-LTR-Promotor, und die Expression von
RevM10BL ist damit Tat-abhangig. Es besteht auch eine Kompetition um Tat.

Als wtRev-Expressionsplasmid wurde pcRev verwendet. PcRev unterscheidet sich von
pcTatRev und pcTat nur durch die kodierenden Sequenzen. In Kap. 3.3.3. wurde fir pcTatRev
und pcTat eine vergleichbare Aktivierung der CAT-Expression aufgezeigt. Diese Beobachtung
la3t vermuten, dal3 gleiche Mengen der Plasmide der pc-Reihe in einer Zellinie etwa gleich stark
exprimiert werden, da sie den gleichen Promotor besitzen.

Die Kompetitionen wurden mit bis zu 8fachem molaren Uberschuf, in Einzelfdlen bis zu
28fachem UberschuB3, des jeweiligen Kompetitorplasmids durchgefiihrt. Der Ansatz bestand aus
der Transfektion zur Bindung, d. h. 2 pug pSLIIBCAT und 1 pg pcTatRev, der Kontrolle mit
2 Mg pSLIIBCAT und 1 pg pcTat und den Kompetitionsansdtzen 2 pg pSLIIBCAT, 1 ug
pcTatRev und unterschiedliche Mengen Kompetitorplasmid. Fir die Berechnung wurde
zunéchst der CAT-Umsatz aus der Transfektion pSLIIBCAT + pcTat von den Ubrigen Werten
subtrahiert, um die Ergebnisse um die von einer Bindung unabhangige CAT-Aktivierung zu
korrigieren. Die Kompetitionskurven verlaufen somit gegen Null.

Der CAT-Umsatz aus pSLIIBCAT + pcTatRev wurde gleich 100% gesetzt und die CAT-
Werte aus den Kompetitionen darauf bezogen. Die Y-Achse der folgenden sechs Abbildungen
gibt demnach die Hohe des CAT-Umsatzes in der jeweiligen Kompetition relativ zum Wert
ohne Kompetitor an. Die X-Achse gibt das molare Verhaltnis Kompetitorplasmid zur Menge an
pcTatRev an.
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3.5.1. Dielnhibition der Rev/RNS-Bindung durch RevM 10BL

In Abbildung 28 ist zun&chst ein Beispiel fur eine Transfektion zur Kompetition der Bindung
mit RevM10BL gezeigt. Die beiden Zellinien HeLa und U138 wurden parallel transfiziert. Die
Luciferase-Werte aus jedem Ansatz sind als Mittelwert aus der Doppelbestimmung mit
aufgefihrt. Die Luciferase-Expression unterlag in diesen Experimenten einer ungewdhnlich
hohen Schwankung. Es wurde jedoch wiederum darauf geachtet, dal’ die Schwankung 50%
nicht Gberschritt. Im angegebenen Beispiel aus Hel a-Zellen sank die Luciferase-Expression im
Wert mit 0,8facher Menge an Kompetitor auf 70% des Wertes ohne Kompetitor. Dagegen sank
der CAT-Wert auf 14%. Obwohl der Luciferase-Wert bel zunehmender Kompetitor-Menge
wieder anstieg, folgte der CAT-Wert dieser Tendenz nicht. In U138-Zellen betrug der
Luciferase-Wert im Ansatz mit 0,8facher Kompetitormenge 85% des Referenzwertes ohne
Kompetitor, der CAT-Wert nur noch 17%. Dadie Luciferase-Kurven nicht parallel zu den CAT-
Kurven verliefen, war ein generell negativer Einfluld des Transfektionsansatzes auf die Zellen
auszuschlief?en. Die Schwankung war spezifisch fur die Luciferase-Expression, z. B. aufgrund
der unterschiedlichen Mengen Expressionsplasmid pro Ansatz. Abbildung 31 stellt en
Kontrollexperiment dar, das zeigt, da auch steigende Mengen eines unabhangigen
Expressionsplasmides (pFred143 zur GFP-Expression) keine Auswirkungen auf die CAT-
Expression haben.

Um die Kompetitionsexperimente besser vergleichen zu konnen, wurde die Menge an
Kompetitor relativ zur TatRev-Menge berechnet, bei der die CAT-Expression aufgrund der
Rev/SLI1IB-Bindung nur noch 50% des Wertes ohne Kompetitor betragt. Dieser Wert lag im
gezeigten Beispiel fir HeLa-Zellen bei 0,4; das heildt schon die 0,4fache molare Menge an
Kompetitorplasmid relativ zur molaren Menge an pcTatRev reichte aus, um die CAT-
Expression um 50% zu reduzieren. Fur U138-Zellen betrug der Wert aus diesem Beispiel 0,35.

Hel a-Zellen RevM 10BL U138 -Zellen RevM 10BL
Luciferase Luciferase
Prozent von TatRev (RLU *103) Prozent von TatRev (RLU*104)
120 4 79 120 T 50
100 ¢
|: +4 100 L 40
80 80 1
T3 - 30
60 60 1
12 L
40 20 | 20
20 4 11 2] 1 10
O T T T O O T T T O
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
RevM10BL RevM10BL
) TatRev TatRev
o Luciferase

e CAT-Expression in Prozent vom Ansatz ohne Kompetitor

Abb. 28: Die Hemmung der Rev/RNS-Bindung durch Kotransfektion des Bindungsansatzes
mit pBsRevM 10BL in HelL a-Kontrollzellen und U138-Astrozytomzellen. Die Luciferase-Werte
aus den einzelnen Ansédtzen sind zum Vergleich mit angegeben. Alle Werte sind Mittelwerte aus
Doppel bestimmungen.
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Abbildung 29 fald die Ergebnisse aus den Kompetitionsstudien mit RevM10BL in zwel
Kontrollzellinien und zwel Astrozytomzellinien zusammen. Wie schon am Beispiel aus
Abbildung 28 beschrieben worden ist, wurden die Werte um den CAT-Umsatz des Ansatzes
pSLIIBCAT + pcTat berichtigt und dann als Prozent vom Bindungsansatz berechnet. Die
Kurven stellen Mittelwerte aus mehreren unabhangigen Experimenten dar.

In alen Zelinien zeigte sich eine dosisabhéngige Inhibition der CAT-Expression durch die
Gegenwart des Kompetitors. Schon bel der Transfektion von jewells 1 pg pBsRevM10BL und
pcTatRev, aso einem Verhdltnis 1:1, war die Bindung fast vollstandig inhibiert. Berechnete man
wie im Beispiel aus Abbildung 28 die Kompetitormenge relativ zu TatRev, bel der die CAT-
Expression um 50% gesunken war, betrug der Wert in alen Zellinien etwa 0,3. Die genauen
Werte sind der Abbildung 29 zu entnehmen.

Die geringe Menge Kompetitor gegentiber TatRev ist vermutlich darauf zurlickzufthren, daf3
RevM10BL im Zellkern akkumuliert und damit in dem Zellkompartiment, in dem die Bindung
stattfindet. Dartber hinaus ist der Promotor in diesem Plasmid der HIV-LTR, womit sich auch
eine Konkurrenz um Tat aus dem TatRev-Fusionsprotein ergibt.

-~ Astrozytomzellinien Kontrollzellinien
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Molares Verhdtnis pBsRevM10BL zu pcTatRev zur Inhibition der Bindung um 50%:

U138 0,32 HelLa 0,32
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Abb. 29: Die Kompetition der Bindung Rev/SLIIB durch RevM10BL in Astrozytom- und
Kontrollzellinien. Die Punkte stellen die Messwerte als Mittelwerte aus drei unabhéngigen
Experimenten der Kontrollzellinien dar; fur die Zellinie U87 sind zwei Experimente
zusammengefaldt, for U138-Zellen vier. Die Mittelwerte wurden auf den Ansatz ohne
Kompetitor bezogen, der gleich 100% gesetzt wurde.

3.5.2. Dielnhibition der Rev/RNS-Bindung mit wtRev

Der in Kap. 3.5.1. fir RevM10BL beschriebene experimentelle Ansatz wurde auch mit
wtRev unter Verwendung des Kompetitorplasmides pcRev durchgefiihrt. Abbildung 30 falit die
Ergebnisse zusammen. Auch wtRev inhibiert die Bindung Rev/RNS in allen vier Zellinien
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dosisabhéngig. Die Hemmung durch den Wildtyp benétigt jedoch insgesamt eine grél3ere
Menge Kompetitorplasmid al's die &quivalente Hemmung durch RevM 10BL.

Auffalig ist, dald bei der Kotransfektion einer geringeren Menge Kompetitorplasmid (pcRev
Zu pcTatRev 1:2) mit Ausnahme der Zellinie HEK293 zunéchst eine Aktivierung der CAT-
Expression zu verzeichnen war. Der Anstieg ging nicht mit einer Erhéhung der Luciferase-
Werte einher, so dal3 ein Einflu® der Transfektion selber (z. B. hthere Transfektionseffizienz in
diesem Ansatz) auszuschlief3en war (Daten nicht gezeigt). Dieser Effekt wurde im Rahmen der
Kompetition mit RevM10BL nicht beobachtet.

In HEK293-Zellen wurde ebenfalls keine anfangliche Erhohung der CAT-Expression
festgestellt. Diese Zellinie hatte eine algemein sehr hohe Expressionsrate, wie an den
Luciferase-Werten, die eine GroRenordnung von 10” pro 50 pg Gesamtprotein erreichten, zu
erkennen war (vgl. Abb. 15 und 18, S. 39 und 43). Dartiber hinaus war Rev in diesen Zellen
kernlokalisiert, TatRev dagegen zu grof3en Teilen zytoplasmatisch (Abb. 24, S. 52). Die
Astrozytomzellinie U87 zeigte auch hohe Luciferase-Werte, die Verflgbarkeit von Rev im Kern
wurde jedoch durch seine vermehrte zytoplasmatische Akkumulation eingeschrankt.

Wurde fur die Hemmung in HEK293-Zellen eine Bindungs-defekte Rev-Mutante verwendet,
die anstelle der Rev-NLS die Tat-NLS enthélt, so konnte auch in diesen Zellen eine Erhéhung
der CAT-Expression gefunden werden (Daten nicht gezeigt). Dieses Ergebnis kdnnte bedeuten,
dal3 die Oligomerisierung, die in dieser Mutante nicht eingeschrankt ist, bei diesem Befund eine
Rolle spielte.

Zum genaueren Vergleich ist wieder das molare Verhdltnis an Kompetitor zu TatRev
aufgeflihrt, das nétig war, um die Bindung um 50% zu hemmen. Die Werte waren weniger
einheitlich als fir RevM10BL. Fur die Astrozyten wurde ein Wert von 1,8 bzw. 1,9 ermittelt.
Damit wird gegenuber der Menge an RevM10BL-Expressionsplasmid eine grof3ere Menge
wtRev-Plasmid bendtigt, um eine vergleichbare Hemmung zu erhalten. Dieses Ergebnis
entspricht aufgrund der unterschiedlichen Lokalisation dieser Kompetitoren in Astrozyten der
Erwartung.

Fur HEK293-Zéellen lag der Wert mit 0,9 um etwa die Halfte niedriger. Diese Beobachtung
ist mit der Lokalisation von Rev hauptsachlich im Kern dieser Zellen im Gegensatz zur
zytoplasmatischen Lokalisation in Astrozyten zu begrinden. Der 3fache Unterschied im
Quotient zur Menge pBsRevM10BL resultiert daraus, dal3 RevM10BL einen transdominant
negativen Phanotyp besitzt und dariiber hinaus, wie schon besprochen, zur Expression von der
HIV LTR die Anwesenheit von Tat n6tig ist.

Abweichend war dagegen der Wert fur HeLa-Zellen. Erst bel einem 3,4fachen molaren
Uberschuf? an Kompetitorplasmid wurde eine Hemmung der CAT-Expression um 50% erreicht.
Bei diesem Wert ist jedoch zu beachten, dal’ er sich als Mittelwert aus nur zwei Experimenten
ergibt, deren Einzelwerte mit 1,8 und 5,1 stark voneinander abweichen.

Die Expressionsstérke von pcRev und pcTatRev konnte nicht quantifiziert werden. Western
Blots der Proteinlysate konnten nicht ausgewertet werden, da offensichtlich der zur Verfligung
stehende anti Rev Antikorper das HXB-3 Rev (pcRev, pcTatRev, vgl. Abb. 8, S. 27) im
Gegensatz zu HXB-2 Rev im Western Blot nicht erkannte.
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Abb. 30: Die Abbildung zeigt die Kompetition der Bindung Rev/SLIIB durch wtRev in
Astrozytom- und Kontrollzellinien. Die Punkte stellen die Messwerte als Mittelwerte aus drei
unabhéngigen Experimenten dar, fir HeLa-Zellen sind zwel Experimente zusammengefaldt. Die
Mittelwerte wurden auf den Ansatz ohne Kompetitor bezogen, der gleich 100% gesetzt wurde.
Fur Detailsvgl. Text.

Um einen weiteren Vergleichswert insbesondere fir HeLa-Zellen zu erhaten, wurde die
wtRev-Kompetition mit dem Rev-Expressionsplasmid pCsRevGFP wiederholt. In diesem
Plasmid, das auch fir die Lokalisationsstudien aus Abbildung 24 (S. 52) verwendet wurde, steht
die Expression eines Rev-GFP-Fusionsproteins unter der Kontrolle des CMV-Promotors. Die
Rev-Sequenzen stammen aus dem HIV-Isolat HXB-2, wohingegen pcRev und pcTatRev die
HXB-3-Rev-Sequenzen enthalten (Abb. 8, S. 27).

Ein Experiment in U138-Zellen unter der Verwendung von pCsRevGFP und pcTatRev im
Verhdlitnis 1:1 ergab bereits eine vollstandige Hemmung der CAT-Expression (Daten nicht
gezeigt). pCsRevGFP enthdt zwei Modifikationen, die zu einer verstérkten Expression fuhren.
Das ATG-Startkodon fur RevGFP ist der HIV-1 Tat-Sequenz entnommen und wird sehr stark
initiiert. Der CMV-Promotor enthalt eine kurze Deletion, die ebenfalls zu einer verstarkten
Expression fuhrt (Dr. Markus Neumann, GSF, Neuherberg, personliche Mitteilung). Daher
wurden die Kompetitionsstudien mit pCsRevGFP bel einer Konzentration von Kompetitor zu
pcTatRev 0,0125:1 begonnen.

Abbildung 31A zeigt die Kompetition der Bindung Rev/SLIIB mit RevGFP in U138-
Astrozytomzellen und HeL a- sowie HEK293-Kontrollzellen. Die CAT-Expression wurde schon
durch eine geringe Menge Kompetitor in alen drei Zellinien deutlich gehemmt. Die Werte fir
die 50%ige Hemmung der CAT-Expression lagen fur HeLa-Zellen bei 0,12, fir HEK293-Zellen
bei 0,23 und fur U138-Astrozytomzellen bel 0,24.
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Abbildung 31B stellt die Kontrolltransfektion fur HEK293-Zellen dar. Die Hemmung durch
RevGFP entspricht dem Experiment aus Abbildung 31A. Paralel wurden auch steigende
Mengen pFred143 zum Bindungsansatz transfiziert. Dieses Plasmid exprimiert GFP und
unterscheidet sich von pCsRevGFP nur durch das Fehlen der Rev-Sequenzen. Im Gegensatz zu
RevGFP inhibierte GFP die CAT-Expression im Bindungsansatz nicht. Der CAT-Wert in
Gegenwart eines 1,25fachen molaren Uberschusses an pFred143 sank auf 70% des Wertes im
Bindungsansatz, ging jedoch mit einem Abfall des Luciferase-Wertes auf nur noch 44% des
Wertes ohne pFred143 einher. Diese Menge an GFP war offensichtlich toxisch fur die Zellen.
Dagegen blieben die Luciferase-Werte fur die Ansdtze mit pCsRevGFP konstant (Daten nicht
gezeigt).

A %der TatRev Aktivierung

120

100 & HelLa

80 Y A 293
o U138

60 \

40

—-—

0 05 1 15 DCSRevGEP

pcTatRev

Molares Verhaltnis RevGFP zur Inhibition der Bindung um 50%:
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Abb. 31. Die Abbildung zeigt in A die Inhibition der Rev/RNS-Bindung mit einem RevGFP-
Fusionsprotein in zwel Kontrollzellinien und einer Astrozytomzellinie. 31B zeigt das
Experiment fir HEK293-Zellen mit einer parallelen Kompetition mit GFP als Negativkontrolle.
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3.5.3. Dielnhibition der Bindung mit hohem Kompetitor tiberschuf3

Zur weiteren Kontrolle der Spezifitdt der Inhibition wurden in ausgewéhlten Ansétzen auch
Transfektionen mit niedrigeren Gesamtplasmidkonzentrationen durchgefihrt, die einen hdheren
Uberschuf? an Kompetitor erlaubten. Eine zu hohe Gesamtplasmidmenge konnte toxisch fiir die
Zellen sein und die Ergebnisse der Kompetitionen beeinflufRen.

Von jedem Effektorplasmid wurde ein Zehntel der Konzentration aus den in Abbildung 29
und 30 beschriebenen Experimente verwendet, also im Bindungsansatz 2 pg pSLIIBCAT und
0,1 pg pcTatRev. Die Kompetitoren wurden in einer Konzentration zwischen 0,1 pg und 3 pg
eingesetzt. Diese Variation ermoglichte einen bis zu 30fachen Uberschul Kompetitorplasmid
gegenlber pcTatRev.

In Abbildung 32A ist die Kompetition mit pcRev in HeLaZellen gezeigt, in 32B die
Kompetition mit pBsRevM10BL in U87-Zellen. Der 50%-Wert liegt fir HelL a-Zellen bel 0,92
und fur U87-Zellen bel 0,76. In HeLaZellen konnte also schon mit einer geringeren
Kompetitormenge als in den Experimenten aus Abbildung 30 eine Inhibition der Bindung mit
pcRev erreicht werden. Die Inhibition entspricht etwa derjenigen, die in Abbildung 30 fir
HEK293-Zellen berechnet wurde. Nach einer Kompetition auf 30% der CAT-Expression bei
einem molaren Verhdltnis von Rev zu TatRev von 2,8 wurde jedoch auch mit einem 28fachem
Uberschul? wtRev noch keine vollstéandige Hemmung erreicht. Die Luciferase-Werte blieben im
vorgegebenen Rahmen konstant.

In UB7-Zellen lag der 50%-Wert etwas hoher als in den Experimenten aus Abbildung 30, es
wurde also eine grofdere Kompetitormenge als in den zuvor erlautertern Experimenten benétigt.
Esist jedoch zu beachten, dal3 es sich hierbei um Einzel experimente handelt.

HelL a-Zellen wtRev u87 -Zellen RevM 10BL
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Abb. 32: Die Kompetition der CAT-Expression im Bindungsansatz fur HeL a-Zellen mit wtRev
(A, bis zu 28facher Uberschu? Kompetitor) und fir U87-Astrozytomzellen mit RevM10BL (B,
bis zu 25facher UberschulR Kompetitor). Die Punkte zeigen die CAT-Expression als Prozent der
CAT-Expression im Bindungsansatz, die offenen Symbole die zugehdrigen Luciferase-
Messwerte. Die Daten sind Mittelwerte aus Doppel bestimmungen.
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Die Ergebnisse aus den Kompetitionen haben somit die Spezifitéat der festgestellten Bindung
von Rev an SLIIB in Astrozyten und Kontrollzellen bestétigt. Dabei wurden in Transfektionen
mit verschiedenen Kompetitor-Expressionsplasmiden unterschiedliche Plasmidmengen zur
Inhibition der Bindung um 50% bendtigt. Diese Unterschiede waren vermutlich auf ein
Zusammenspiel der Starke der Kompetitor-Expression und der Lokalisation der Kompetitoren in
der Zelle zuriickzuftihren. Als Kontrolle fir die Spezifitét der Bindung wurden Luciferase-Werte
und die Kotransfektion mit GFP, die keine Inhibition der CAT-Expression zur Folge hatte,
gezeigt. Insgesamt konnten keine bedeutenden Unterschiede zwischen Astrozyten und
Kontrollzellen gefunden werden.

3.5.4. Dielnhibition der Rev/RNS-Bindung durch RNS

In einem &hnlichen Kompetitionsansatz wie in Kap. 3.5.1. bis 3.5.3. beschrieben sollte die
Bindung Rev/RNS auch durch einen Uberschuf? an SLIIB zu inhibieren sein. SLIIB konkurriert
um die Bindung von TatRev. Um diese Theorie zu prufen, wurden die Plasmide pcRRE und
pPcRREDSL 1B verwendet, die zwar transkribiert werden, die RNS wird jedoch nicht trandlatiert.

Die beiden Plasmide pcRRE und pcRREDSLIIB haben denselben Vektorhintergrund wie
pcTatRev, jedoch wurde statt der Protein-kodierenden Sequenzen die RRE bzw. die RRE ohne
die SLIIB-Sequenzen hineinkloniert. PcCRRE sollte in diesem Ansatz mit pSLIIBCAT um die
Bindung an TatRev kompetieren, wohingegen pcRREDSL1IB die Negativkontrolle darstellt. Da
fur die Bindung von Rev an RRE die initiale Bindung an SLIIB essentiell ist (Kap. 1.1.2.2.2)),
sollte an einer RRE ohne SLI1B keine Bindung stattfinden. Dies wurde in in vitro Experimenten
von Stauber et al. bestétigt (Stauber, R. H. et a., 1998).

In Abbildung 33 werden ausgewéhlte Ansdtze zu Kompetitionsexperimenten in HeLa- und
U87-Zellen dargestellt. Die parallel ermittelten Luciferase-Daten sind ebenfalls graphisch
dargestellt. Unter Verwendung dieser Kompetitorplasmide waren keine reproduzierbaren Daten
zu erzielen. Die Luciferase-Werte schwankten um einen Faktor von 2,5 bis 6, so dal3 diese
Experimente nicht auszuwerten waren. Schon eine geringe Menge pcRRE bzw. pcRREDSLI11B
(0,1 g, Daten nicht gezeigt) hatte einen deutlichen Riickgang der Luciferase-Expression zur
Folge. Ferner war auffdllig, da die Luciferase- und die CAT-Kurven der jewelligen
Transfektionen deutlich parallel verlaufen. Effekte auf die CAT-Expression waren daher
vermutlich unspezifisch, dadie Luciferase-Expression im gleichen Mal3e beeintrachtigt wurde.

Diese Experimente wurden auch mit Plasmiden durchgefihrt, die die entsprechenden RRE-
und RREDSLIIB-Sequenzen in antisense-Orientierung enthielten. Auch in diesem Fall waren
keine reproduzierbaren Daten zu erhalten, die Transfektion der Plasmide ging immer mit eéinem
Ruckgang der Luciferase-Expression einher (Daten nicht gezeigt).

Diese Ergebnisse lieffen darauf schlief3en, dal? die RRE-exprimierenden Plasmide toxisch fir
die Zellen und daher in diesen Experimenten nicht einzusetzen waren.

Wurde dagegen ein Plasmid verwendet, das keine RRE, jedoch die TAR enthielt, konnte die
CAT-Expression in einer Transfektion mit HeLa-Zellen und U373-Zellen vollstandig gehemmt
werden (Daten nicht gezeigt). Die TAR in diesem Plasmid bindet an den Tat-Teil des TatRev-
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Fusionsproteins, so dal3 dieses nicht mehr fir die Bindung an SLIIB zur Verfligung steht. Die
Ansitze wurden mit einem 4fachen Uberschull Kompetitorplasmid gegeniiber pSLIIBCAT
durchgefuhrt, allerdings war auch dabei ein leichter Riickgang der Luciferase-Werte gegentiber
dem Wert ohne Kompetitor zu verzeichnen.

Moglicherweise exprimieren die beschriebenen RRE-K onstrukte eine zu kurze RNS, die sich
nicht korrekt in die komplexe Sekundarstruktur der RRE falten kann. Dann kann die Bindung
durch Rev nicht stattfinden. Die RNS kénnte in den Zellen rasch degradiert oder in einem
bestimmten Zellkompartiment akkumuliert werden, was zu der beobachteten Toxizitét fur die
Zellen fuhrte. Daher wurde im Reporterplasmid pDM 128 (Kap. 3.2.) das cat-Gen deletiert, so
dal’ eine RNS aus env-Sequenzen inklusive der RRE exprimiert wurde. Die Expression von
pDM 128 in alen Zellinien wurde in Kap. 3.2. gezeigt. Jedoch fuhrte auch die Kotransfektion
dieses Plasmides nicht zu reproduzierbaren Ergebnissen, die CAT-Werte unterlagen wieder
hohen Schwankungen (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 33: Verschiedene Transfektionsexperimente zur Inhibition der Rev/SLIIB-Bindung mit
RNS. Punkte stellen die CAT-Expression als Prozent der CAT-Expression im Ansatz ohne
Kompetitor dar, die gleich 100 Prozent gesetzt wurde. Offene Symbole kennzeichnen die
zugehorigen Luciferase-Daten.
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3.6. DieOligomerisierung von Rev in humanen Astrozyten

3.6.1. Einin vivo System zur Prifung der Rev-Rev Oligomerisierung in Zellinien

Der in Kapitel 3.4. dieser Arbeit beschriebene Bindungstest kann in einer modifizierten
Anwendung zur in vivo Untersuchung der Oligomerisierungseigenschaften von Rev im Kontext
verschiedener Zelltypen benutzt werden. Das Prinzip des Oligomerisierungstests ist in
Abbildung 34 schematisch gezeigt.

Anstelle des TatRev-Fusionsproteins wurde ein Fusionsprotein aus Tat und der Bindungs-
defekten Mutante RevM5 verwendet (zur Sequenz von RevM5 vgl. Abb. 4, S. 9). RevM5 wurde
von Malim et al. 1989 charakterisiert (Malim, M. H. et a., 1989), der Bindungsdefekt wurde
von Thomas et a. bestétigt (Thomas, S. L. et a., 1998). TatRevM5 kann demnach die
Expression von pSLIIBCAT nicht aktivieren. Exprimieren die Zellen dagegen auch wtRev, so
kann das Wildtyp-Protein einerseits mit RevM5 (im Kontext des TatRevM5) oligomerisieren
und andererseits an SLIIB binden. Durch die Bindung fuhrt das Tat aus dem Fusionsprotein zu
einer Aktivierung der CAT-Expression von pSLIIBCAT (Madore, S. J. et a., 1994).

RevM 5 Tat

wtRev

1. Bindung wtRev/SLI1B und
Oligomerisierung wtRev/RevM5

SLIIB ﬂ’

—
HIV-LTRmit SLIIB___| | cat-Gen |

pSLIIBCAT

3. Expression des cat-Gens

2. Aktivierung der
Transkription durch Tat

Abb. 34: Die Abbildung zeigt ein Schema des in vivo Oligomerisierungstests analog zum
Bindungstest aus Abb. 20. wt — Wildtyp.

3.6.2. Revoligomerisiert in humanen Astrozyten

In Abbildung 35 ist beispielhaft je ein Einzelexperiment fur die Kontrollzellinie HEK293 (A)
und die Astrozytomzellinie U373 (B) dargestellt. Als Negativkontrollen dienten
Kotransfektionen von pSLIIBCAT mit den Effektorplasmiden pcTat, pcRev und pcTatRevMb5.
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Alle Kontrollen wurden in jedem Experiment durchgefihrt und waren negativ. Damit konnte
sichergestellt werden, dal3 keines der verwendeten Plasmide alleine schon zu einer Aktivierung
der CAT-Expression fuhren kann. In der Kontrolltransfektion mit pcTatRevM5 wurde bestétigt,
da3 RevM5 nicht in der Lageist, die RNS zu binden.
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Abb. 35: Die Abbildung zeigt ein typisches Experiment zur Rev-Oligomerisierung. Dargestellt
sind Daten fur eine Kontrollzellinie (HEK293, 35A) und eine Astrozytomzellinie (U373, 35B)
aus zwel unabhangigen Experimenten. Die Saulen zeigen den CAT-Umsatz in Prozent, die
Punkte die Luciferase-Messwerte. Es wurden jewells 2 pg pSLIIBCAT und 1 g
Effektorplasmid(e) transfiziert. Alle Messungen wurden in Doppel bestimmungen ausgefihrt und
der Mittelwert angezeigt. TR - TatRev. Mit <1 sind Experimente bezeichnet, in denen der CAT-
Umsatz dem Basalwert entsprach.
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Im Rahmen der Untersuchung der Rev/RNS-Bindung (Kap. 3.4.) wurde bereits die Mutante
RevM10BL eingefuhrt. Die Mutationen in RevM10BL liegen nicht in der N-terminalen
Bindungs- und Oligomerisierungsdomane, sondern C-terminal im Bereich des Exportsignals
(vgl. Abb. 4, S. 9). Daher war zu erwarten, dal3 das Oligomerisierungsverhalten nicht
beeintrachtigt ist. Es zeigte sich jedoch, dal? die Koexpression von RevM10BL mit TatRevM5
im Oligomerisierungstest nicht zu einer Aktivierung der CAT-Expression fuhrte. Dieser Befund
konnte eine Beteiligung der Aktivierungsdomane an der Oligomerisierung bedeuten, wie es z. B.
von Madore et a. vorgeschlagen wurde (Madore, S. J. et a., 1994). Madore et al. postulierten
einen zelluléren Faktor, der die beiden funktionellen Doméanen verbindet. Ferner wére denkbar,
dal’ RevM10BL durch seine Akkumulation im Kern auch die RNS sequestriert und damit einen
Transport aus dem Kern und eine Trandlation verhindert.

Dagegen fiuhrte Kotransfektion von pcTatRevM5 und pcRev zu einer deutlichen
Expressionssteigerung gegeniiber dem uninduzierten Wert um 12,7 in HEK293-Zellen und 13,1
in U373-Zellen. Die Induktion durch TatRev betrug fir HEK293-Zellen 20,9 und fur U373-
Zellen 16,2.

Die Ergebnisse fur die einzelnen Zellinien sind in Abbildung 36 zusammengefaldt. Es wurden
drei Astrozytomzellinien (U373, U87 und U138) gegeniiber den beiden Kontrollzellinien HeLa
und HEK293 getestet. Die Zellinie 85HG66 wurde aufgrund der Ergebnisse im Bindungstest
(Kap. 3.4.5.) in die Untersuchungen nicht mit einbezogen. Zur Darstellung in der Abbildung
wurde zunéchst die Basalaktivitédt aus dem Ansatz pSLIIBCAT + pcTat von den CAT-Umsétzen
aler Messungen subtrahiert. Von den so berichtigten Umsatzraten wurde die Aktivierung durch
pcTatRev (Bindungsansatz) gleich 100% gesetzt und die Ubrigen Messwerte in Prozent davon
angegeben. Die Saulen bezeichnen Mittelwerte aus drei unabhangigen Transfektionen.

In jeder Zellinie war eine Aktivierung der CAT-Expression im Oligomerisierungsansatz zu
verzeichnen. Dabel war diese Aktivierung im Allgemeinen niedriger als im paralléel
transfizierten Bindungsansatz. Dieses Verhdltnis entspricht der Erwartung, da an der
Oligomerisierung mehr Einzelkomponenten beteiligt sind (zwei Effektorplasmide statt einem),
und wurde bereits in der Literatur beschrieben. Madore et a. gaben die Aktivierung der CAT-
Expression durch TatRevM5 und Rev in HelL a-Zellen mit 66% der Aktivierung durch TatRev an
(Madore, S. J. et al., 1994).
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Abb. 36: Der Oligomerisierungstest im Vergleich von zwei Kontrollzellinien (A) zu drei
Astrozytomzellinien (B). Die Punkte bezeichnen unabhéngige Transfektionen in Doppel-
bestimmungen, die Saulen den Mittelwert. Die Werte sind as Prozent des Bindungsansatzes
pSLIIBCAT + pcTatRev angegeben. In jedem Ansatz wurden 2 pg pSLIIBCAT kotransfiziert.
Die Werte wurden um den Basalwert aus dem Ansatz pSLIIBCAT+pcTat berichtigt. TR -
TatRev.
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Lediglich fur die Zellinie U87 wurde eine durchschnittliche Aktivierung 2 100% gemessen.
Auffallig war, dal3 in dieser Zellinie die CAT-Expression in jedem Ansatz, der pcTatRevM5
enthélt, erhoht war. Die Uberdurchschnittliche CAT-Expression im Oligomerisierungsansatz
konnte somit auf eine hohere Basalaktivitét von TatRevM5 an pSLIIBCAT in dieser Zellinie
zurlckzufiihren sein. Ob die erhéhte Aktivitét durch eine schwache Bindung von RevM5 an
SLIIB in diesem zelluldren Kontext bedingt ist, kann aus diesem Ansatz nicht geschlossen
werden. Eine TAR-unabhangige Aktivierung, die insbesondere in dieser Zellinie untersucht
wurde (Niikura, M. et al., 1996), kann jedoch ausgeschlossen werden, da von den gezeigten
Werten in jedem Experiment der Wert aus pSLIIBCAT + Tat bereits subtrahiert wurde.

Wertet man die Daten statistisch aus, so ergibt sich fur die U87-Werte (112,4; 148,9; 100,2)
mit p = 0,024 ein signifikanter Unterschied zu den Kontrollwerten. Berichtigt man allerdings die
Werte aus dem Oligomerisierungstest in U87-Zellen um die TatRevM5-Basal aktivitét anstelle
der Tat-Basalaktivitét, so betragt der Mittelwert 100,5% und entspricht damit der Aktivierung
iIm Bindungstest. Die Einzelwerte (71%, 115% und 116%) unterscheiden sich mit p = 0,26 nicht
signifikant von den Kontrollen.

Bewertet man die Ergebnisse aus den beiden Kontrollzellinien HeLa und HEK 293 statistisch
zueinander, so ist mit p = 0,4 ebenfalls kein signifikanter Unterschied festzustellen. Die dennoch
geringeren Werte in HeLa-Zellen kdnnten auf eine geringere Expression von pcRev in dieser
Zéellinie zurickzufihren sein. Auch die Kompetitionsexperimente mit pcRev im Bindungsansatz
unterlagen in HeL a-Zellen einer grofReren Schwankung asin HEK293 (vgl. Abb. 30, S. 67, und
die Ausfuhrungen hierzu).

Die Aktivierung der CAT-Expression im Ansatz pSLIIBCAT + TatRevM5 + RevM10BL
entsprach in jeder Zellinie dem Hintergrund aus der uninduzierten Messung (vgl. zum Wert mit
Rev bzw. TatRevMb5). Lediglich fur die Zellinie U373 konnte in einem Experiment eine
Erhéhung des Wertes um 19% beobachtet werden, die jedoch nicht als signifikant angesehen
werden konnte, da es sich um einen Einzelbefund handelte. In den Astrozytomzellinien U138
und U87 korreliert der Wert mit der schon erwahnten hoheren Basalaktivitét durch TatRevM5
(die erhdhten Werte in U138-Zellen stammen aus derselben Transfektion).

In Abbildung 37A sind die Daten zur Oligomerisierung zusammengefaldt. Die CAT-
Expression aufgrund der Rev-Oligomerisierung lag zwischen 56% und 120% der Aktivierung
im Bindungsansatz. Nimmt man ale Werte fir Kontrollzellen bzw. Astrozytomzellen
zusammen wie in Abbildung 37B gezeigt, ergibt sich ein Mittel von 68,7% gegenuber 95,1%.
Wertet man die Daten statistisch aus, ergibt sich mit p = 0,33 kein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Ergebnisgruppen. Die Standardabweichung betragt 21,55 fur die
Kontrollzellen und 25,6 fir die Astrozyten.

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dal? die Oligomerisierung von Rev in humanen Astrozyten
im Vergleich zu Kontrollzellen nicht beeintrachtigt ist.
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Abb. 37: Die Oligomerisierung von Rev in verschiedenen Zellinien. A zeigt die Daten aus den
einzelnen Zellinien. Die Punkte bezeichnen unabhangige Transfektionen, Saulen den Mittelwert
daraus. Die Experimente wurden in Doppelansitzen durchgefuhrt. B falét die Kontroll- und
Astrozytomzellinien zusammen. Die Aktivierung der CAT-Expression im Oligomerisierungstest
ist auf die Aktivierung im Bindungsansatz bezogen, der gleich 100% gesetzt wurde.
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4. DISKUSSION

Die Rev-Achse der HIV-Regulation ist essentiell fir die Virusreplikation. Unsere
Arbeitsgruppe konnte in den vergangenen Jahren zeigen, dal3 die Rev-Funktion in Astrozyten
erheblich beeintrachtigt ist, was zu einer nicht-produktiven Infektion dieser Zellen fuhrt (Brack-
Werner, R. et d., 1992) (Neumann, M. et a., 1995) (Ludwig, E. et a., 1999).

Die Transaktivierung der viralen Strukturproteinsynthese ist von einer Reihe von
Einzelfunktionen des Rev-Proteins abhéngig (eine Ubersicht findet sich in Abb. 2, S. 5). Daraus
ergab sich die Frage, ob die verminderte Rev-Transaktivierung in Astrozyten mit einem (oder
mehreren) dieser Einzelschritte néher in Verbindung gebracht werden konnte. In den hier
vorgestellten Untersuchungen wurden daher an der Rev-Regulation beteiligte Einzelschritte
ausgekoppelt und ihre Funktionalitédt in Astrozyten mit der in Kontrollzellen verglichen. So
wurde eingegrenzt, mit welcher der funktionellen Doméanen von Rev eine Inhibition assoziiert
sein bzw. in welchem Zellkompartiment sie stattfinden konnte. Es wurden von der N-terminalen
Rev-Domane vermittelte Funktionen untersucht (Abb. 4, S. 9)

Im Rahmen dieser Diskussion wird der Rev-Regulationszyklus unter Einbeziehung der
Ergebnisse aus den vorliegenden Untersuchungen wieder aufgegriffen. Mit Hilfe der aktuellen
Kenntnisse Uber die Rev-Regulation in Astrozyten wird ein Modell aufgestellt, das auch die
noch nicht ndher untersuchten Funktionen des Rev-Proteins einbezient und einen
Erklarungsansatz fir die verminderte virale Replikation erlaubt.

Zunachst wurde die Rev-Transaktivierung in Astrozyten unter Verwendung eines heterologen
(nicht HIV-abgeleiteten) Reportersystems untersucht, um einen moéglichen Einflul® der HIV-
Sequenzen selbst (in diesem Fall gag im Vergleich zu env) sowie einen moglichen Einflufd Gber
die Trandation verschiedener Transkripte zu betrachten.

4.1. DieRev-Transaktivierung

Die Rev-abhangige Expression des Reportergens cat in Astrozyten gegentiber Kontrollzellen
wurde mit Hilfe des Reporterplasmides pDM 128 untersucht. PDM 128 enthdlt das cat-Gen unter
der Kontrolle des SV40-Promotors, Teile des env-Gens einschliefdich der RRE sowie einen
HIV-Spleil3ddonor und —akzeptor. Die Rev-abhangige Stimulation der Expression des cat-Gens
wurde in funf Astrozytomzellinien und zwei Kontrollzellinien untersucht.

Dabel wurde eine um einen Faktor von etwa 5 verminderte Rev-abhangige Stimulation der
CAT-Proteinsynthese in Astrozyten gegentiber Kontrollzellen festgestellt. Aufféllig war, dal3 die
Rev-unabhangige Expression des cat-Gens in Astrozyten im Gegensatz zu Kontrollzellen hoher
war und mit der Menge an Reporterplasmid stieg (vgl. die CAT-Expression in Abwesenheit von
Rev im Vergleich von U373- und Hela-Zellen in Abb. 9, S. 30).

Die Funktion des zweiten viralen, RNS-bindenden Transaktivators, Tat, ist dagegen in alen
getesteten Astrozytomzellinien uneingeschrankt (Kap. 3.3.).
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Unter Verwendung eines adhnlichen Plasmidsystems, in dem die Rev-Transaktivierung
anhand der Expression des HIV-Strukturproteins p24°® im Reporterplasmid pB37R gemessen
wurde, wurde bereits eine 10fach verminderte Funktion von Rev in Astrozyten beschrieben
(Ludwig, E. et a., 1999). Um diesen Unterschied von 5- zu 10fach ndher zu erlautern, werden
die Systeme im folgenden kurz gegeniibergestellt.

Die Abbildung 38 zeigt einen Vergleich der Reporterplasmide ppDM128 und pB37R. Die
Tabelle weist auf die wesentlichen strukturellen Unterschiede der Plasmide hin.

D Stop SA PolyA
RRE
pDM 128 —— 1 o
U3 R U5
unvollsténdiges env-Gen
SV40 promolor CAT
ASD Stop PolyA
TAR
pB37R 11 1 i & t
hfs hfs
U3 R U5 REE U3 R U5
HIV-1LTR p17Gag p24Gag 1 vorhergesagte INS-Elemente
Abhéngigkeit vom
Pr HIV-
omotor Sequenzen Spleifen Reportergen
partiell env mit ;
pDM128 SV40 RRE, 3-LTR ja CAT
: p37Gag, RRE, .
pB37R HIV-LTR 543 LR nein p24Gag

Abb. 38: Ein Vergleich des Aufbaus der beiden Reporterplasmide zur Bestimmung der Rev-
Transaktivierung. SD - Spleifddonor, SA — Spleil3akzeptor, RRE — rev responsive element, TAR
— Trans-activating response element, hfs — human flanking sequences, INS — inhibitory
sequence.

Der Promotor

Uber die Bindung von zellspezifischen Transkriptionsfaktoren an den Promotor wird die
Menge der entstehenden mMRNS reguliert. Dieser Vorgang hat jedoch keinen Einflul® auf die
Expression der mRNS. In der Literatur finden sich keine Hinweise, dal3 der SV40-Promotor
spezifisch in Astrozyten besonders stark transkribiert wirde, was eventuell die hohe Rev-
unabhéngige CAT-Expression in diesen Zellen erklaren konnte. Maldarelli et al. beschrieben bei
der Untersuchung inhibitorischer Sequenzen (INS, vgl. auch im folgenden Abschnitt) in
verschiedenen Reportergensystemen keinen Unterschied der Reportergenexpression unter
Verwendung des CMV-Promotors oder des HIV-LTR-Promotors (Maldarelli, F. et a., 1991). Es
ist also nicht anzunehmen, dal3 die Promotorsequenzen per se einen Einflul3 auf die Rev-
abhangige Regulation haben.

79



Diskussion

Die HIV-abgel eiteten Sequenzen

Das Reporterplasmid pDM 128 enthdlt grof3e Teile der env-Region einschliefdlich der RRE,
wohingegen pB37R gag-Sequenzen und die RRE beinhaltet. Eine Reihe von Studien
beschéftigte sich mit dem Einflu3 der HIV-Sequenzen auf die Transaktivierung durch Rev. In
den gag-, pol-, env- und vif-kodierenden Bereichen wurden Nukleotidsequenzen identifiziert, die
in der Lage sind, die Expression der RNS in der Abwesenheit von Rev zu inhibieren (Schwartz,
S. et a., 1992) (Nasioulas, G. et a., 1994) (Reddy, T. R. et al., 1995). Die Mutation dieser
Sequenzen fihrte zu einer Rev-unabhangigen Expression (Schneider, R. et a., 1997). Dabei
handelt es sich um als INS (inhibitory sequences) oder CRS (cis-acting repressor sequences)
bezeichnete kurze Nukleotidfolgen. Sie agieren als ,, Gegenspieler* der Rev-Funktion, so dal3 die
RNS im Zellkern entweder gespleildt oder degradiert wird (Dayton, A. ., 1996). Rev seinerseits
kann die INS-vermittelte Retention der RNS im Zellkern Gberwinden.

Es konnte gezeigt werden, dal3 in der Abwesenheit von Rev gag- und env-RNS in bestimmten
Bereichen des Zellkerns sequestriert wird, moglicherweise in Assoziation mit der Kernmatrix,
wahrend Rev-unabhangige RNS in Assoziation mit Komponenten des Spleil3apparates in sog.
»huclear speckles* vorliegt (Seguin, B. et al., 1998) (Berthold, E. und Maldarélli, F., 1996). Die
Interaktion der INS-Elemente mit zelluléren Faktoren konnte jedoch bisher nicht nachgewiesen
werden. Sakai et al. beschrieben eine differentielle Rev-abhangige Regulation von HIV-mRNS
unabhangig von gag- oder env-Sequenzen; die Modulation wurde auf einen Einfluld der
Spleif3stellen selber zurtickgefuhrt (Sakai, H. et al., 1995). Borg et al. bezeichneten Spleif3stellen
als CRS und beschrieben die inhibitorische Wirkung einer kryptischen Spleifistelle (Borg, K. T.
et a., 1999). Mikadlian et al. beschrieben, dal? eine heterologe (3-Globin) MRNS, die die RRE
enthdlt, erst durch eine zusétzlich eingefiigte INS effizient Rev-abhangig reguliert wird; durch
die Mutation einer Spleif3stelle wird die Expression wieder Rev-unabhangig (Mikaglian, 1. et al.,
1996).

Trotz dieser zum Teil noch kontroversen Diskussion Uber die Natur inhibitorischer
Sequenzen wird deutlich, dal3 die Rev-Regulation wesentlich durch das Zusammenspiel mit
zelluléren Faktoren im Zellkern gepragt ist. Deshalb erscheint es plausibel, dal3 aufgrund
unterschiedlicher HIV-Sequenzen in Reporterplasmiden eine unterschiedliche Rev-
Transaktivierung feststellbar war. Eine Reihe von INS-Elementen der gag- und env-Sequenzen
sind in Abbildung 38 eingezeichnet. Sie wurden fir env durch Computeranalysen prognostiziert,
flr gag liegen dartiber hinaus experimentelle Daten vor (Dr. Ralf Schneider, GSF, Neuherberg,
personliche Mittellung). Es wurde eine stringentere Rev-Regulation in der Gegenwart von gag-
Sequenzen im Vergleich zu env beschrieben (Sakai, H. et al., 1995). Abbildung 38 verdeutlicht,
dal3 mehr potentielle INS-Elemente in gag alsin env enthalten sind.

Fal’t man diese Daten zusammen, ist ein Unterschied in der Rev-abhéngigen Regulation von
5fach in pDM 128 und 10fach in pB37R durchaus zu erkl&ren. Allerdings erscheint insbesondere
aufgrund der hoheren Rev-unabhangigen Expression in Astrozyten das pDM128-System
weniger geeignet zur Untersuchung regulatorischer Vorgange in diesen Zellen. Die spezifisch in
Astrozyten erhdhte Rev-Unabhangigkeit mag mit einer nicht effizienten Erkennung der
Spleil3stellen oder einer moglichen Interaktion von INS-Elementen mit Astrozyten-spezifischen
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Faktoren zusammenhéangen. Zellspezifisches alternatives Spleif3en ist ein gutes Beispiel fir die
differentielle Regulation zelluldrer Gene (zusammengefald in (Lopez, A. J, 1998)). Erst
kurzlich wurde die differentielle Expression einer mRNS in Astrozyten in Abhéngigkeit vom
Entwicklungsstadium und Alter der Zellen beschrieben (Cai, Z. et al., 2000).

Um eine mdgliche zellspezifische Regulation Uber die INS-Elemente oder das Spleif3en zu
untersuchen, wéare z. B. ein Austausch der env-Sequenzen aus pDM128 gegen gag-Sequenzen
aus pB37R oder ein schrittweiser Austausch der Spleif3stellen in pDM 128 sinnvoll.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dal3 mit beiden Plasmidsystemen eine
signifikante Verminderung der Rev-abhangigen Expression eines Reportergens in Astrozyten
gegentber Kontrollzellen zu verzeichnen ist. Es konnte ausgeschlossen werden, dal3 die
verminderte Rev-Transaktivierung in Astrozyten nur auf einen spezifischen Einflu der gag-
Sequenzen selbst zurtickzufihren ist.

Das Reportergen

Im Gegensatz zu den bisher diskutierten Daten fanden Gorry et a. unter Verwendung von
pDM 128, dal3 die Rev-Transaktivierung in der Astrozytomzellinie U251 im Vergleich zu HeLa
Kontrollzellen nicht vermindert ist (Gorry, P. R. et al., 1999). Die Autoren fuhrten die
verminderte Strukturproteinsynthese von HIV in Astrozyten auf einen spezifischen Block in der
gag-mRNS-Tranglation zurtick, nicht jedoch auf eine verminderte Rev-Funktion. Diese Daten
konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht bestétigt werden.

Gorry et a. verglichen die beiden Zellinien anhand der Rohdaten (in Prozent CAT-Umsatz),
die sie um den CAT-Umsatz im Ansatz ohne Rev berichtigten. Auch in diesen Studien war die
Basalexpression in Astrozyten hoher as in Kontrollzellen. Aufgrund der Schwierigkeit,
Faktoren wie Expressionsaktivitét verschiedener Promotoren, Transfektionseffizienz oder auch
Geschwindigkeit des RNS-Abbaus in verschiedenen Zellinien zu vergleichen und zu
standardisieren, darf jedoch bezweifelt werden, dal3 die Rohdaten einen verlddlichen Malistab
darstellen. Als Beispiel seien die Werte der Transfektionsansdtze mit 1 pg pDM128 aus
Tabelle 1 (S. 30) genannt. Der CAT-Umsatz fur U373-Zellen ist nach Subtraktion des Wertes
ohne Rev mit 10,5% hoher als in HeLa-Zellen (6,5%) bel vergleichbaren Luciferase-Werten.
Die Rev-abhéngige Stimulation der CAT-Expression betrug fur HeLa-Zellen 7,5, fur U373-
Zellen dagegen nur 1,9. Diese Beobachtung verdeutlicht die Notwendigkeit, Zellinien mittels
einer relativen Grof3e wie der Induktion zu vergleichen.

Dartber hinaus verwendeten Gorry et al. die Astrozytomzellinie U251, von der in unserer
Arbeitsgruppe gezeigt werden konnte, dal3 sie mit steigender Passagenzahl die Rev-
Transaktivierung verstarkt unterstiitzt (Eva Ludwig, GSF, personliche Mitteilung).

Die in dieser Arbeit dargestellten Experimente konnten zeigen, dal3 die verminderte Rev-
Transaktivierung in Astrozyten unabhéngig vom verwendeten Reportergen ist und somit die
Inhibition der Rev-Transaktivierung vermutlich zu einem friheren Zeitpunkt a's der Translation
geschient. Durch die Untersuchung von funf verschiedenen Astrozytomzellinien konnte
sichergestellt werden, dal3 die signifikant verminderte Rev-Funktion eine algemeine
Eigenschaft von Astrozytenist.
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4.2. DieBindungvon Rev an dieRNS

4.2.1. Ein in vivo-System

Zur Untersuchung der Bindung von Rev an seine Ziel-RNS wurde im Rahmen dieser Arbeit
ein invivo System basierend auf transienten Transfektionen verwendet. Aufgrund der Bindung
von Rev an seine Zielsequenz SLIIB und nachfolgender Transaktivierung des LTR durch Tat in
einem TatRev-Fusionsprotein wird die Expression des Reportergens cat stimuliert (Abb. 20,
S. 45). Das System ermoglicht es, die Bindung selektiv zu analysieren, ohne dal3 - wie
bei spiel sweise durch die Einfihrung von Mutationen in Rev - auch die mit der Bindungsdoméane
Uberlappende Kernimport-Doméne beeintrachtigt wird. Die Vor- und Nachteile des Systems
werden im folgenden kurz diskutiert.

Das,,Modell der kooperativen Rev-Bindung“ legt zugrunde, dal? zunéachst ein Rev-Monomer
an SLI1B bindet, wodurch die Bindung weiterer Rev-Molekille an die RNS erleichtert wird; die
Bereiche der RRE aulferhalb von SLIIB werden als sekundére Bindestellen bezeichnet (vgl.
Kap. 1.1.2.2.2.). Verschiedene Arbeitsgruppen bestétigten, dal3 die initiale Bindung durch ein
Rev-Monomer stattfindet (Tiley, L. S. et d., 1992) (Kjems, J. et d., 1992) (Charpentier, B. et al.,
1997). Cole et a. beschrieben, dal bel geringen Rev-Konzentrationen ein Monomer die RRE
bindet und die Oligomerisierung konzentrationsabhéngig stattfindet, aber keine Voraussetzung
fUr die Bindung ist (Cole, J. L. et al., 1993). Dartiber hinaus beschrieben Madore et al., dal3 die
Oligomerisierungs-defekte Mutante RevM4 im auch in dieser Arbeit verwendeten Bindungstest
sogar eine hohere CAT-Expression zur Folge hatte als wtRev (Madore, S. J. et al., 1994). Es
kann also davon ausgegangen werden, dal3 insbesondere fur die Bindung an SLIIB ein Rev-
Monomer ausreichend und eine Oligomerisierung nicht erforderlich ist. Jedoch kann nicht
ausgeschlossen werden, dal? auch Rev-Oligomere an SLI11B binden kénnen.

Auch der Transport der RNS ist im gezeigten System unabhangig von der Rev-Regulation.
Dies wird aus der Studie von Madore et a. deutlich. Die Rev-Mutante M10 akkumuliert im
Kern und ist nicht mehr in der Lage, den Transport Rev-abhangiger RNS zu vermitteln.
Trotzdem konnte ihre Bindungskapazitét in vivo gezeigt werden. Der Transportweg der RNS ist
in diesem System demnach nicht CRM 1-abhéngig (Kap. 1.1.2.2.2.). Der Test ist daher geeignet,
die Bindung von Rev an RNS im Zellkern selektiv zu betrachten.

Des weiteren ertffnet sich im in vivo Test die Mdoglichkeit, die Bindung von Rev in
verschiedenen Zellinien unter Einfluld der jeweiligen zell spezifischen Faktoren zu betrachten. In
einem in vitro Ansatz zur Untersuchung der Protein/RNS-Wechselwirkung wie beispielsweise
der , gel-shift* Analyse (Maim, M. H. et al., 1990) (Brice, P. C. et al., 1999) bleibt dagegen der
Einfluld zelluldrer Faktoren unberlicksichtigt, d. h. verschiedene Zellinien kdnnen nicht
verglichen werden. Unspezifische Wechselwirkungen, z. B. aufgrund der Verwendung von in
Bakterien hergestelltem rekombinanten Protein, sind schwer zu erkennen und zu interpretieren.
Bakterien unterstitzen keine posttranslationalen Modifikationen eukaryotischer Proteine wie
z. B. Phosphorylierungen oder Modifikationen, die en Protein in en bestimmtes
Zellkompartiment leiten.
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Allerdings bietet der in vivo-Ansatiz per se keine Moglichkeit, die Bindungsstarke in
verschiedenen Zellinien vergleichend zu quantifizieren. Einflul3faktoren in Iebenden Zellen wie
die Transfektionseffizienz und die Stabilitét des CAT-Proteins oder der RNS in verschiedenen
Zellinien sind schwer zu untersuchen und zu standardisieren. Diese Problematik zeigte sich in
der vorliegenden Arbeit in Kapitel 3.4.5. bei der Untersuchung des Bindungsverhaltens in
85HG66-Z€ellen und soll spéter noch diskutiert werden.

4.2.2. Rev bindet in humanen Astrozyten effizient an seine Ziel-RNS

Es konnte festgestellt werden, dal’ die Bindungskapazitdt von Rev an seine Ziel-RNS SLIIB
in Astrozytomzellinien gegenuber Kontrollzellinien nicht vermindert ist. Es wurden keine
Unterschiede zwischen den Zellinien festgestellt. Aufféllig ist die Variabilitét der Induktionen,
die zwischen etwa 10 und 30 liegen. Allerdings sind die Standardabweichungen fir Astrozyten
und Kontrollzellen mit 6,4 und 6,0 nahezu identisch. Die Streuung der Einzelwerte ist somit auf
die ,natlrliche Variabilitét“ des Testsystems in lebenden Zellen zurlickzufihren. Mit grolderer
Anzahl an Einzelwerten, die in diesem Kontext wichtig ist, ndhern sich die beiden
Ergebnisgruppen einem gemeinsamen Mittelwert. Dasselbe gilt fur die Tat-Transaktivierungen
aus Kapitel 3.3.1.; die Induktionen schwanken zwischen 5 und 25, die Standardabweichung fur
Astrozyten betragt 4 und fir Kontrollzellen 6.

Auch die Lokalisation des Fusionsproteins TatRev ist in Astrozyten und Kontrollzellinien
identisch. Die verstéarkt zytoplasmatische Lokalisation von Rev in Astrozyten ist moglicherweise
auf eine verminderte Kernimportrate zurtickzufhren (vgl. Kap. 1.1.2.2.2.). Eine Ursache hierfir
konnte eine ineffiziente Erkennung der Rev-NLS durch Importin 3 darstellen (Kap. 1.1.2.2.2.),
die moglicherweise reversibel ist und durch die Einfihrung einer zweiten NLS (wie hier von
Tat) aufgehoben werden konnte. Dies konnte nicht bestétigt werden, TatRev lokalisiert in
Astrozyten ebenso wie Rev. Allerdings ist das Fusionsprotein auch in Kontrollzellen
zytoplasmatisch akkumuliert, obwohl Tat und Rev einzeln kernlokalisiert sind. Daher ist
anzunehmen, dald die Ursache fir die zytoplasmatische Rev-Lokalisation in Astrozyten nicht
dieselbe ist, die in diesen Zellen zur zytoplasmatischen Lokalisation von TatRev fihrt.
Mdoglicherweise werden die Importsignale aus Tat und Rev durch die Fatung des
Fusionsproteins maskiert und dadurch schwécher.

Die dargestellten Experimente konnten zeigen, dal3 die Rev-Bindungsdomane auch im
zelluléren Kontext der Astrozyten funktionell ist und eine verminderte RNS-Bindung durch Rev
nicht die Ursache fur die verminderte Rev-Funktion in Astrozyten ist.

4.2.2.1. DieBindung von Rev an SLIIB in der humanen Astrozytomzel linie 85HG66

Die Zellinie 85HG66 stellte einen Sonderfall dar. Es war nicht mdglich, die Ergebnisse
eindeutig zu interpretieren. Um moglichst viele Einflul3faktoren, die neben mangelnder Bindung
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fur eine geringe CAT-Expression verantwortlich sein kdnnten, auszuschlief3en, wurden die im
folgenden zusammengefaldten Parameter getestet (vgl. Tab. 4, S. 56).

Methodische Einfluf3faktoren
Die Plasmide

Durch haufiges Einfrieren und Auftauen koénnen Plasmide einen hohen Anteil
superspiralisierter DNS ausbilden oder sich Einzelstrangbriiche ereignen, in deren Folge die
Plasmide sich nicht mehr transfizieren lassen bzw. nicht mehr exprimiert werden. Daher wurden
im Verlauf der Experimente mehrmals neue Plasmide prépariert.

Die Transfektionseffizienz

Bel einer Transfektion nach der CaPO,-Methode werden nur etwa 10% der 85HG66-Z€llen
transfiziert (Abb. 7, S. 24). Um auszuschlief3en, dal’3 die Reportergenaktivitét unter der
Nachweisgrenze lag, wurde die Expression des unabhangigen Reportergens luciferase in jedem
Einzelansatz nachgewiesen. In ausgewdhlten Ansdizen wurde die Expression von GFP
visualisiert. In einem parallelen Ansatz wurde die Stimulation der CAT-Expression an der HIV-
LTR durch Tat bestimmt.

Auch die Verwendung einer weiteren Transfektionsmethode (Kap. 6.2.1.4.2.) konnte die
Effizienz nicht erhthen. Um die Transfektionsgemische des Bindungsansatzes zu prifen,
wurden fur beide Transfektionsmethoden in ausgewahlten Experimenten andere Zellinien mit
demselben Plasmidmix parallel transfiziert. Parallel transfizierte Zellinien waren beziiglich aller
getesteter Reportergenaktivitéten einschliefdlich der CAT-Expression im Bindungstest immer
positiv.

Es konnte daher ausgeschlossen werden, dal? die Reportergenaktivitéat aufgrund methodischer
Einfluf¥faktoren in 85HG66-Zellen unter der Nachweisgrenze | ag.

Zellspezifische Einflul¥faktoren
Die Expression des Effektor plasmides

Ein moglicher Grund fur eine mangelnde CAT-Expression im Bindungstest ist keine oder
eine nur schwache Expression von TatRev. Um dies auszuschlief3en, wurde TatRev sowohl als
Fusionsprotein mit GFP als auch in der indirekten Immunfluoreszenz auf Einzelzellebene
nachgewiesen (Kap. 6.2.4.3. und 6.2.3.5.). Dartiber hinaus wurde die Menge an pcTatRev fir
85HG66-Zellen und HelaKontrollzellen sowohl fur pSLIIBCAT as auch flr
pHIVDNpsLTRCAT paralle titriert. TatRev zeigte an der HIV-LTR in HeLa und 85HG66-
Zellen eine vergleichbare Transaktivierung der CAT-Expression. Damit konnte bestétigt
werden, dal3 TatRev in 85HG66-Zellen exprimiert wird und funktionell ist. Dagegen war die
CAT-Expression mit pSLIIBCAT in 85HG66-Z€llen deutlich niedriger alsin HeLa-Zellen. Eine
Erhohung der TatRev-Menge fihrte in 85HG66-Zellen nicht zu einer dosisabhéngigen
Erhohung der CAT-Expression im Bindungsansatz.
Die Zellpassage

Im Verlauf der Experimente zur Bindung von Rev an SLIIB in 85HG66-Zellen wurden drei
verschiedene Zellpassagen verwendet. In Zellen der Passage p+x war Rev nicht in der Lage, an
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SLIIB zu binden. Unter Verwendung der Passagen p6+x und p6+3+x konnte jedoch eine
Stimulation der CAT-Expression verzeichnet werden (zur Nomenklatur der Zellpassagen vgl.
Kap. 6.2.1.1.). Ein spezifischer inhibitorischer Einflul3 der Passage p+x kann daher nicht
ausgeschlossen werden. Wie bereits mehrmals angesprochen wurde (Kap. 6.2.1.), kdnnen
Zellinien in Kultur mit der Zeit ihr Expressionsmuster verandern.

In weiteren Experimenten in 85HG66-Zellen war eine Stimulation der CAT-Expression zu
verzeichnen (Abb. 26, S. 59). Allerdings waren die Basalaktivitéten im Ansatz ohne TatRev so
gering (<1% Umsatz), dald keine Induktionen berechnet werden konnten; dagegen waren die
Luciferase-Werte in diesen Ansdtzen mit denen in Hela-Kontrollzellen zu vergleichen. Wird
dagegen die CAT-Expression im Bindungstest in Bezug zur CAT-Expression aus der Tat-
Transaktivierung gestellt, ergibt sich indirekt die Moglichkeit zur Quantifizierung der Bindung
(Kap. 3.4.4.). In 85HG66 betrug die CAT-Expression im Bindungstest nur 23% der CAT-
Expression durch die Tat-Transaktivierung, wéhrend das Mittel der dbrigen Zellinien
reproduzierbar bei 65% lag (Tab. 3). Diese Beobachtung, zusammen mit den oben aufgelisteten
ausfuhrlichen Kontrollen zur Transfektionseffizienz und zur TatRev-Expression, legten den
Schluf3 nahe, dal3 die Rev/SLI11B-Bindung in 85HG66-Zellen deutlich schwécher ist als in den
Ubrigen getesteten Zellinien.

Allerdings fallt auf, da3 die Luciferase-Werte in 85HG66-Zellen in Transfektionen mit
pSLIIBCAT und steigenden Mengen pcTatRev signifikant sinken. Dies wurde weder in
entsprechenden Transfektionen mit pHIVDnpsCAT noch in Kontrollzellen beobachtet (Abb. 26,
S. 59). Es kann daher nicht ausgeschlossen werden, daf3 pSLIIBCAT oder pSLIIBCAT
zusammen mit pcTatRev einen spezifischen toxischen Einflul® auf 85HG66-Zellen hat. Trotz der
deutlichen Hinweise auf eine eingeschrankte Bindungskapazitdt von Rev an SLIIB in dieser
Zéellinie kann nicht mit Sicherheit davon ausgegangen werden, dal3 das Bindungssystem fur die
Anayse in 85HG66-Astrozytomzellen geeignet ist.

Die Bindungskapazitét von Rev sollte daher in einem zweiten System verifiziert werden, das
eine genaue Quantifizierung ermoglicht. Denkbar ware beispielsweise, einen Zellextrakt mit in
vitro transkribierter, markierter RRE und einer definierten Menge an rekombinantem Rev zu
versetzen und die Bindung zu erlauben. Nach einer Immunprazipitation mit einem Rev-
spezifischen Antikorper, dessen Bindung nicht mit der RNS-Bindestelle interagiert, sollte es
maoglich sein, die Menge an prézipitierter RNS relativ zur Menge an verbleibender RNS im
Ansatz zu quantifizieren. Durch die Verwendung einer definierten Menge an RNS und Rev wére
der Positiv-Vergleich zu einer Zellinie moglich, die die Rev-Funktion unterstiitzt. Als
Negativkontrolle ware ein Ansatz mit einer Bindungs-defekten Mutante wie RevM5 denkbar.
Diese Kontrolle kénnte auch den Basalwert als Grundlage fur eine Quantifizierung liefern.

Interessant ist dartiber hinaus auch der Vergleich zu der 85HG66-Passage, die die Bindung
nicht unterstitzte. Moglicherweise wurde hier im Verlaufe der Zellkultur unter bestimmten
Bedingungen auf die Expression eines inhibitorischen Faktors selektioniert. Ein spezifischer, in
eukaryotischen Zellen natlrlich vorkommender Faktor, der die Rev/RNS-Bindung inhibiert,
ware im Hinblick auf die HIV-Therapie sehr interessant.
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4.2.2.2. Die Hemmung der Bindung durch verschiedene Kompetitoren

Die Spezifitdt der Rev/RNS-Bindung konnte in Kompetitionsexperimenten mit Protein-
Kompetitoren bestétigt werden. Dabei waren unterschiedliche Mengen der verschiedenen
Kompetitoren notwendig, um eine vergleichbare Inhibition zu erreichen. Diese Beobachtung
reflektiert spezifische Charakteristika dieser Kompetitoren, die im folgenden fir Astrozyten und
Kontrollzellen verglichen werden. Unterschiedliche Eigenschaften von Mutanten in Astrozyten
im Vergleich zu Kontrollzellen kdnnten darauf hindeuten, dal? eine fir die verminderte Rev-
Funktion in Astrozyten bedeutende funktionelle Doméne mutiert wurde.

RevM10BL

Es konnte gezeigt werden, dal3 RevM10BL die Bindung Rev/SLIIB dosisabhangig und
effizient inhibiert. Dabei ist ein molares Verhdltnis von pBsRevM 10BL zu pcTatRev von etwa
1:3 ausreichend, um die CAT-Expression um die Halfte zu reduzieren (Tab. 6).

RevM10BL ist eine Kernexport-defekte Mutante mit einem transdominant negativen
Phanotyp (Kap. 1.1.2.2.2.). Daraus ergeben sich eine Reihe von Einflul3faktoren, die bei der
Inhibition der Bindung von Bedeutung sind. RevM 10BL akkumuliert im Zellkern, wodurch sich
die Verfugbarkeit am Ort der RNS-Bindung erhéht. PBsRevM10BL enthdlt den HIV-LTR-
Promotor, der durch Tat transaktiviert wird. Es besteht also eine zusétzliche Kompetition um Tat
aus TatRev, da kein zusétzliches Tat exprimiert wird. Es konnte allerdings bestétigt werden, daf
schon sehr geringe Mengen Tat ausreichend zur Aktivierung der LTR sind (Daten nicht gezeigt).

Dartber hinaus kann RevM 10BL nicht nur ein Kompetitor um die RRE-Bindung direkt sein,
sondern auch gleichzeitig vorhandenes Wildtyp-Rev inaktivieren. Eine grofe Anzahl von
Studien beschéftigte sich mit dem Mechanismus der Transdominanz von NES-Mutanten (im
weiteren zusammengefaldt als TDRev); dennoch konnte er bisher nicht vollstéandig geklart
werden (Hamm, T. E. et a., 1999) (Stauber, R. H. et a., 1998) (Szilvay, A. M. et a., 1997)
(Hope, T. J. et a., 1992). Da TDRev die HIV-Replikation sehr effizient hemmt (Malim, M. H. et
a., 1991), besitzt es auch im Rahmen der HIV-Therapie Bedeutung. Es wurden klinische
Studien vorgestellt, in denen Patienten die RevM 10-Sequenz in einem Gentransfer mit einem
retroviralen Vektor gegeben wurde (Ranga, U. et al., 1998) (Woffendin, C. et al., 1996). Auch
Uber einen Ansatz zur Gentherapie im ZNS unter Verwendung der RevM 10-Sequenz wurde
berichtet (Mukhtar, M. et al., 2000).

Als wesentliche Mechanismen fir die Transdominanz werden die Bildung von inaktiven
Hetero-Oligomeren (TDRev/wtRev), die Kompetition um die Bindung der RRE und die
Titration zelluldrer Interaktionspartner diskutiert. Am haufigsten wurde die Bildung von
inaktiven Hetero-Oligomeren als wesentlicher Faktor beschrieben (Szilvay, A. M. et a., 1995)
(Stauber, R. et al., 1995) (Hope, T. J. et a., 1992). Dadurch wird der Export von Wildtyp-Rev
(und damit auch der RNS) aus dem Zellkern verhindert (Szilvay, A. M. et al., 1995).

Aber auch eine Inhibition durch direkte Bindung von TDRev an die RNS wurde diskutiert
(Benko, D. M. et a., 1990). Kirzlich wurde tber die Etablierung einer HIV-infizierten ,, TDRev-
resistenten“ Zellinie berichtet, die aufgrund langerer Passagen im Beisein von TDRev
entstanden ist; sie tragt interessanterweise eine Mutation in der RRE (Hamm, T. E. et al., 1999).
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Stauber et al. beschrieben, dal? zytoplasmatische Rev-Mutanten keinen transdominant-negativen
Phanotyp aufweisen und schliel3en daraus, dald die Bindung an die RNS wesentlich fur die
Transdominanz ist. Auch Bogerd et a. charakteriserten TDRev-Mutanten, die nicht
oligomerisieren (Bogerd, H. und Greene, W. C., 1993).

Es bleibt festzuhalten, dal3 Bindung und Oligomerisierung gleichermal3en am Mechanismus
der Transdominanz beteiligt sein konnten oder sogar synergistisch wirken. Da jedoch im
Gegensatz zur Oligomerisierung (Kap. 3.6.2.) die Bindung von RevM10 an SLIIB in vivo
gezeigt werden konnte (Madore, S. J. et a., 1994), ist anzunehmen, daf in dem hier
verwendeten System die Bindung den hauptsachlichen Einfluf3 ausibt.

K rzlich wurde beschrieben, dal3 der transdominante Effekt von Mutanten von HTLV-I Rex,
einem in Funktion und Aufbau Rev-homologen viralen Protein, auf die Titration zellulérer
Interaktionspartner wie Import- und Exportfaktoren zurtickzufihren ist (Heger, P. et a., 1999).
Die Autoren wiesen jedoch darauf hin, dald der Mechanismus der Rex-Funktion nicht wie die
Rev-Funktion von einer Oligomerisierung abhéngig und damit grundsétzlich unterschiedlich ist.
Eine Titration von Exportfaktoren ist aufgrund der Mutation der NES as Mechanismus fir die
RevM 10BL-Transdominanz unwahrscheinlich, da die Bindung an den Exportrezeptor CRM1
nicht mehr stattfindet (Bogerd, H. P. et al., 1998).

Zusammenfassend ist RevM10BL aufgrund verschiedener Einflu3faktoren ein effizienter
Inhibitor im Rev/RNS-Bindungstest und bestétigt die Spezifitéat der Bindung. Es wurden keine
Unterschiede im Kompetitionsmuster zwischen Astrozyten und Kontrollen festgestellt (Abb. 28,
S. 64). Die Werte fur eine 50%ige Hemmung der Bindung lagen fur alle Zellinien zwischen 0,29
und 0,31. Die Einzelwerte zeigten nur geringe Abweichung voneinander. Auch die Lokalisation
von M10BL ist in alen Zelltypen identisch (Ludwig, E. et a., 1999). Es ergaben sich somit
keine Hinweise, dal3 die NES-Region, beispielsweise durch die Bindung eines zellspezifischen
Faktorsin Astrozyten, an der Beeintréchtigung der Rev-Funktion in diesen Zellen beteiligt ist.

Wildtyp-Rev

Auch Wildtyp-Rev konnte die CAT-Expression im Bindungstest in alen Zelinien
dosisabhéngig inhibieren. Zum Vergleich der Ergebnisse mit verschiedenen Kompetitoren und
Zellinien sind die molaren Verhdtnisse an Kompetitorplasmid zu pcTatRev, die zu einer
Inhibition der CAT-Expression um 50% fuhrten, in Tabelle 6 noch einmal zusammengefal3t.

HelLa HEK 293 U138 us?

RevM 10BL 0,32 0,29 0,32 0,3

wtRev 3,4 (1,8/5,1) 0,9 (0,5/0,6/2) 1,8 1,9
0,9

WtRevGFP 0,12 0,23 0,24 n.d.

Tab. 6: Die molaren Verhaltnisse Kompetitorplasmid zu pcTatRev, die zu einer Inhibition der
CAT-Expression im Bindungstest um 50% fuhrten, fur ale Zellinien und Kompetitoren. Die
Werte sind Mittelwerte der Experimente aus Kap. 3.5. In Klammern sind fur ausgewahlte
Beispiele Einzelwerte gezeigt. Mit wtRev sind Kompetitionen mit dem Effektorplasmid pcRev
bezeichnet. n.d. — nicht durchgefthrt, wt — Wildtyp.
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Fur die Kompetition mit wtRev war insgesamt eine grof¥ere Menge Kompetitorplasmid
(pcRev) notwendig als fur eine entsprechende Kompetition mit RevM10BL. Dies entsprach
aufgrund der schon gezeigten Eigenschaften von RevM10BL (Transdominanz; Akkumulation
im Kern; Expression durch den HIV-LTR) der Erwartung.

Die Werte fur die Astrozytomzellinien (1,8 und 1,9) ergaben sich aus Einzelwerten zwischen
1,6 und 2,2 und unterlagen damit keiner auffaligen Schwankung. Fir die Zellinie HEK293 war
lediglich ein Wert mit 2,0 auffalig hoch, der Wert in HelL a-Zellen war dagegen mehr als 3fach
hoher, wobel die Einzelwerte stark voneinander abwichen. In einem gesonderten Experiment
wurde dagegen ein Wert von 0,9 ermittelt.

Diese Kompetitionsexperimente sind wesentlich von der Expressionsstérke und Lokalisation
des Kompetitors relativ zur TatRev-Expression in den einzelnen Zellinien abhangig.
Schwankungen lassen sich daher durch Unterschiede der Transfektionseffizienz und
Expressionsstérke der Plasmide in den einzelnen Zellinien erkléren. Wird eine verlangsamte
Importrate von Rev in Astrozyten vorausgesetzt (Kap. 1.1.2.2.2. und 1.3.4.), ist der Import in
diesen Zellen womdglich der zentrale Schritt der Rev-Regulation. Die Anzahl der Rev-
Moleklle, die Uber einen bestimmten Zeitraum in den Zellkern gelangen, wére dann nahezu
konstant. Uber die transportierte Menge hinaus exprimiertes Rev wird im Zytoplasma
sequestriert und steht fir eine Kompetition nicht zur Verfigung. Dies kann die geringe
Schwankung der Werte aus Tabelle 6 in Astrozyten gegeniiber den Kontrollen erkléren.

PCsRevGFP exprimiert ein Fusionsprotein aus Rev und GFP unter der Kontrolle des CMV -
Promotors. Schon bei einem molaren Verhdltnis von pCsRevGFP zu pcTatRev von etwa 1.5
wird die CAT-Expression zu 50% inhibiert. Aufgrund zweier Modifikationen im Vektor wird
dieser besonders stark exprimiert (Kap. 3.5.2.). Offensichtlich lag auch bei geringen
Plasmidmengen bereits ein hoher UberschuR an RevGFP zu TatRev vor. Da die Werte fur alle
Zéellinien sehr dhnlich sind, lag die Vermutung nahe, dal? ein zusétzlicher Mechanismus &hnlich
der Transdominanz von M10BL zum Tragen kam. Beispielsweise konnte TatRev durch
Oligomerisierung mit RevGFP sequestriert werden und so nicht mehr zur Bindung von SLIIB
zur Verfligung stehen.

Abbildung 39 zeigt einen Sequenzvergleich von HXB-3 Rev (pcRev, pcTatRev) und HXB-2
Rev (pCsRevGFP). HXB-2 Rev besitzt an Aminosdureposititon 3 und 4 eine Insertion von
2 Aminosduren und zwischen Position 13 und 17 vier Aminosdurenaustausche. In
Mutationsstudien wurde gezeigt, dal3 die Aminosduren 13 bis 15 von HXB-3 fur die
Oligomerisierung essentiell sind (Thomas, S. L. et a., 1998). Die Unterschiede in der Sequenz
von HXB-2 und HXB-3 Rev sind konservativer Natur; d. h. sie beeintréchtigen die
Funktionalitdt nicht und stellen eine natirliche Varianz dar. Moglich wére allerdings eine
besonders starke Hetero-Oligomerisierung zwischen HXB-2 Rev und HXB-3 Rev, in deren
Folge TatRev in den Zellen sequestriert wird (entweder im Zellkern oder im Zytoplasma) und so
nicht mehr fir eine RNS-Bindung zur Verfligung steht.

Spott et al. beschrieben am Beispiel des Lac-Repressors aus E. coli, dal3 die Veranderung
schon einer Aminosaure Auswirkungen auf die Dimerisierung haben kann. Der Lac-Repressor
dimerisiert aufgrund der Interaktion von 3 a-Helices in jedem Molekil. Der Austausch einer
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Aminosaure hatte keinen Funktionsverlust zur Folge; die Mutanten dimerisierten miteinander,
jedoch nicht mehr mit dem Wildtyp (Spott, S. et al., 2000).

20 40

MA- - GRSGDS DEDLLKAVRL | KFLYQSNPP PNPEGTRQAR HXB- 3 Rev

--SA------ --BE-IRT--- ----mmmoe e mmm e HXB- 2 Rev
60 80

RNRRRRWRER QRQ HSI SER | LSTYLGRSA EPVPLQLPPL HXB- 3 Rev

-------------------- R C R L HXB- 2 Rev
100 118

ERLTLDCNED CGTSGIQGVG SPQ LVESPT | LESGAKE HXB- 3 Rev

------------------------------ V----T-- HXB- 2 Rev

Abb. 39: Dargestellt ist ein Vergleich der Rev-Aminosaurensequenzen aus den HIV-1 Isolaten
HXB-3 (116 As) und HXB-2 (118 As).

In Abbildung 30 (S. 67) war auffélig, dal3 bei der Kotransfektion einer geringen Menge
pcRev-Kompetitor zunéchst ein Anstieg der CAT-Expression im Bindungstest stattfand. In
Kapitel 4.2.1. wurde ausgefiihrt, da3 die Bindung eines TatRev-Molekils an SLIIB im
Bindungstest fur die CAT-Expression ausreicht, die Bindung eines Oligomers jedoch nicht
ausgeschlossen werden kann. Dies kénnte moglicherweise auch eine Folge der Uberexpression
durch den Transfektionsansatz sein (vgl. auch Kap. 4.3.).

Eine Beteiligung der Oligomerisierung bietet einen Erkl&rungsansatz fir die offensichtlich
stérkere Bindung in einem Ansatz mit TatRev und einer geringeren Menge wtRev. Das kleinere
Hetero-Oligomer Rev/TatRev kommt der natirlichen Konformation Rev/Rev naher as
TatRev/TatRev und erleichert so unter Umsténden die Bindung an die RNS. Dagegen reicht ein
Molekdl Tat im Komplex zur Transaktivierung aus, da Tat in monomerer Form die
Transkription aktiviert (Stauber, R. H. und Pavlakis, G. N., 1998).

Mit steigender Menge Wildtyp-Rev wird dann Tat aus den Oligomeren ausverdinnt, dartiber
hinaus bindet Rev kompetitiv zu TatRev an SLIIB; die Bindung von TatRev wird inhibiert. FUr
RevM10BL konnte im Rahmen dieser Arbeit die Oligomerisierung nicht nachgewiesen werden
(vgl. Kap. 3.6.2.), auch der beschriebene , Aktivierungs-Effekt” einer geringen Menge konnte
nicht gezeigt werden. Dies ist auch ein weiterer Hinweis darauf, dafd der inhibitorische Effekt
von RevM 10BL hauptsachlich auf eine Bindung an die RNS zuriickzuf Gihren ist.

RRE

Viele Arbeitsgruppen beschéftigten sich mit der Inhibition der Rev-RRE-Interaktion mit dem
Ziel, Molekile zu finden, die zur Inhibition der HIV-Replikation therapeutisch einsetzbar sind.
Darauf wurde am Beispiel von TDRev bereits eingegangen. RNS-interkalierende Agentien
erwiesen sich als zelltoxisch (Schroder, H. C. et al., 1993) (Ratmeyer, L. et a., 1996). Auch fur
eine Reihe von Antibiotika wie Neomycin B konnte spezifisch eine Interaktion mit der Rev-

89



Diskussion

RRE-Bindung und damit eine Hemmung der HIV-Replikation nachgewiesen werden (Zapp, M.
L. etal., 1993) (Werstuck, G. et a., 1996).

Eine weitere wichtige Gruppe von Inhibitoren sind Nukleinsduren, die sowohl in , sense”- as
auch in , antisense” -Orientierung potente Inhibitoren der HIV-Replikation darstellen ((Ding, S.
F. et a., 1998), zusammengefaldt in (Heguy, A., 1997)). Die Expression von ,,antisense”-RNS in
Zellen scheint sogar einen starkeren Effekt zu haben als die Verwendung von TDRev (Veres, G.
et al., 1998). Dabei sind schon Oligonukleotide von 13 Nukleotiden Lénge wirksam, die
hochaffin an Rev binden (Nakaya, T. et al., 1997).

Eine Kompetition im in vivo Bindungstest mit RRE konnte im Rahmen dieser Arbeit jedoch
nicht nachgewiesen werden. Eine Reihe von Konstrukten, die die RRE in den Zellen
exprimieren sollten, erwiesen sich as toxisch und konnten in diesem Zusammenhang nicht
verwendet werden. Allerdings ist darauf hinzuweisen, dai3 die wesentlichen Schwierigkeiten im
methodischen Ansatz begriindet lagen, da auch in Kontrollzellen keine reproduzierbaren Werte
messbar waren. Es darf daher nicht der Schlufld gezogen werden, dal3 die Bindung prinzipiell
nicht durch RNS zu hemmen ist.

Eine mdgliche Ursache fur die Toxizitét ware eine Akkumulation der RNS im Zellkern. Da
die RNS nicht trandatiert wird (Kap. 3.5.4.), konnte sie in der Zelle degradiert oder zunadchst
akkumuliert werden. Aufgrund der grof3en RNS-Menge nach der Transfektion kdnnten so
wichtige Stoffwechselvorgange der Zellen behindert werden. Dartiber hinaus wére es denkbar,
daid die Plasmide nicht oder nicht ausreichend exprimiert wurden. Um die Expression dieser
kurzen RNS zu optimieren, kénnte die Expression unter die Kontrolle eines Polymerase 111-
Promotors gestellt werden. Die Polymerase 111 synthetisiert in eukaryotischen Zellen kurze RNS
wie die 5S rRNS und tRNS.

Um die Bindung von Rev an die komplette RRE in vivo zu untersuchen, wére vorstellbar, den
Bindungstest zu modifizieren, indem anstelle der SLIIB-Sequenz die RRE in den CAT-Vektor
eingefugt wirde. Dieses Vorgehen wirde es jedoch nicht mehr erlauben, spezifisch die Bindung
zu betrachten. Die RNS wirde so auch Rev-abhangig ins Zytoplasma transportiert werden. Die
Expression wére dann von einer Reihe zusétzlicher Einfllisse wie der Bindung von Rev an
Exportfaktoren abhangig. Dartiber hinaus ist die RRE eine komplexe Sekundéarstruktur, die den
LTR-Promotor um ein Drittel vergrof3ern wirde, so dal3 die Funktion des LTR selber in Frage
gestellt wére.

Die Kompetition der Rev/SLII1B-Bindung durch RRE ist eine wichtige Spezifitétskontrolle.
In der vorliegenden Arbeit konnte die Bindung von Rev an seine Ziel-RNS nur unter
Verwendung von SLIIB nachgewiesen werden. Dies zeigt zwar die initiale Bindung und die
prinzipielle Anwesenheit und Funktionalitdt von Rev im Zellkern, es darf jedoch nicht
ausgeschlossen werden, dal3 unter Verwendung der kompletten RRE andere Einfluf3faktoren
eine zusétzliche Rolle spielen. Méglicherweise ist ein Astrozyten-spezifischer Faktor in der
Lage, an einer anderen Stelle der RRE zu binden, damit SLI1IB zu maskieren und die Bindung
von Rev zu verhindern.

Daher sollte die Bindung von Rev an RRE in eéinem weiteren experimentellen Ansatz kritisch
hinterfragt werden. Da der in vivo Ansatz mit Hilfe der Kompetitionen, der indirekt Hinweise
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auf eine Bindung auch an die komplette RRE gegeben hétte, nicht reproduzierbar war, bleibt die
Schwierigkeit, in einem in vitro Ansatz verschiedene Zellinien zu vergleichen. Denkbar wére
eine Immunpréazipitation von Rev mit RRE aus Proteinextrakten wie es in Kapitel 4.2.2.1.
vorgeschlagen wurde.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dal3 das Rev-Protein von HIV-1 in
humanen Astrozyten in der Lage ist, seine Ziel-RNS SLIIB effizient und spezifisch zu binden.
Auch Uber die Verwendung von verschiedenen Kompetitoren lief3en sich keine Unterschiede
zwischen Astrozyten und Kontrollzellen feststellen.

4.3. DieOligomerisierung von Rev

Die Rev-Rev Oligomerisierung wurde wie die Bindung mit Hilfe eines in vivo Testsystems
untersucht (Abb. 34, S. 72). Dadurch ist es moglich, die Oligomerisierung selektiv unter dem
EinfluR zellspezifischer Faktoren im Vergleich verschiedener Zellinien zu analysieren.
Voraussetzung ist die Bindung von Rev an SLIIB im jeweiligen Zellkontext. Es wurden drei
Astrozytomzellinien im Vergleich zu zwei Kontrollzellinien untersucht. Eine Oligomerisierung
von Rev fand in allen Z€llinien statt (Abb. 37, S. 77).

Dagegen zeigte RevM10BL nicht die Fahigkeit zur Oligomerisierung, obwohl die M10BL-
Mutation nicht die Oligomerisierungsdomane betrifft. Da die Oligomerisierung wesentlich mit
dem Mechanismus der Transdominanz in Verbindung gebracht wird (Kap. 1.1.2.2.2. und
4.2.2.2.), wurde sie bereits mit Hilfe verschiedenster Testsysteme geprift. So befanden Szilvay
et a. RevM10 im Zytoplasma der Zellen in einem in vivo-Ansatz Oligomerisierungs-kompetent
(Szilvay, A. M. et al., 1997). Auch Stauber et a. fanden — jedoch unabhéngig vom
Kompartiment — RevM 10 in vivo an der Oligomerisierung beteiligt (Stauber, R. H. et al., 1998).
In einem ,two-hybrid“ Ansatz in eukaryotischen Zellen stellten Bogerd und Greene dagegen
keine Oligomerisierung von TDRev mit Wildtyp-Rev fest (Bogerd, H. und Greene, W. C.,
1993), wahrend im ,two-hybrid* Ansatz in S cerevisae RevM10BL und Wildtyp-Rev deutlich
interagierten (Christian Bickel, GSF, Neuherberg, personliche Mitteilung). Invitro in der ,gel-
shift* Analyse konnte ebenfalls eine Oligomerisierung von RevM10 nachgewiesen werden
(Zapp, M. L. et adl., 1991) (Day, T. J. et al., 1993).

Bel der Zusammenfassung dieser Daten wird deutlich, dal3 die Oligomerisierung an der RRE
lediglich in vitro gezeigt werden konnte. Die in vivo Testsysteme basierten alle auf transienten
Transfektionen und wiesen, mit Ausnahme des in dieser Arbeit angewandten Systems, keine
Oligomerisierung an der RNS, sondern reine Protein/Protein-Wechselwirkung nach. Stauber et
a. fuhrten an, da3 immer wieder Unterschiede aus in vitro zu in vivo Experimenten
dokumentiert werden (Stauber, R. H. et a., 1998). Es besteht also durchaus die M 6glichkeit, dafid
die Oligomerisierung im Zytoplasma und die Oligomerisierung an der RNS al's unterschiedliche
Ereignisse zu betrachten sind.

Cole et a. beschrieben, dal? Rev in Losung in hohen Konzentrationen oligomerisiert, jedoch
in niedrigen Konzentrationen zundchst als Monomer die RNS bindet (Cole, J. L. et a., 1993).
Watts et a. fanden eine Zusammenlagerung von Rev-Molekilen zu einer Filament-Struktur in
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vitro, wobei sich in Gegenwart bzw. Abwesenheit von RNS unterschiedliche Formen
ausbildeten (Watts, N. R. et a., 1998). Da die zur Verfligung stehenden in vivo Testsysteme auf
transienten Transfektionen und damit einer Uberexpression von Rev basieren, ist es durchaus
denkbar, dal3 Rev auch im Zytoplasma oligomerisiert, eine ,, funktionelle Oligomerisierung” aber
erst an der RNS stattfindet.

Werden diese Schluf¥folgerungen wieder in Bezug zu den in der vorliegenden Arbeit
gezeigten Daten zur Oligomerisierung von RevM10BL gesetzt, so ist es denkbar, dal fur die
Vorgange nach der initidlen Bindung an SLIIB auch die C-terminde Rev-Doméne von
Bedeutung ist. Méglicherweise muld die Wirkung eines inhibitorischen Faktors (der z. B. an
Strukturen wie benachbarte INS oder CRS bindet) Uberwunden werden, der in in vitro
Experimenten bzw. in Experimenten ohne RNS nicht vorhanden ist. Fir eine Beteiligung der C-
terminalen Domane auch an anderen al's Exportvorgangen in vivo sprechen auch die Ergebnisse
von Ludwig (Ludwig, E., 1999). Eva Ludwig beschrieb, dal3 Rev-Mutanten, in denen die NES
gegen andere Leucin-reiche NES-Sequenzen ausgetauscht wurde, nicht funktionell sind. Dazu
wurden NES-Sequenzen verwendet, die ebenfalls eine Wechselwirkung mit CRM1 als
Exportrezeptor vermitteln (aus dem Transkriptionsfaktor TFIIA, (Fridell, R. A. et al., 1996) und
dem Proteinkinase Inhibitor PKI (Fridell, R. A. et al., 1996)).

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit die uneingeschrankte Funktion der von der N-
terminalen Doméne des Rev-Proteins vermittelten Eigenschaften in Astrozyten gezeigt werden.
Rev ist trotz der ungewohnlichen Lokalisation auch im Zytoplasma der Astrozyten prinzipiell in
der Lage, in ausreichender Menge in den Kern zu gelangen und dort eine regulatorische
Funktion zu erflllen. Die RNS-Bindung und die Rev/Rev-Oligomerisierung und damit auch der
Kernimport sind funktionell. Damit ist es wenig wahrscheinlich, dal3 ein Astrozyten-spezifischer
inhibitorischer Mechanismus gegen die N-terminale Doméne von Rev gerichtet ist bzw. seinen
Ursprung im Zellkern der Astrozyten hat.

4.4. Ein Modell zur verminderten Rev-Transaktivierung in Astrozyten
unter Einbeziehung der in dieser Arbeit gewonnenen Daten

AbschlieRend wird ein Uberblick Uber den Rev-Regulationszyklus in Astrozyten unter
Einbeziehung der bisher gewonnenen Daten gegeben. Es werden Einflul3faktoren diskutiert, die
zu einer verminderten Rev-Transaktivierung in Astrozyten fihren konnten und weitere
Experimente zu deren Aufklérung vorgeschlagen. Dazu wurde die Abbildung 40 in Anlehnung
an Abbildung 2 (S. 5) modifiziert, wobei nun auf die spezifische Rev-Regulation in Astrozyten
Bezug genommen wurde.

Ziel der Abbildung ist, einen schematischen Uberblick zu geben, der bereits gewonnene
Daten zusammenfaldt und es ermdglicht, Ansdtze fur weitere experimentelle Analysen
aufzuzeigen. Aufgrund der Komplexitét dieser Regulation ist das Schema keinesfalls vollsténdig
und mul3 viele Einzelschritte auler Acht lassen. So besteht beispielsweise der Kernimport aus
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einer Reihe von Assoziations- und Dissoziationsschritten mit zelluléaren Faktoren wie Importin 3
und Strukturen der Kernporen.

Es konnte gezeigt werden, dal’ die Funktion von Tat in Astrozyten nicht eingeschrénkt ist und
der HIV-LTR auch in diesem zelluld&ren Kontext einen effizienten Promotor darstellt
(Kap. 3.3.1.). Die Expression von Rev-mRNS konnte demonstriert werden (Neumann, M. et al.,
1995) (Gorry, P. R. et al., 1999). Auch die Synthese von Rev wurde bestétigt ((Neumann, M. et
a., 1995) (Ludwig, E. et al., 1999), sowie die Abbildungen 14 und 24 (S. 37 und 52) zur
Lokalisation von Rev und Rev-Mutanten in dieser Arbeit). Eine verminderte Rev-Expression
kann als Ursache fUr die verminderte Transaktivierung ausgeschlossen werden.

Die eingeschrankte Rev-Transaktivierung in Astrozyten geht mit einer ungewohnlichen, stark
zytoplasmatischen Lokalisation von Rev einher, wobel aber der Import in den Kern prinzipiell
maoglich ist. Dies konnte im Rahmen dieser Arbeit durch die Funktionalitét der kernassoziierten
Rev-Funktionen bestétigt werden. Bisher unverdffentlichte Daten aus unserer Arbeitsgruppe
wiesen auf einen verlangsamten Import von Rev in den Astrozytenkern hin (Dr. Markus
Neumann, GSF, Neuherberg, personliche Mitteilung).

Im Zellkern findet die Bindung der RNS und die Oligomerisierung statt. Beide Funktionen
sind aufgrund der in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse nicht eingeschrankt. Es darf jedoch
nicht aulRer Acht gelassen werden, dal’ im gewahlten experimentellen Ansatz nur eine Bindung
an SL1IB gezeigt werden konnte.

Die néchste Frage, die sich ergibt, betrifft den Transport der Rev/RNS-Komplexe ins
Zytoplasma. Dazu sind zwei mogliche Szenarien denkbar: Der Transport von Rev mit oder ohne
RNS. Es werden im folgenden kurz Daten zusammengefaldt, die die Verteilung der RNS in den
Zellen betreffen und in diesem Zusammenhang von Bedeutung sind.

Neumann et al. zeigten am Beispiel der chronisch infizierten Astrozytomzellinie TH4-7-5,
daid die Verteilung der HIV-Transkripte in diesen Zellen der Verteilung in Rev-negativen Zellen
entspricht, in denen nur eine geringe Menge Rev-abhéngig regulierter RNS zu finden ist
((Neumann, M. et a., 1995), Kap. 1.3.4.). Diese Untersuchungen wurden von Tornatore et al. in
priméren Astrozyten bestétigt (Tornatore, C. et al., 1994). Dagegen zeigten Gorry et al., dald das
Transkriptmuster in U251-Astrozytomzellen gegentiber Hel a-Zellen nicht veréndert war und
beschrieben fur beide Zellinien eine dhnliche Transportrate fir ungespleifite Transkripte ins
Zytoplasma (Gorry, P. R. et al., 1999).

Ein wesentlicher Bestandteil zukunftiger Arbeiten sollte also eine Verifizierung der
Verteilung von Rev-abhangig regulierten Transkripten in Astrozyten sein. Zur Analyse wirden
sich Northern-Blot-Analysen anbieten, die die Menge an mMRNS in Kern- und
Zytoplasmafraktion der Zellen quantifizieren und so den Anteil an in das Zytoplasma
transportierter RNS bestimmen lief3en. Dies wirde wichtige Erkenntnisse dartber liefern, ob
beispielsweise der Rev/RNS-Komplex im Kern instabil ist und daher Rev ohne seine Ziel-RNS
wieder ins Zytoplasma transportiert wird, oder ob der Komplex zunéchst transportiert wird und
ein nachfolgender Schritt urséachlich beeintréchtigt ist. Denkbar wéren auch Experimente wie sie
von Boe et a. beschrieben wurden (Boe, S. O. et al., 1998). Uber ein kombiniertes Verfahren
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aus Immunfluoreszenz und in situ Hybridisierung ist es den Autoren gelungen, eine
Kolokalisation von Rev und RNS auf Einzelzellebene durchzuf ihren.

Uber den Mechanismus der Dissoziation des Rev-Oligomers im Zytoplasma und die
Freisetzung der RNS kann im Augenblick nur spekuliert werden. Das Fehlen eines fur die
Dissoziation des Oligomers wichtigen zelluldren Faktors oder das Vorhandensein eines
inhibitorischen Faktors in Astrozyten konnte eine Bindung an Importin 3 verhindern und so Rev
Im Zytoplasma sequestrieren. Aus der Sequestrierung konnte sich eine verstérkte Assoziation
von Rev mit der RNS ergeben, die eine effiziente Trand ation behindert.

Eine weitere Hypothese, die sich aus der Sequestrierung von Rev ergeben kdnnte, wére eine
vorzeitige Freisetzung der RNS durch die Interaktion mit einem Astrozyten-spezifischen,
kompetitiven Faktor. Dadurch kénnte ebenfalls eine effiziente Trandlation behindert werden.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dal? die im Zellkern stattfindenden Funktionen
des HIV-Rev-Proteins und damit auch prinzipiell der Import in den Zellkern im Kontext der
Astrozyten nicht eingeschrankt sind. Diese Funktionen werden wesentlich von der N-terminalen
Doméane von Rev vermittelt. Es konnte ausgeschlossen werden, da3 Rev in Astrozyten
inaktiviert wird; vielmehr scheint nur eine geringere Rev-Menge in den Kern zu gelangen, die
dort aber funktionell ist. Ein inhibitorischer, Astrozyten-spezifischer Einflu3, z. B. durch die
Bindung eines zellspezifischen Faktors, ist daher fur die N-terminale Doméne des Proteins nur
anzunehmen, wenn die N-termina vermittelten Funktionen dadurch prinzipiell nicht
eingeschrankt werden.

Es erscheint sinnvoll, zukinftige Arbeiten auf zytoplasmatische Vorgange der Rev-
Regulation zu konzentrieren. Wesentlich ist dabei die Untersuchung der RNS-Transportrate in
den Zellen und die weitere Anayse und Quantifizierung insbesondere der Im- und
Exportaktivitdten von Rev in Astrozyten. Ein weiterer wichtiger Punkt wére die Suche nach
einem Astrozyten-spezifischen Faktor, der Rev durch eine reversible Bindung im Zytoplasma
sequestrieren konnte.
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Abb. 40: Die Abbildung gibt die Rev-Regulation in Astrozyten schematisch wieder. Dabei sind
Vorgange, die in Astrozyten noch nicht naher analysiert wurden und moglicherweise an der
Auspragung der verminderten Rev-Transaktivierung beteiligt sind, mit ,,? “ gekennzeichnet. Fir
Erlauterungen siehe auch die Legende zu Abb. 2.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Astrozyten sind Zielzellen fir HIV im ZNS. Sie weisen nach ihrer Infektion jedoch nur eine
geringe Virusproduktion auf. Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, da3 die verminderte
Virusreplikation auf eine erheblich eingeschrankte Funktion des viralen Regulators Rev
zurtckzufuihren ist. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Funktionen von Rev im
spezifischen Kontext der Astrozyten genauer zu untersuchen.

Dazu wurde zundchst die Rev-abhdngige Transaktivierung des Reportergens cat in
verschiedenen Zellinien gepriift. Es konnte gezeigt werden, dai3 die verminderte Produktion von
HIV-Strukturproteinen in Astrozyten nicht auf den inhibitorischen Effekt einer speziellen RNS
zurlckzufihren ist, sondern daf’3 die Rev-Funktion in Astrozyten auch am Beispiel dieser
heterologen RNS vermindert ist. Eine signifikant reduzierte Rev-Transaktivierung konnte in funf
getesteten Astrozytomzellinien im Vergleich zu zwei Kontrollzellinien festgestellt werden.

Demgegeniiber konnte die uneingeschrankte Funktion des zweiten untersuchten viralen
Regulatorproteins, Tat, fur alle getesteten Astrozytomzellinien gezeigt werden.

Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war die Anwendung von in vivo Testsystemen, die es
ermoglichten, Tellschritte aus der komplexen Rev-Regulation im Kontext verschiedener
Astrozytom- und Kontrollzellinien zu analysieren und zu vergleichen. Es wurden die von der N-
terminalen Rev-Doméne vermittelten Funktionen der RNS-Bindung und der Rev/Rev-
Oligomerisierung naher untersucht. Dabei konnten keine Unterschiede zwischen Astrozytom-
und Kontrollzellen festgestellt werden. Die Spezifitét der gezeigten Daten wurde in einer Reihe
von Kompetitionsexperimenten bestétigt. Die Ergebnisse wurden dartber hinaus durch
Lokalisationsstudien unterstitzt. Die in dieser Arbeit verwendeten Rev-Mutanten und
Fusionsproteine zeigten im Gegensatz zum Rev-Protein selber keinen Lokalisationsunterschied
zwischen Astrozytom- und Kontrollzellen.

Somit konnte ausgeschlossen werden, dal3 die im Wesentlichen kernassoziierten Funktionen
von Rev in Astrozyten beeintréchtigt sind. Die Ursache fir die verminderte Rev-
Transaktivierung in diesen Zellen konnte damit néher eingegrenzt werden. Welitere Studien
sollten sich verstérkt auf die zytoplasmatischen Vorgange der Rev-Regulation konzentrieren
sowie auf den Transport von Rev zwischen den verschiedenen Zellkompartimenten.



6. MATERIALUND METHODEN

6.1. Materialien und Bezugsquellen

6.1.1. Zdlinien

Astrozytomzellinien

85HG66
Humane CD4-negative Astrozytomzellinie (Stavrou, D. et a., 1987) (Stavrou, D. et a., 1989)
(Brack-Werner, R. et al., 1992), etabliert aus einem Gehirntumor (Astrozytom). Parentale
Zéellinie der chronisch mit HIV-1 infizierten Zellinie TH4-7-5 (Brack-Werner, R. et a., 1992).

U-87MG (U87)
Humane Astrozytom-/Glioblastomzellinie aus einem Tumor I11. Grades. Die Zellen wurden von
ATCC bezogen (ATCC HTB-14) (Bagasra, O. et a., 1992).

U-138MG (U138)
Humane Zéellinie aus einem Glioblastom. Die Zellen wurden von ATCC bezogen (ATCC HTB-
16) (Bagasra, O. et al., 1992) (Chiodi, F. et a., 1987).

U-251MG (U251)
Humane Astrozytomzellinie aus einem ,, Glioblastoma multiforme*. Die Zellen wurden von M.
Brenner, NIH, zur Verfligung gestellt (Bigner, D. D. et d., 1981).

U-373MG (U373)
Humane CD4-negative Astrozytomzellinie aus einem Tumor I11. Grades. Die Zellen wurden von
ATCC bezogen (ATCC HTB-17) (Dewhurst, S. et a., 1987) (Harrington, R. D. und Geballe, A.
P., 1993).

HIV-1 permissive Kontrollzellinien

HelLa
Humane epitheloide Zellinie aus einem Cervixcarzinom (Fibroblasten), die humanes
Papillomavirus 18 enthdlt. Die Zellen wurden von ATCC bezogen (ATCC CRL-7923).

HEK 293
Humane embryonale Nierenzellinie (Human Embryonal Kidney), transformiert durch das
humane Adenovirus 5 (Ad5). Die Zellen enthalten und exprimieren die transformierenden Gene
von Ad5 (Graham, F. L. et al., 1977) und wurden von ATCC bezogen (CRL-1573).

6.1.2. Plasmide

Reporter genkonstrukte

pSLIIBCAT
Das Plasmid exprimiert das Reportergen Chloramphenicolacetyltransferase (CAT) unter der
Kontrolle der HIV-LTR. Die mittleren 10 Nukleotide (= aulere Schleife) der TAR-Sequenz
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(Tat-Bindesequenz innerhalb der R-Region der LTR) wurden gegen SLIIB (stem loop 11B)
ausgetauscht. SLIIB ist die minimale RNS-Bindesequenz fur Rev innerhalb der RRE. Sie wurde
mit  Hilfe enes synthetischen Oligonukleotids von 29 Nukleotiden Lange
(5'"-GATCGAGCTGGGCGCAGCGCAATGCGCTGACGGTAC-3') eingesetzt (Tiley, L. S. et
a., 1992). Zum Aufbau von TAR und RRE vgl. Abb. 3und 5, S. 7 und 11 dieser Arbeit.

pHIVLTRCAT
Das Plasmid enthdlt das Reportergen cat unter der Kontrolle der HIV-LTR aus dem Isolat
HIVg,, (Ludvigsen, A. et d., 1996).

pHIVDnpsL TRCAT
Das Plasmid ist ein Derivat von pHIVLTRCAT. Durch Restriktion mit den Enzymen Nrul und
Bglll wurden Bereiche des nef-Gens an der 5'-Seite der LTR deletiert (nps = nef partial
sequence). Es konnte gezeigt werden, dal3 dieser Bereich sich negativ auf die Aktivitét der LTR
in Astrozyten auswirkt (Ludvigsen, A. et a., 1996).

pDM128
Die Expression des cat-Reportergens steht in diesem Plasmid unter der Kontrolle des SV40-
Promotors und ist Rev-abhéngig (Hope, T. J. et a., 1990). Cat wird nur dann effizient
exprimiert, wenn Rev die RRE bindet und somit ein Spleif3en verhindert wird. Das Plasmid
wurde von Dr. Thomas Hope, Infectious Disease Laboratories, The Salk Institute, La Jolla,
USA, zur Verfigung gestellt.

pB37R
Das Plasmid exprimiert in Abhéangigkeit von Rev die kodierende Region des HIV-1 Gens p37°®
aus dem Klon HXB-2. Promotor ist der HIV-1-LTR, die Expression von p37°® ist somit auch
Tat-abhéngig (Neumann, M. et al., 1995). Das Plasmid wurde von Dr. George Pavlakis, NCI,
Maryland, USA, zur Verfligung gestellt.

pGL3-RFB
Der Basisvektor pGL3-basic wurde von Promega Corporation, Madison, WI, USA, bezogen,
und enthélt das luciferase-Gen ohne Promotor. Der RFB-Promotor (aus dem Reilley-Finkel-
Biskis C-Typ Retrovirus der Maus, (Gimbel, W. et a., 1996)) wurde Sacl/Bglll vor das
luciferase-Gen kloniert (Frech, K. et al., 1997).

PRSVIuc
Luciferase-Expressionsplasmid unter der Kontrolle der Rous sarcoma virus (RSV) LTR (de
Wet, J. R. et a. 1987). Der Vektor enthdlt das SV40 T-Antigen und das SV40
Polyadenylierungssignal. Die Sequenzen wurden in pBR322 kloniert (Dr. George Pavlakis, NCI,
Maryland, USA).

Expressionsplasmide fur HIV-Proteine

pcTat
Die Expression des viralen Regulatorproteins Tat steht unter der Kontrolle des CMV -Promoters.
Die Tat-Sequenz stammt aus dem HIV-1 ¢-DNS Klon HXB-3 und enthélt somit keine
Intronsequenzen (Malim, M. H. et al., 1988) (Malim, M. H. et al., 1989). Tat hat in diesem
Konstrukt 86 As Léange (vgl. Kap. 1.1.2.2.1.) und wurde in den Basisvektor pBC12/CMV
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(Cullen, B. R., 1986) kloniert. Das Plasmid wurde von Dr. Bryan Cullen, Durham, USA, zur
Verfligung gestellt.

pcRev
Die Expression des Rev-Proteins aus dem HIV-1 Isolat HXB-3 steht unter der Kontrolle des
CMV-Promoters. Die Rev-Sequenz stammt aus einem c¢c-DNS Klon und enthdt somit keine
Intronsequenzen (Malim, M. H. et al., 1988) (Maim, M. H. et a., 1989). Rev hat in diesem
Konstrukt volle Lange (116 As) und wurde in den Basisvektor pBC12/CMV (Cullen, B. R,
1986) kloniert. Das Plasmid wurde von Dr. Bryan Cullen, Durham, USA, zur Verfligung
gestellt.

pcTatRev
Das Plasmid exprimiert ein TatRev-Fusionsprotein unter der Kontrolle des CMV-Promoters
(Tiley, L. S. et al., 1992). Der Basisvektor ist pBC12/CMV (Cullen, B. R., 1986). Tat und Rev
haben volle Lange und sind funktionell (Madore, S. J. et a., 1994). Das Plasmid wurde von Dr.
Bryan Cullen, Durham, USA, zur Verfigung gestellt. Die Nukleotidfolge der kodierenden
Bereiche wurde durch Sequenzierung bestétigt.

pcTatRevM 5
Das Plasmid exprimiert ein Fusionsprotein aus Tat und der Mutante RevM5 (vgl. pcRevMb5)
(Thomas, S. L. et al., 1998). Die Expression steht unter der Kontrolle des CMV-Promotors. Der
Basisvektor ist pBC12/CMV (Cullen, B. R., 1986). Das Plasmid wurde von Dr. Joachim
Hauber, Erlangen, zur Verfigung gestellt.

pcRevM5
Das Plasmid exprimiert die Rev-Mutante M5 unter der Kontrolle des CMV-Promotors.
Gegenuber Wildtyp-Rev wurden die As 38 und 39 von R R nach D L ausgetauscht (Malim, M.
H. et a., 1989). Dazu wurden die Nukleotide 110 bis 115 der Wildtyp-Rev Sequenz von
-CCGAAG- zu -AGATCT- veréndert. Die Mutante ist Bindungs-defekt, oligomerisiert jedoch
und ist nicht transdominant negativ (Madore, S. J. et a., 1994). Der Basisvektor ist
pBC12/CMV (Cullen, B. R., 1986). Das Plasmid wurde von Dr. Bryan Cullen, Durham, USA,
zur Verfligung gestellt. Die kodierenden Abschnitte des Plasmids sowie der Promotor wurden
durch Sequenzierung bestétigt.

pBsRevM 10BL
In pBsRev wurde die M10BL-Mutation eingefuhrt (Stauber, R. et al., 1995). Es sind zwei
Bereiche des rev-Gens mutiert. An As-Position 78/79 wurde L E zu D L ausgetauscht und
zwischen Position 82 und 83 wurde eine Insertion von vier As (E D L P) eingefihrt (BL-
Mutation). RevM 10 verbleibt aufgrund dieser NES-Mutation (nukledres Exportsignal) im Kern,
ist nicht mehr funktionell und hat einen dominant-negativen Phanotyp (Stauber, R. et al., 1995).

Sonstige Plasmide

pCTatRevsg143
Die TatRev-Sequenz aus pcTatRev wurde zur Konstruktion dieses Vektors in den GFP-Vektor
pFred143 kloniert. Dadurch entstand ein Fusionsprotein (N-terminal nach C-terminal) Tat-Rev-
GFP. Esfindet keine Expression von GFP ohne Fusionspartner statt (Ludwig, E., 1999).
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pRevM5GFP
Die RevM5-Sequenz wurde in den GFP-Basisvektor pFred143 kloniert. RevM5 befindet sich N-
terminal von GFP. Der Vektor wurde durch Sequenzierung verifiziert (Francesca Ceccherini-
Silberstein, GSF, Neuherberg).

pFred143 (KH1035)
GFP-Expressionsplasmid. Die Expression von GFP (green fluorescent protein) steht unter der
Kontrolle des CMV-Promoters. Der Vektor enthélt das SV40 Polyadenylierungssignal (Dr.
Markus Neumann, GSF, Neuherberg).

pF25-Tat-GFP
Das Plasmid enthdlt die HIV-1 Tat-Sequenz aus dem Isolat pNL4-3 unter der Kontrolle des
CMV-Promotors. Die GFP-Sequenz ist C-terminal angefligt. Der Vektor wurde von Roland
Stauber im Labor von Dr. George Pavlakis, NCI, Maryland, USA konstruiert.

pBSPL
Bluescript-Vektor (Neumann, M. et al., 1995), modifiziert von Stefan Schwartz im Labor von
Dr. George Pavlakis, NCI, Maryland, USA. Dieser Vektor wird nicht exprimiert.

pcRRE
Zur Konstruktion dieses Vektors wurden die kodierenden Sequenzen aus pcTatRev entfernt, die
Enden aufgefillt und die Sequenz der RRE aus dem Vektor Bluescript KS 330 (Dr. Markus
Neumann, GSF, Neuherberg) eingefuigt. pcRRE wird trankribiert, eine Translation findet jedoch
nicht statt, da kein Startkodon enthalten ist. Die RRE und der umgebende Vektorhintergrund
wurden sequenziert (Juttavan Empel, GSF, Neuherberg).

pcRRED12s
Zur Konstruktion dieses Vektors wurden die kodierenden Sequenzen aus pcTatRev entfernt, die
Enden aufgeflllt und die Sequenz der RRE mit einer Deletion von 61 Nukleotiden im Bereich
des SLIIB aus dem Vektor Bluescript KS 330D12 (Dr. Markus Neumann, GSF, Neuherberg)
eingefligt. pcRRED12s wird trankribiert, eine Translation findet jedoch nicht stait, da kein
Startkodon enthalten ist. Die RRE und der umgebende V ektorhintergrund wurden sequenziert
und die Deletion bestétigt (Jutta van Empel, GSF, Neuherberg).

Alle Plasmide tragen al's Selektionsmarker das Ampicillinresistenzgen.

6.1.3. Antikor per

Polyklonaler Kaninchen anti Rev Antikorper (#29994, Testblutung 8), hergestellt im Labor
von Dr. George Pavlakis (NCI, Maryland, USA) unter Verwendung von rekombinantem Rev
des HIV-Isolats HXB-2 aus E. coli.

Cyanine3 konjugierter Ziege anti Kaninchen Antikorper, polyklonal (Dianova).

6.1.4. Chemikalien
1-kb-DNS L angenstandard Gibco, Karlsruhe
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Acetyl-Coenzym A

Agarose (Seakem)

Agarose (MP)

Alkalische Phosphatase
Ampicillin

Amplitag® DNS Polymerase
Amplitag Gold™

Ampuwa®
Antibiotische/Antimykotische L sg.
Bromphenolblau

Bovines Serumalbumin
Chloroform

dNTPs

DC-Platten (Kiesel gel-beschichtet)
EDTA

Ethanol

Ethidiumbromid

Ethylacetat

Filter 0.22um

Filterpapier, Whatman 3mm
FKS

Formaldehyd, 37%
Gentamycin

Hoechst 33342 (Bisbenzimid)
| sopropanol

IPTG

Methanol

Methylenblau

MOPS

Nonidet NP-40°

10x PCR Reaktionspuffer
10x Phosphorylierungspuffer
Plastikmateria f. Zellkultur
Phenol

Polaroid s/w Film 667
Proteinase K
Restriktionsenzyme

SDS

Sequagel Sequencing System
T4 DNSLigase

T4 Polynukleotidkinase

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
FMC Bio Products, Rockland, USA

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Sigma, Deisenhofen

Perkin Elmer Cetus, Uberlingen

Applied Biosystems, Weiterstadt
Fresenius, Bad Homburg

Life Technologies, Eggenstein

Merck, Darmstadt

L 6we Biochemika, Mnchen

Merck, Darmstadt

Pharmacia Biotech, Freiburg

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Nalgene, USA

Whatman, Maidstone, GB

Gibco, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Life Technologies, Eggenstein

Molecular Probes, Oregon, USA

Merck, Darmstadt

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Perkin Elmer Cetus, Uberlingen

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Greiner Labortechnik, Frickenhausen

Life Technologies, Eggenstein

Polaroid, Offenbach

Sigma, Deisenhofen

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
New England Biolabs, Schwalbach

L 6we Biochemika, Mnchen

National Diagnostics, Georgia, USA
Gibco, Karlsruhe

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
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Tris

Triton® X-100

Tween® 20

Zahlkammer (fur eukaryotische Zellen)

L 6we Biochemika, M Unchen
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Madaus Diagnostics, Kdln

Weitere Gebrauchswaren und Laborartikel wurden von den Firmen Agfa Gevaert (Belgien),
Amersham (Braunschweig), Bachhofer Laborbedarf (Reutlingen), Beckman (Munchen), Bender
und Hobein (Minchen), Eastman Kodak (Rochester, USA), Greiner (Nurtingen), Kremer &
Kreiler (Minchen) und Sarstedt (NUmbrecht) bezogen.

6.1.5. Puffer und LAsungen

Ampicillin-L&sung
Aquadest. (A. d.)

Auftragspuffer (DNYS)

CAT Lysis Puffer (Roche)
Ethidiumbromidldsung
., Freeze-Squeeze” -Puffer

Losung A

Lbsung B

Luciferase Assay Substrat (Promega)

Luciferase Assay Puffer (Promega)

PBS

102

50 mg/ml Ampicillinin A. d.
Filtration durch Millipore Anlage
(Millipore Water System, Eschborn)
0,25% Bromphenolblau

0,25% Xylencyanol

30% Glycerin; inA. d.

Triton X-100 in MOPS

1% (wi/v) Ethidiumbromidin A. d.
0,5M NaAcetat

1 mM EDTA, pH 5,8

Na,SO, 8,559

NaOH 2g

Natriumtartrat 0,8 g

NaHCO, 4,759

BCA-Na, 59

mit A. d. ad 500 ml, pH 11
CusO, 2g

mit A. d. ad 50 ml

Coenzym A (Lithium Salz)

470 UM Luciferin

530 uM ATP, lyophilisiert

20 mM Tricin

1,07 mM (MgCQO,),Mg(OH),x5H,0
2,67 mM MgSO,

0,1 mM EDTA

333mM DTT

140 mM NaCl

54 mM KCl

9,7 mM Na,HPO, x 2H,0
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2 mM KH,PO,

inA.d.
Puffer P1 (Qiagen) 50 mM Tris-HCI

10 mM EDTA

100 pg/ml RNAse A, pH 8,0
Puffer P2 (Qiagen) 200 mM NaOH

1% SDS
Puffer P3 (Qiagen) 3 M Kaliumacetat, pH 5,5
Puffer A (Pharmacia Biotech, Freiburg) 0,5M CaCl,

in0,1M HEPESpH 7,0
Puffer B (Pharmacia Biotech, Freiburg) 0,28 M NaCl

0,75 mM NaH,PO,

0,75 mM NaHPO,

in 0,05 M HEPES, pH 7,0
Puffer QBT (Qiagen) 750 mM NaCl

50 mM MOPS

15% EtOH

0,15% Triton X-100
Puffer QC (Qiagen) 1M NaCl

50 mM MOPS

15% EtOH, pH 7,0
Puffer QF (Qiagen) 1,25 M NaCl

50 mM Tris-HCl

15% EtOH, pH 8,5
TAE (50x) 2 M Tris-Acetat

100 mM Na,-EDTA
TE 10 mM Trig/HCI

1 mM EDTA
TNE 40 mM Tris/HCI

1 mM EDTA

150 mM NaCl

pH 7,4

inA.d.
Trypsin-EDTA Ldsung Seromed, Berlin

Hier nicht aufgefuhrte LAsungen sind in den entsprechenden Methodenteilen beschrieben. Alle
Puffer fur die Zellkultur und Bakterienanzucht wurden vor Gebrauch autoklaviert. Die
Enzympuffer wurden von den Herstellerfirmen der entsprechenden Enzyme bezogen.

6.1.6. Verwendete Kits

Name Hersteller Verwendungszweck

BCA Protein Assay Reagent  Pierce, Rockford, USA Bestimmung der Gesamt-

103



Material und Methoden

Kit
CAT ELISA Kit

Cellphect Transfection Kit
High Fidelity PCR Kit
Luciferase Assay System

Plasmid Maxi Kit
Qiaguick Gel Extraktion Kit

Rapid Ligation Kit

Roche Molecular
Biochemicals, Mannheim
Pharmacia Biotech,
Freiburg

Roche Molecular
Biochemicals, Mannheim
Promega, Madison, USA

Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden

Roche Molecular
Biochemicals, Mannheim

proteinmenge in Zellysaten
Bestimmung der CAT-Mengein
Zellysaten

Transiente Transfektion von
adhérenten Zellen
PCR-Reaktionen

Bestimmung der Luciferase-
aktivitét in Zellysaten
Grol3préparation von Plasmiden
Extraktion von DNS-Fragmenten
aus Agarosegelen

Ligation von DNS-Fragmenten mit
unterschiedlichen Enden

Sequencing Kit ABI Sequenzierung von DNS

Qiaquick Gel Extraktion Kit  Qiagen, Hilden Extraktion von DNS-Fragmenten
aus Agarosegelen

FAST CAT® Green (deoxy)  Molecular Probes, Oregon,  Bestimmung der CAT-AKktivitat in

CAT Kit USA Zellysaten

6.1.7. Medien

Fir die Zelkultur wurde DMEM mit Glutamax-1 und 4,5 g/l Glukose (Life Technologies)
verwendet. Vor Gebrauch wurden 10% (v/v) mindestens eine Stunde zur Inaktivierung des
Komplementsystems auf 56°C erwarmtes fétales Kalberserum (FKS, Life Technologies)
zugegeben. Dazu kam bei Bedarf 1% Antibiotika/ Antimykotika Losung (AB/AM, Life
Technologies), entsprechend 100 Einheiten Penicillin, 100 pg Streptomycin und 0,25 pg

Fungizone®/ml.

Bakterienstdmme wurden in LB-Fltssigmedium mit 50 ng/ml Ampicillin herangezogen oder auf
LB/Amp-Platten (50 ng/ml Ampicillin) ausgestrichen.

Einfriermedium fir eukaryotische Zellen

Bakterienmedien

LB-Medium (nach Luria-Bertani)

Einfriermedium fir Bakterien
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35 ml DMEM

10 ml FKS

5ml DMSO

0,5ml AB/AM

Die Ldsung wurde sterilfiltriert.

10 g Trypton

5 g Hefeextrakt

10 g NaCl

ad 1000 ml mit A. d., pH 7,0

2 Teile 80% Glycerin



Material und Methoden

1 Teil 210 mM NaCl,
SOC Vollmedium ohne Selektion (Stratagene)

6.2. Methoden
6.2.1. Allgemeine Zellkulturtechniken

6.2.1.1. Kultivierung adharenter Zellen und Zellzahlbestimmung

Alle Zédlinien wurden bel 37°C in wassergeséttigter Atmosphére und 5% CO, kultiviert. Als
Medium wurde DMEM verwendet (vgl. Kap. 6.1.7.), das, sofern nicht gesondert vermerkt, mit
10% FKS und 1% AB/AM versetzt wurde. Die Zellen wurden zweimal pro Woche umgesetzt.
Dazu wurde das verbrauchte Medium abgenommen und die Zellen mit sterilem PBS gewaschen.
Es wurde wenig Trypsin-EDTA-L6sung (Seromed) zugegeben und die Zellen so in 5-10 min bei
37°C vom Boden der Kulturgeféi3e gelost. Je nach Wachstumsgeschwindigkeit der einzelnen
Zéellinien wurden die Zellen in frischem Medium in Verdinnungen von 1:5-1:15 in neue Gefél3e
uberfuhrt. Die Zellen wurden nicht lénger als 30 Passagen auf diese Weise in Kultur gehalten,
dann wurden neue Zellaliquots niedriger Passagenzahl aufgetaut, um fir die verschiedenen
Experimente immer moglichst gleiche Voraussetzungen zu schaffen. Dies erschien notwendig,
da zu lange Kultivierung von Zellen zu Alterungseffekten fihren kann, die sich auf Messdaten
auswirken konnen.

Die genaue Nomenklatur fur die Zellinien ergibt sich durch das Anfiigen der aktuellen
Passagenzahl; ist eine Zellinie beispielsweise mit p3+12 bezeichnet, bedeutet dies, dal3 die
Zellen nach der dritten Passage eingefroren, dann wieder aufgetaut und seither 12 Mal passagiert
wurden.

Zur Einsaat von Zellen fur Transfektionen, das Uberfiihren einer bestimmten Anzahl von Zellen
in 35 oder 60 mm Schéd chen, mufite die Zellzahl bestimmt werden. Dazu wurde ein Tropfen der
Zellsuspension in eine Zdhlkammer (Madaus Diagnostics, Kdln) gegeben und die Zellen unter
dem Lichtmikroskop gezahit. Die Anzahl der Zellen in einem Grof3quadrat (entsprechend 16
Kleinquadraten) ergab mit 10* multipliziert die Zellzahl pro ml der Ausgangssuspension.

6.2.1.2. Mykoplasmenfarbung und Behandlung der Zellen bei Mykoplasmenbefall

Modifiziert nach (Schmidt, J. und Erfle, V., 1984) und (Schmitt, K. et al., 1988).

Zur Kontrolle von Mykoplasmenbefall wurde eine DNS-Farbung mit Bisbenzimid durchgefihrt.
Etwa 2x10° der zu untersuchenden Zellen wurden in 60 mm Schélchen eingesét und nach 24 h
mit eiskaltem Methanol/Acetat (1:3) fur 10 min fixiert. Nach Abnehmen der Ldsung wurde der
Schélchenboden mit Bisbenzimid-Lésung bedeckt (0,5-1 pg/ml in A. d.) und die Zellen
10-15 min im Dunkeln bei RT zur Anfarbung der DNS inkubiert. Die Schalchen wurden mit
A. d. gewaschen, ein Tropfen PBS/Glycerin zugegeben und ein Deckgléschen aufsetzt. Die
Kerne waren nun im Fluoreszenzmikroskop unter VVerwendung eines Blaufilters nach Anregung
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durch Licht einer Wellenldnge von 360 nm gut sichtbar. Extrazelluld&re DNS-Féarbung und
Féarbung an den Auf3enbereichen der Zellen deuten auf Mykoplasmen hin.

Die Behandlung von Mykoplasmen erfolgte mit dem Antibiotikum Ciprofloxacin. Es wurde in
einer Konzentration von 10 pg/ml dem Zellkulturmedium zugesetzt und das Medium alle drei
Tage erneuert. Einmal pro Woche wurde die Mykoplasmenfarbung durchgefihrt. Konnten keine
Mykoplasmen mehr gefunden werden, wurden die Zellen noch eine weitere Woche behandelt
und dann minikloniert. Dazu wurden etwa 10 Zellen pro Vertiefung in eine 96-Loch-Platte
uberfuhrt und von dort ausgesuchte Klone weiter expandiert.

6.2.1.3. Auftauen und Einfrieren von Zellen

In flissigem Stickstoff gefrorene Zellen in Kryordhrchen wurden rasch in den Handen angetaut,
so dal3 ein Eiskern erhalten blieb, und in 50 ml kaltes DMEM Uberfuhrt, um das zellschadigende
DMSO aus dem Einfriermedium auszuverdinnen. Die Zellen wurden 5 min bei 350xg
zentrifugiert, das Zellpellet in 3 ml vorgewarmtem Kulturmedium resuspendiert und die
Suspension in eine kleine Kulturflasche dberfihrt. Am néchsten Tag erfolgte en
Medienwechsel. Entsprechend ihrer Wachstumsgeschwindigkeit wurden die Zellen weiter
expandiert.

Zum Einfrieren wurden die Zellen mit sterilem PBS gewaschen, mit Trypsin-EDTA vom Boden
der Kulturflasche abgel6st und nach Zellzahlbestimmung in 50 ml Falcon-Rohrchen 10 min bei
350xg zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in kaltem Einfriermedium resuspendiert. Die
Zellsuspension wurde in einer Konzentration von 1x10’ Zellen/ml in Nunc-Roéhrchen Gberfihrt
und auf Eis gehalten. Im Kryostaten wurden die Zellen um 1°C pro Minute bis auf -30°C
abgekihlt und anschlief?end /N bei -80°C gehaten. Die Zellen wurden dann in flissigem
Stickstoff bei -196°C dauerhaft gelagert.

6.2.1.4. Transente Transfektion adharenter eukaryotischer Zellen

6.2.1.4.1. Die CaPO,-Préazipitation

Zur Transfektion wurde in der Regel die CaPO,-DNS-K oprézipitationsmethode nach Graham
mit Modifikationen nach Felber et al. angewandt (Graham, F. L. et a., 1977) (Felber, B. K. et
al., 1990).

Die Zellen wurden zur Transfektion in 35 oder 60 mm Schélchen eingesét, trypsiniert, gezahit,
mit Medium auf die gewiinschte Zellzahl eingestellt und die Schélchen tberfihrt. Je nach Grof3e
der Zellen und Wachstumsgeschwindigkeit der verschiedenen Zellinien ergaben sich folgende
optimale Zellzahlen zur Einsaat in 60 mm Schélchen 24 h vor der Transfektion:

Zdlinie

85HG66

U138

U373

us87

U251

HelLa

HEK293

Zellzahl

6 x 10°

3x10°

4x10°

5x 10°

6 x 10°

8x10°

8x 10°
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Die optimale Menge Medium pro 60 mm Schélchen betrug 5 ml. Nach 24 h Anheftungszeit (fir
HEK?293 bis zu 48 h, da diese Zellen nur sehr langsam am GeféRboden anheften und nach zu
kurzer Inkubationszeit durch den Transfektionsvorgang wieder abgewaschen werden kdnnen)
sollten die Zellen etwa 60-70% konfluent gewachsen sein, um optimal e Transfektionseffizienzen
zu ezieen. Die Transfektionen wurden mit dem Puffersystem des ,Cell Phect”-
Transfektionskits von Pharmacia Biotech, Freiburg, durchgefihrt.

Fir jeden unterschiedlichen Transfektionsansatz wurde die entsprechende Plasmidmixtur
vorgelegt und mit pBSPL als ,, Leerplasmid® die Plasmidgesamtmenge pro Schélchen auf 17 pg
eingestellt. Der Ansatz wurde auf 120 yl pro Schalchen mit sterilem Wasser aufgefillt. Dazu
wurden 120 yl Puffer A pro Schélchen gegeben und 10 min bei RT inkubiert. Dieser Mix wurde
nun sehr vorsichtig zu der doppelten Menge (240 pl pro Schalchen) Puffer B in 50 ml Falcon-
R6hrchen getropft und 15 min bel RT inkubiert, wobel sich die CaPO,-Kristalle unter Einschluf3
der DNS bilden. Die Grof3e der Kristalle ist dabei kritisch fur die Effizienz der Transfektion, da
grolRere Kristalle schlechter von den Zellen aufgenommen werden. Die Ldsung wurde nun
vorsichtig ins Medium zu den Zellen pipettiert. Nach 4-6 h wurden die Zellen zweimal mit
serumfreiem vorgewarmten Medium gewaschen und frisches Medium mit FKS und AB/AM
zugegeben. Die Zellen wurden 48 h nach der Transfektion geerntet.

Die Transfektionen zur Bestimmung der CAT-Enzymaktivitét wurden aufgrund der geringeren
benttigten Gesamtproteinmenge auch in 6-Loch Platten durchgefihrt. Fir eine Vertiefung dieser
Grofe (35 mm Durchmesser) wurde der oben beschriebene Transfektionsansatz halbiert.

Fir die meisten Plasmide wurden Standardkonzentrationen fur die jeweiligen Experimente
ermittelt. Die Ausnahme machten Titrations- und Kompetitionsexperimente.

Sandard-Plasmidkonzentrationen fur ein 60 mm Schalchen:

Reporterplasmide allg. 1ug
pSLIIBCAT 2 g
Expressionsplasmide fur Effektorproteine 1 g
GFP- und Luciferaseplasmide 1ug

Abwei chende Konzentrationen werden zusammen mit den jeweiligen Experimenten aufgefhrt.

Abschétzung der Transfektionseffizienz

Mit der CaPO,-DNS-Koprézipitationsmethode liefien sich je nach transfizierter Zellinie
Transfektionseffizienzen von 10-15% (85HG66) bis zu 90% (HEK293) der Zellen erzielen.

Zur Bestimmung der Transfektionseffizienz und der Expressionsaktivitat der Zellen wurde in
jedem Ansatz ein Luciferase-Expressionsplasmid (pGL 3-RFB oder RSV-Luc, vgl. Abb. 8, S. 26
und Kap. 6.1.2.) kotransfiziert und anschliefRend die Luciferaseaktivitét in den Zellysaten
gemessen. Auf die Luciferase-Messungen wird im Zusammenhang mit den verschiedenen
Reportergen-Analysen genauer eingegangen.
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Dartiber hinaus wurde in ausgewdahlten Ansdtzen ein GFP-Expressionsplasmid (pFred143, vgl.
Kap. 6.1.2. und Abb. 8, S. 27) kotransfiziert. Die GFP-Expression ermdglichte die Abschdtzung
der Transfektionseffizienz (in diesem Falle in Prozent der Zellen, die transfiziert wurden) etwa
12 h nach der Transfektion. Die transfizierten Zellen zeigten nach Anregung des GFP unter UV -
Licht im Fluoreszenzmikroskop griine Fluoreszenz (fir eine detaillierte Beschreibung vgl. Kap.
6.2.4.3.).

6.2.1.4.2. Das FUGENE™6-Transfektionsr eagenz

Transfektionen fur Lokalisationsstudien, bei denen nur ein einzelnes Plasmid in die Zellen
eingebracht werden sollte, wurden mit dem FuGENE™6-Transfektionsreagenz von Roche
Molecular Biochemicals, Mannheim, durchgefiihrt. Diese Methode hat den Vorteil, da3 die
Gesamtmenge an Plasmid, die benétigt wird, geringer ist as bei der CaPO,-Methode. Darlber
hinaus mussen die Zellen nicht gewaschen werden, das Reagenz verbleibt auf den Zellen. Die
Transfektionseffizienz der Methode liegt zwischen etwa 15% (85HG66) und 90% (HEK293)
und damit deutlich héher as mit der CaPO,-Methode. Allerdings ist FUGENE™6 weniger
geeignet fur das Einbringen einer grofReren Menge an DNS, beispielsweise bel Titrationen von
Plasmidkonzentrationen (Dr. Markus Neumann, GSF, Neuherberg, personliche Mitteilung).
Uber das Prinzip der DNS-Aufnahme in die Zellen liegen von Roche Molecular Biochemicals
keine Informationen vor. Das gewtnschte Plasmid wurde in einem Volumen von 0,5 bis 10 pl in
ein Eppendorf-Gefald pipettiert. In ein zweites Geféald wurden pro 35 mm Schélchen, das
transfiziert werden sollte, 100 yl serumfreies Medium (DMEM) gegeben. Pro ug DNS wurden
3 Wl FUGENE™6-Transfektionsreagenz in das Medium gegeben und nach 5 min RT zu der DNS
pipettiert. Der Mix wurde 15 min bei RT inkubiert und dann auf die Zellen gegeben. Nach 24 h
Inkubation im Brutschrank wurden die Zellen fixiert und die Immunfluoreszenz durchgefihrt
(Kap. 6.2.3.5.) bzw. an |ebenden Zellen die GFP-Lokalisation festgestellt.

Behandlung der Zellen mit Leptomycin B (LMB)

LMB wurde zur Inaktivierung des aktiven Kernexports Uber den CRM1 vermittelten
Transportweg eingesetzt. Die Zellen wurden wie oben beschrieben mit FUGENE™6 transfiziert
und 24 h im Brutschrank inkubiert. LMB wurde in einer Endkonzentration von 10 nM ins
Medium gegeben und die Zellen weiter bei 37°C inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten
wurden mikroskopische Aufnahmen gemacht.

6.2.2. Molekularbiologische Standardmethoden

Standardmethoden wurden prinzipiell angewendet wie in Sambrook et a. beschrieben
(Sambrook, J., Fritsch, E. F., et a., 1989). Im folgenden werden diese daher nur aufgefihrt,
wenn die Anwendung modifiziert wurde oder in Sambrook et al. nicht beschrieben ist.
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6.2.2.1. Ligation von DNS Stlicken mit ,, sticky ends*

Dazu wurde der Rapid Ligation Kit von Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, benutzt.
Insgesamt wurden 200 ng DNS in einem Verhéltnis von Vektor zu Insert 1:4 eingesetzt.

Sandardansatz

3 Yl DNS (200 ng)

2 W Verdinnungspuffer

1l Ligase

10 pl 2x Ligationspuffer, ad 20 yl mit A. d.

Nach 10 min Inkubation bei RT wurde die Transformation durchgefuhrt.

6.2.2.2. Transformation von E. coli mit Plasmid-DNS

Zur Amplifikation der verwendeten Plasmide wurde der E. coli Stamm XL 1blue verwendet. Die
kompetenten Zellen wurden von der Firma Stratagene bezogen.

Hitzeschock-Methode

Fir die Transformation wurden superkompetente oder kompetente XL 1-blue Epicurian Coli®
verwendet. Die kompetenten Bakterienzellen wurden auf Eis aufgetaut und zu jedem
Transformationsansatz (entsprechend 50 pl Bakteriensuspension) wurde 1 p 1,42 M
[-Mercaptoethanol (Stratagene) gegeben. Nach 10 min auf Eis wurden 1-2 gl Plasmid-DNS,
z. B. aus einem Ligationsansatz oder auch zur Retransformation von Plasmiden, zugegeben.
Nach 15-20 min auf Eis wurden die Bakterienzellen einem Hitzeschock im Wasserbad
unterzogen (45 sek bel 42°C, dabei werden die Plasmide von den Zellen aufgenommen) und
erneut 2 min auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 1 ml SOC-Medium (Vollmedium, Stratagene)
wurde der Ansatz fur 30-60 min in einem 37°C-Schuttler inkubiert. In dieser Zeit werden die
neu erhaltenen Gene, insbesondere die Resistenzgene, von den Bakterien exprimiert. 100 bzw.
250 pl der Bakteriensuspension wurden dann auf LB/Amp-Platten ausgestrichen und (/N in den
37°C Brutschrank gestellt. Der restliche Ansatz konnte bei 4°C aufbewahrt werden. Am
folgenden Tag waren Einzelkolonien auf den Platten gewachsen, die, wie in Kapitel 6.2.2.3. flr
die Plasmidkleinpréparation beschrieben, angeimpft und dann fir weitere Analysen verwendet
werden konnten.

Elektrotransformation

Die zu transformierende DNS wurde in einer Butanolfallung von Salzen gereinigt und in A. d.
aufgenommen. 50 pl elektrokompetenter Zellen wurden auf Eis mit der DNS vermischt. Im
Gene Pulser (Einstellung 2,49 kV, 400 Ohm, 25 pF) bekamen die Zellen einen kurzen
Elektropuls. Sofort wurde 1 ml SOC-Medium zugegeben und die Zellen weiter behandelt wie
fur die Hitzeschock-Methode bereits beschrieben. Die Transformationseffizienz lag dabei um
den Faktor 10 bis 100 hoher a's bei der Hitzeschocktransformation.
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Herstellung von Glycerinkulturen

Zur dauerhaften Lagerung von Bakterien wurden Glycerinkulturen angelegt. Dazu wurden 10 ml
einer Uber Nacht gewachsenen Kultur 5 min bei 5000xg zentrifugiert und das Bakterienpellet in
2 ml Einfriermedium resuspendiert. Nach 30 min bel RT, in denen das Glycerin in die Zellen
diffundiert, wurden die Bakterien bei —-80°C gelagert.

6.2.2.3. Isolierung von Plasmiden aus E. coli

Plasmidgrofl3préparation

Die Prgparation groferer Mengen an Plasmid-DNS aus 300-500 ml einer Uber Nacht
gewachsenen Bakterienkultur wurde mit dem Plasmid-Maxi-Kit der Firma Qiagen, Hilden, im
wesentlichen entsprechend dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Die so isolierte DNS
wurde fir Transfektionen und alle Standardmethoden der Mol ekularbiologie eingesetzt.

Das Prinzip der Methode beruht auf alkalischer Lyse der Bakterien, danach wird die Plasmid-
DNS an eine Anionenaustauscher-Saule gebunden. RNS oder Proteine werden nicht gebunden.
Die DNS wird dann mit eitnem Hochsal zpuffer wieder eluiert.

Dazu wurde zunéchst eine Vorkultur der gewinschten Bakterien angesetzt, aus einer
Glycerinkultur bzw. von einer LB-Agarplatte wurde in 3 ml LB-Flussigmedium mit 3 pl
Ampicillin-Ldsung eine Impfose der Kultur bzw. eine Kolonie der Platte angeimpft. Nach etwa
8 h Wachstum bei 37°C und 220 rpm im Schuttelinkubator wurde mit 1 ml dieser Vorkultur die
Hauptkultur (350 ml LB-Flussigmedium mit 350 pl Ampicillin-Losung) angeimpft und U/N bei
37°C und 120 rpm im Schikanekolben vermehrt. Dann wurden die Kulturen 15 min bel 5000xg
zentrifugiert und das Bakterienpellet in 10 ml kaltem Resuspensionspuffer P1 homogenisiert.
Die Suspension wurde in einen 50 ml Zentrifugenbecher Uberfiihrt. Dann wurden 10 ml
Lysispuffer P2 dazugegeben, vorsichtig gemischt und die Suspension 5 min bei RT inkubiert.
Die Lyse wurde mit 10 ml Neutralisationspuffer P3 gestoppt, die Lysate 20 min auf Eis
inkubiert und anschliefRend bei 4°C und 20000xg fur 30 min zentrifugiert. Die Plasmide
befinden sich im Uberstand, das Pellet enthdlt die Reste der Bakterienzellen mit der
genomischen DNS. Um mdoglichst alle Proteinreste zu entfernen, die spédter die Saulen
verstopfen und die DNS verunreinigen wiirden, wurde der Uberstand in ein neues Rohrchen
Uberfihrt und nochmals 15 min bel 4°C und 20000xg zentrifugiert. Der nun klare, gelbliche
Uberstand wurde auf die mit 15 ml QBT-Puffer aquilibrierten Qiagen-Saulen gegeben. Nach
Durchtropfen dieser Losung wurden die Sdulen zweimal mit Waschpuffer QC gewaschen und
die Plasmide dann mit 15 ml Elutionspuffer QF in 50 ml Falcon-Réhrchen eluiert. Esfolgte eine
Fallung der DNS durch Zugabe von 0,7 Teilen (v/v) Isopropanol und 20 min Zentrifugation bei
5000xg und 4°C. Der Uberstand wurde verworfen und das Plasmidpellet mit 10 ml 70% EtOH
von Salzen gewaschen, nochmals 10 min wie beschrieben zentrifugiert und getrocknet. Die
Aufnahme der DNS erfolgte in 500-1000 pl A. d.

Die Konzentration der erhaltenen Plasmidlésung wurde im Photometer bel einer Wellenlénge
von 260 nm bestimmt. 50 pg/ml doppelstréngiger DNS entsprechen nach Sambrook et al. bei
260 nm einer Absorption von 1 (Sambrook, J., Fritsch, E. F, et al., 1989). Zur Uberpriifung der
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Reinheit des Materials wurde die Absorption zusétzlich bei einer Wellenlénge von 280 nm
gemessen und der Quotient A /A, gebildet. Dieser sollte bei reinen Prgparationen ohne
Proteinkontaminationen zwischen 1,8 und 2 liegen.

Die Ausbeute lag je nach Groéfde des Plasmids und seiner Kopienzahl in den Bakterienzellen
zwischen 0,2-2 pg/ul Plasmidldsung. 0,5 pg der Préparation wurden in je mindestens zwei
unterschiedlichen Ansdtzen mit Restriktionsenzymen so geschnitten (Sambrook, J., Fritsch, E. F.
et a., 1989), dal? die praparierten Plasmide deutlich voneinander unterschieden werden konnten
und so sichergestellt war, korrektes Materia zu haben. Aulerdem wurde neben den
Restriktionen auch eine ungeschnittene Plasmidprobe auf ein Agarosegel aufgetragen
(Sambrook, J., Fritsch, E. F. et a., 1989), um den Anteil an superspiralisierter DNS zu prifen.
War dieser Anteil groler as etwa 10-20%, so mufdte die Funktionalitét der Praparation fir
Transfektionen kritisch gepriift werden.

Plasmidkleinpraparation

Das Prinzip der Methode sowie das verwendete Puffersystem wurde bereits fur die
Plasmidgrof3praparation beschrieben. Allerdings wird hier Plasmid-DNS hier in kleinerem
Maldstab prapariert, was das Verfahren deutlich beschleunigt und die simultane Aufarbeitung
einer grof3en Menge an Proben zu Testzwecken erlaubt.

Die entsprechende Bakterienkolonie wurde in 3 ml LB mit Ampicillin angeimpft und U/N bei
37°C und 220 rpm im Schittelinkubator kultiviert. Aus dieser Kultur wurden 1,5 ml in ein
Eppendorf-Gefal3 tberfuhrt und die Bakterien 5 min bel 4500xg zentrifugiert. Das Pellet wurde
in 100 pl Puffer P1 resuspendiert. Zur Lyse wurden 200 pl Puffer P2 dazugegeben und die
Reaktion nach 5 min bei RT mit 150 ul Puffer P3 gestoppt. Nach weiteren 5 min auf Eis wurde
die Suspension 15 min bei 35000xg zentrifugiert. Die Plasmide aus dem Uberstand wurden mit
Ethanol gefallt (Sambrook, J., Fritsch, E. F. et a., 1989) und das DNS-Pellet in 30-50 ul A. d.
oder TE-Puffer aufgenommen. Die Ausbeute lag bel etwa 0,5 pg/pl Plasmidl 6sung.

6.2.2.4. Isolierung von DNS-Fragmenten aus Agarosegelen

» Freeze Sgueeze"

Diese Methode wurde nach Tautz und Renz modifiziert (Tautz, D. und Renz, M., 1982). Mit
dem Skalpell wurde das DNS-haltige Gelstick aus dem Agarosegel mdglichst genau
ausgeschnitten und fur 30 min in Freeze-Squeeze-Puffer bel RT inkubiert. Das Stlickchen wurde
dann in ein vorbereitetes 0,5 ml Eppendorf-Gefald Gberfuhrt. Dieses enthielt im Boden en
kleines, mit einem silikonisierten Glasfilterstick (Whatman GF/C, Durchmesser 2,5 cm)
gestopftes Loch. Das Gefad wurde mit dem Agarosestick in flussigem Stickstoff
schockgefroren, in ein grofderes Eppendorf-Geféld ohne Deckel gestellt und sofort bei 35000xg
und RT 10 min zentrifugiert. Das Agarosestiick taut wahrend der Zentrifugation auf, die
Gelmatrix 16st sich und gibt die DNS frel. Diese flief3t durch das Loch in das Auffanggefals,
wéhrend die Reste der Gelmatrix von dem Glasfilter zuriickgehalten werden. Die DNS in der
erhaltenen Losung wurde mit Ethanol geféllt (Sambrook, J., Fritsch, E. F. et a., 1989) und in
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einem der zu erwartenden Konzentration angemessenen Volumen an A. d. oder TE-Puffer
aufgenommen. Zur Mengenabschétzung wurde ein Aliquot erneut in einem Agarosegel gepruft.
Die Ausbeute lag zwischen 70% und 95%.

Qiaquick Gel Extraction Kit

Bei der Extraktion von DNS aus Agarosegelen einer Konzentration von mehr a's einem Prozent
Agarose wurde der Qiaquick Gel Extraction Kit der Firma Qiagen verwendet. Damit kénnen
DNS-Stiicke einer Gréf3e von 100 bp bis 10 kb eluiert werden. Das entsprechende Gelstlick
wurde ausgeschnitten und 10 min bel 50°C in Qiagen-Solubilisierungspuffer inkubiert, wobel
sich die Gelmatrix in Folge des pH-Wertes auflést. Es wird ein Volumen |sopropanol
hinzugefiigt und das Gemisch Uber eine Saule gegeben. Diese bindet selektiv die DNS. RNS und
Proteine werden heruntergewaschen und schliefdlich die DNS in A. d. oder TE-Puffer eluiert.
Die Ausbeute an DNS lag dabei zwischen 80 und 90%.

6.2.2.5. Die Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Diese Methode wurde angewendet, um selektiv ein bestimmtes Stlick aus einer DNS-Sequenz zu
amplifizieren. Dabel werden zwei gegenlaufige Primer eingesetzt, die jeweils als Startpunkt fur
die Polymerase dienen und so gleichzeitig je ein Ende des Amplifikats definieren. Die Menge
des Produktes steigt dabel exponentiell mit jedem Amplifikationszyklus. Mittels der PCR
amplifizierte DNS wurde fur Klonierungen verwendet. Benutzt wurde der High Fidelity PCR
Kit von Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, gemal3 den Angaben im dortigen Protokoll
fUr einen Ansatz in einem Gesamtvolumen von 50 pl. Die Reaktionen wurden im Thermocycler
(Perkin Elmer Cetus Gene Amp 9600) durchgefihrt.

Sandardzyklus:

1 2min 94°C Einmaliges Denaturieren der DNS-Matrize

2. 15 sek 94°C Denaturieren

3. 30 sek 55°C Anheften der Primer an der Matrize

4 3min72°C Elongation der Primer komplementar zur
Matrize durch die Polymerase

5. 7min72°C Abschlief3ende K ettenverlangerung evtl.

unvollstéandig gebliebener Fragmente
AbkUhlen der Reaktion auf 4°C. Die Schritte zwei bis vier wurden in 25 Zyklen wiederholt.

6.2.2.6. Sequenzierung von DNS-Molekilen

Das Grundprinzip dieser Sequenzanalyse ist die Kettenabbruchmethode nach Sanger (Sanger, F.
et al., 1977). Fur die Sequenzreaktion wurde Uber eine Saule oder in einer Phenol/Chloroform-
Extraktion aufgereinigte DNS verwendet, da Proteinbestandteile, freie Nukleotide oder
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Oligonukleotide sowie Ethanolreste die Sequenzreaktion storen wirden. Verwendet wurde der
Kit von ABI.

Jedes Reaktionsgefal3 enthielt dabei jeweils nur einen 5'- oder 3'-Primer, da die Sequenzreaktion
eine Art ,Einzelstrang-PCR"* darstellt. Im Terminator-Mix sind neben den dNTP's auch
ddNTP's enthalten, an denen keine Strangverlangerung mehr erfolgen kann. Wahrend des
Elongationsschrittes erfolgt somit ein Kettenabbruch, der statistisch an jeder Position im zu
sequenzierenden Molekil erfolgen kann. Die so markierten DNS-Fragmente verschiedener
Lange konnen spéter bei ihrer Auftrennung auf Polyacrylamidgelen mittels eines Laserstrahls
erkannt und unterschieden werden. Als Startpunkte fUr die Polymerase dienen die eingesetzten
3'-und 5'-Primer.

Sequenzreaktion:

Terminator Mix (ABI) su

Template-DNS 0,1-0,5 ug

Primer (Stock 2 uM) 3,2pmol, d. h. 1,6 p
A.d ad 20 pl

Die Reaktionen wurden im Thermocycler (Perkin Elmer Cetus Gene Amp 9600) in 25 Zyklen
von Schritt eins bisdrei unter folgenden Bedingungen durchgefihrt:

1 10 sek 96°C Denaturieren

2. 15 sek 50°C Anheften des Primers
3. 4 min 60°C Elongation des Primers
Abkuhlen der Reaktion auf 4°C.

Anschlief3end wurde eine EtOH-Falung durchgefiihrt, das DNS-Pellet wurde lyophilisiert und
konnte bis zum Gellauf bei -20°C eingefroren werden.

Fir den Lauf wurden die Proben in einem denaturierenden Mix aus 4 gl Formamid und 1 pl
Auftragspuffer resuspendiert, zwei Minuten auf 90°C erhitzt und dann auf Eis aufbewahrt. Zur
Auftrennung wurde ein 6%iges Acrylamidgel verwendet. Die Auswertung erfolgte mit dem
Computer unter Verwendung der ABI-Software.

6.2.3. Biochemische und immunologische Methoden

6.2.3.1. Bestimmung der Gesamtproteinmenge von Zellysaten

Die Herstellung der Zellysate ist im Zusammenhang mit den jeweils anschlief3enden
Reportergenanalysen beschrieben. Zur Bestimmung der Gesamtproteinmenge in Zellysaten
wurde der BCA-Proteintestkit von Pierce verwendet. Er beruht auf der Reduktion von Cu* zu
Cu™ durch Protein in akalischer Losung (Biured-Reaktion). Die Reduktion ist an eine
Farbreaktion gekoppelt, wobei zwei Molekile BCA (Bichinonic Acid) einen Chelatkomplex mit
einem Kupferkation bilden. Der Komplex ist photometrisch bel 562 nm messbar und die
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Farbintensitéat ist Uber einen weiten Bereich (5-2000 pg Protein pro ml L&sung) direkt
proportional zur Proteinmenge.

Der Test wurde in 96-Loch Mikrotiterplatten durchgefthrt. Das Probenvolumen der Zellysate
betrug je nach Zellinie 5-10 YWl und wurde mit A. d. immer auf 10 pl aufgefllt. Es wurden
Doppelbestimmungen von jedem Lysat durchgefihrt. Zur Auswertung wurde auf jeder Platte
eine Eichkurve erstellt, wobei jeweils 10 gl von sechs verschiedenen Verdiinnungen einer BSA-
Losung (Stammlésung im Kit enthalten; Konzentrationen der Verdiinnungen zwischen 2 und
0,0625 mg/ml) in Doppel ansétzen bestimmt wurden.

Zu alen Proben und Standardwerten wurden 200 pl Farbreagenz pipettiert, die sich aus 50
Teilen Lésung A und einem Teil Losung B zusammensetzte. Der Ansatz wurde 30-60 min bel
37°C inkubiert und dann photometrisch bei einer Wellenlange von 595 nm gemessen. Die
Eichkurve wurde am Computer erstellt (Programm CA-Cricket Graph |11 oder Microsoft Excel
98) und ordnet Uber die Steigung der Regressionsgeraden jeder gemessenen optischen Dichte
eine bestimmte Protei nkonzentration zu.

Fir die nachfolgenden Tests (z. B. Luciferasebestimmung oder CAT-Test) wurden die
Messwerte auf 50 pg Gesamtproteinmenge standardisiert. Fir die Bestimmung der CAT-
Umsatzraten erschien dies nicht sinnvoll, da 100% Umsatz einen theoretischen Maximalwert
darstellen. Daher sind die CAT-Umsatzraten (in Prozent) nur innerhalb eines Experimentes und
einer Zellinie miteinander vergleichbar, die verschiedenen Zellinien jedoch nur unter
Zuhilfenahme der relativen Grof3e der Induktionen (vgl. Kap. 6.2.3.3. und 3.2.1.).

6.2.3.2. Bestimmung der Luciferase-Aktivitét in Zellysaten

Luciferasen sind Enzyme, die ein Substrat, das Luciferin, unter der Emission von Licht
umsetzen. Die hier verwendete Luciferase ist die , Firefly-Luciferase”. Das Prinzip der Reaktion
von de Wet ist die Oxidation von Luciferin durch die Luciferase mit Hilfe von Energie (de Wet,
J. R. et a., 1987). Dabel wird Licht der Wellenlange 562 nm frei. Es werden folgende
Reaktionen katalysiert:

Luciferase + Luciferin + ATP ® Luciferase* Luciferyl-AMP + PP,
Luciferase* Luciferyl-AMP + O, ® Luciferase + Oxyluciferin + AMP + CO,+ hu

In der vorliegenden Arbeit wurde die Luciferase-Expresson as Mal3 fur die
Transfektionseffizienz bestimmt. Das luciferase-Gen stand unter der Kontrolle eines vom
eigentlichen Testsystem unabhéngigen Promotors, RFB oder RSV (vgl. pGL3-RFB und
pRSVluc, Kap. 6.1.2.). Die Luciferase-Aktivitat sollte sich fir jeden Ansatz pro Zellinie bei
einer vergleichbaren Transfektionsrate auch in der gleichen Gréf3enordnung bewegen.

Darlber hinaus konnten Rickschltisse auf die Expressionsaktivitét der Zellen gezogen werden.
Hat z. B. ein in die Zelle eingebrachtes Plasmid oder ein davon exprimiertes Protein toxische
EinflUsse auf die Zellen, so wird auch die Luciferase-Expression sinken. In jedem Ansatz wurde
ein Luciferase-Plasmid kotransfiziert. Wichen die Luciferase-Mel3werte in einem Experiment

114



Material und Methoden

(sowohl in den Doppel bestimmungen als auch in den verschiedenen Transfektionsansétzen) um
mehr als 50% voneinander ab, so fand das Experiment keine Berticksichtigung.

Die Herstellung der Zellysate ist im Zusammenhang mit den jeweils anschlief3enden
Reportergenanalysen beschrieben. Die Menge an Lysat, die zur Luciferasebestimmung
eingesetzt wurde, variierte je nach Zellinie und gesamten Probenvolumen zwischen 10 und 50 pl
und ist in den folgenden Kapiteln jewells gesondert aufgefiihrt. Verwendet wurde der
Luciferase-Assay-Kit von Promega, Madison, USA. Zur Vorbereitung wurden 7 mg
lyophilisiertes Luciferase-Substrat in 10 ml Luciferase Assay Puffer gel0st.

Das entsprechende Probenvolumen wurde in ein 5 ml Sarstedt-Rohrchen pipettiert. Die
Rohrchen wurden in ein Luminometer (AutoLumat LB 953, Berthold) gestellt. Das Gerét
injiziert zu jeder Probe automatisch 100 pl Substrat und mifd die Lichtemission Uber einen
Zeitraum von sechs Sekunden. Der Messwert ergibt sich in relativen Licht Einheiten (RLU). Die
Werte wurden auf 50 pg Gesamtprotein standardisiert.

6.2.3.3. Bestimmung der CAT-Menge in Zellysaten (CAT-ELISA)

Zur Quantifizierung der CAT-Proteinmenge in Zellysaten wurde der CAT-ELISA von Roche
Molecular Biochemicals, Mannheim, verwendet.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Aktivierung der CAT-Expression durch verschiedene
Effektoren in unterschiedlichen Zellinien ermittelt. Um Zellinien unabhéngig von schwankenden
Einflul¥faktoren wie der Transfektionseffizienz oder ihrer individuellen Expressionsstarke
vergleichen zu kdnnen, wurde die relative Grof3e der ,, Induktion” definiert. Die Induktion ergibt
sich rechnerisch aus dem Quotient eines Wertes mit aktivierter CAT-Expression zu einem nicht-
aktiviertem Basalwert, gibt also die n-fache-Steigerung der CAT-Expression durch den Effektor
wieder. Der Basalwert ergibt sich aus dem jeweiligen experimentellen Ansatz und wird im
Zusammenhang mit den einzelnen Experimenten dargelegt. Die Induktion gibt keine Rohdaten
an und wird nur zum Vergleich verschiedener Zellinien verwendet.

Im Gegensatz dazu wird die Stimulation der CAT-Expression durch den jeweiligen Effektor
innerhalb einer Zellinie als Transaktivierung durch den Effektor bezeichnet.

Zellernte

Die Zellen wurden 48 h nach der Transfektion zweimal mit kaltem PBS gewaschen und in jedes
60 mm Schalchen 1 ml CAT Lysis-Puffer gegeben. Dieser lysiert die Zellmembran, nicht jedoch
die Kernmembran. Nach 30 min Inkubation bel RT konnte das Proteinlysat abgenommen
werden, wobei Kerne und Membranreste im Schalchen verblieben. Das Lysat wurde 10 min bei
4°C und 35000xg zentrifugiert und permanent auf Eis gehalten.

CAT-ELIA

Der CAT-ELISA basiert auf dem ,, Sandwich-Prinzip®, bei dem das zu detektierende Antigen
von zwei spezifischen Antikérpern gebunden wird. Die Zellysate wurden in entsprechenden
Verdinnungen und einem Gesamtvolumen von 200 pl in eine mit polyklonalem anti CAT
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Antikorper beschichtete Mikrotiterplatte gegeben. Im zweiten Schritt wurde das dort gebundene
CAT-Protein von einem Digoxigenin-markierten anti CAT Antikdrper gebunden. Das
Digoxigenin wurde letztlich von einem Peroxidase-gekoppelten Antikorper gebunden. 45 min
nach Zugabe des Peroxidasesubstrates ABTS, das von der Peroxidase in ein grines
Reaktionsprodukt umgesetzt wird, wurde in einem ELISA-Reader (BioRad, Minchen) die
Absorption bei 405 nm bestimmt. Wie schon fir die Proteinbestimmung beschrieben (Kap.
6.2.3.1.), wurden die gemessenen optischen Dichten der Proben mit Hilfe einer Eichkurve, in
diesem Fall erstellt aus Losungen bestimmter CAT-Konzentrationen, ausgewertet. Die Menge
an CAT (in pg) wurde auf 50 pg Gesamtprotein standardisiert. Zur Auswertung wurden nur die
Experimente herangezogen, bei denen die Abweichung parallel ermittelter Werte weniger als
50% voneinander betrug.

6.2.3.4. Bestimmung der CAT-Aktivitat (enzymatischer CAT-Test)

In diesem Test wurde nicht die absolute Menge an CAT-Protein (Kap. 6.2.3.3.), sondern die
Aktivitat des CAT-Enzymes gemessen. Aufgrund des dadurch gegebenen Verstéarkungseffektes
ist diese Art der Messung wesentlich sensitiver als der bereits gezeigte CAT-ELISA. Obgleich
in der Literatur beschrieben wurde, dai3 die Sensitivitat beider Systeme vergleichbar ist (Reifel-
Miller, A. E. et al., 1996), konnte diese Beobachtung nicht bestétigt werden. Im Rahmen dieser
Arbeit sollten Induktionen ermittelt werden, bei denen die Feststellung des Basalwertes der
Expression im nicht-induzierten System essentiell ist. Dies gelang fur schwach exprimierende
Zellen bzw. fur Zellen mit geringer Transfektionseffizienz nur im enzymatischen Test. Die
Induktionen unterschieden sich nicht in Abhangigkeit zur Auswertungsmethode. In einem
Experiment zur Tat-Transaktivierung (vgl. Kap. 3.3.1.) wurde die Aktivierung der LTR-
gesteuerten CAT-Expression durch die Anwesenheit von Tat in HEK293-Zellen mit dem ELISA
auf 54 bestimmt, im enzymatischen Test auf 53. Da jedoch die gesamte bendtigte
Proteinmenge im enzymatischen Test geringer ist, wurden im Verlauf der vorliegenden Arbeit
ale Transfektionen auf die Auswertung mit dem enzymatischen Test umgestellt. Welcher Test
Verwendung fand, ist im Ergebnisteil, sofern Rohdaten angegeben werden, vermerkt.

Da die Daten aus dem funktionellen Test am Computer unter Verwendung spezieller Software
(Molecular Dynamics, Krefeld) digital ausgewertet wurden, kann auch hier von einer
sensitiveren Bestimmung der Expression als in der photometrischen Messung im CAT-ELISA
ausgegangen werden.

Zellernte

48 h nach der Transfektion wurde das Medium aus den Schalchen abgenommen und die Zellen
zweima mit kaltem PBS gewaschen. Die Zellen wurden pro 60 mm Schachen mit 1 ml TNE-
Puffer 5 min bei 37°C oder 10 min bel RT inkubiert. Dann konnten sie im Puffer aus dem
Schélchen gespilt und in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefal3 tberfuhrt werden. Die Zellen wurden
durch Zentrifugation (5 min 10000xg RT) pelletiert und in 100-300 yl 0,25 M Tris/HCI (pH 7,4)
aufgenommen. Da dieser Puffer kein Detergenz enthielt, wurden integrale Membranproteine
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nicht mit isoliert. Das Puffervolumen richtete sich nach der Grof3e des verwendeten
Transfektionsschalchens und der Zellinie. Astrozytomzellinien wachsen in Kultur weniger
konfluent und langsamer als die verwendeten Kontrollzellinien. Die Astrozytomzellen wurden
deshalb in einer geringeren Puffermenge aufgenommen.

Die Zellen wurden durch dreimaliges abwechselndes Einfrieren in flussigem Stickstoff und
Auftauen im 37°C-Warmeblock aufgeschlossen. Um Membranbestandteile und weitere grél3ere
Strukturen aus dem Lysat zu entfernen, wurden die Proben anschlief3end 10 min bei 4°C und
35000xg zentrifugiert. Diese Lysate konnten nun direkt fir die einzelnen Messungen benutzt
oder auch Uber einen langeren Zeitraum bei -80°C gelagert werden.

Bestimmung der CAT-Aktivitat in der Dinnschichtchromatographie

CAT ist ein bakterielles Enzym, das das Antibiotikum Chloramphenicol durch Ubertragung
einer Acetylgruppe aus Acetyl-CoA inaktiviert. Im Experiment kdnnen acetyliertes und nicht
acetyliertes Chloramphenicol in einer Dunnschicht-Chromatographie (DC) getrennt werden und
so die Umsatzrate (entsprechend der Menge an acetyliertem Substrat von der Gesamtmenge an
Substrat) bestimmt werden. Diese ist der Menge an CAT in einem bestimmten Zellysat direkt
proportional und dient somit als MaR fur die CAT-Expression, die ihrerseits z. B. Aufschluf3
Uber eine Promotoraktivitét in einem bestimmten zelluldren Kontext gibt.

Der Test wurde mit Hilfe des FAST CAT Kits (Molecular Probes, Oregon, USA) durchgefuhrt.
Der Kit enthdlt fluoreszenzmarkiertes Chloramphenicol. Die DC-Platte wurde nach dem Lauf
eingescannt und die Signale am Computer quantifiziert (vgl. Kap. 6.2.4.2.).

Das fur den Test eingesetzte Volumen an Zellysat richtete sich nach der Transfektionseffizienz
(abgeschéatzt anhand der GFP- und Luciferase-Expression), der Zellinie und der
Inkubationsdauer. Fir eine /N Inkubation wurden zwischen 0,5 und 20 pg Gesamtprotein
eingesetzt. Das Volumen wurde mit 0,25 M TrisHCI pH 7,4 auf 65 pl pro Test in 1,5 ml
Eppendorf-Gefélden eingestellt. Die Proben wurden im Warmeblock bei 37°C mit 5 pl des
Substrates Chloramphenicol (lyophilisiert im Kit enthalten, wurde in 1 ml Methanol gel6st)
5 min vorinkubiert. Dann wurde die Reaktion durch Zugabe von 10 pl Acetyl-CoA-L6sung
gestartet. Die Endkonzentration an Acetyl-CoA betrug 9 mM. Die Ansétze wurden bei 37°C 2 h
bis (/N im Dunkeln inkubiert. Anschlief3end wurden die Reaktionen durch Zugabe von 1 ml
kaltem Ethylacetat gestoppt, 20 sek gevortext und die beiden Phasen durch eine zweiminitige
Zentrifugation bei 35000xg getrennt. In der Ethylacetatphase befand sich das extrahierte
Chloramphenicol, das in en frisches Gefd? Uberfuhrt und lyophilisert wurde. Nach
Resuspension in 10 pl Ethylacetat wurden die Proben auf eine DC-Platte aufgetragen. Die Platte
wurde aufrecht in eine DC-Kammer mit 200 ml Laufmittel (Chloroform:Methanol 85:15)
gestellt. Die Dauer des Laufes betrug 35-45 min.

Anschlief3end wurde die Platte getrocknet und im Flurolmager (, Storm*, Molecular Dynamics)
unter Verwendung der Molecular Dynamics-Software (Image Quant v1.2) eingescannt. Das im
Rahmen dieser Arbeit verwendete Substrat war ein 1-deoxychloramphenicol, das nur eine
acetylierbare Position enthalt. Daher ergibt sich bei der Auswertung nur eine acetylierte Form
des Substrates, was die Quantifizierung wesentlich erleichtert. Unmodifiziertes
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Chloramphenicol enthdt dagegen zwei acetylierbare Positionen. Damit ergeben sich nach der
DC drei verschiedene Banden; einfach acetyliertes Chloramphenicol zeigt unterschiedliches
Laufverhalten je nachdem an welcher Position die Acetylierung stattfand, eine weitere Bande
représentiert doppelt acetyliertes Chloramphenicol.

Acetyliertes und nicht acetyliertes Substrat wurden quantifiziert und die Umsatzrate berechnet.
Zur Analyse mit dem Computer (Programm Image Quant v1.2) vgl. Kapitel 6.2.4.2..

Es wurde darauf geachtet, dal3 der CAT-Umsatz im uninduzierten Wert zwischen 1% und 3%
lag, der induzierte Wert sollte 50% nicht Uberschreiten. Dann ist eine Sattigung der Messung
erreicht und CAT-Umsatz und tatséchliche Menge an CAT im Proteinlysat stehen nicht mehr in
einem linearen Verhdtnis zueinander. Dies sei an einem Beispiel demonstriert (Tab. 7). Die hier
gezeigte CAT-Messung zur Transaktivierungskapazitdt von Tat (Kap. 3.3.1.) wurde mit
HEK293-Proteinlysaten durchgefihrt. Alle vier Ansdtze wurden parallel in Doppel bestimmung
gemessen und 1 h 10 min inkubiert. Obwohl mit 5 pug 50% weniger Lysat eingesetzt wurden, ist
der CAT-Umsatz nur 16% geringer als im Ansatz mit 10 pg Gesamtprotein. Die Messung mit
10 pg ist somit nicht zu beriicksichtigen.

HEK 293 CAT Umsatz  Proteinmenge Induktion
(%) (L9)
pHIVDnpsL TRCAT+pcTat 50,3 10 14
pHIVDNnpsL TRCAT 3,6 10
pHIVDnpsL TRCAT+pcTat 42,3 5 21,2
pHIVDnpsL TRCAT 2,0 5

Tab. 7: Ein Beispiel zur Sattigung der CAT-Messung im funktionellen Test.

6.2.3.5. Indirekte Immunfluoreszenz

Um die Expression von in dieser Arbeit verwendeten Effektorplasmiden und die Lokalisation
von Rev und Rev-Mutanten auf Einzelzellebene nachzuweisen, wurde die indirekte
Immunfluoreszenz verwendet.

Die Zellen wurden in 35 mm Kulturschél chen ausgesdt und am néchsten Tag unter Verwendung
des FUGENE™6-Transfektionsreagenz mit den gewiinschten Expressionsplasmiden transfiziert
(vgl. Kap. 6.2.1.4.2.). Nach 24 h wurden die Zellen zweimal mit PBS (RT) gewaschen und mit
3,7% Formalin in PBS 10-20 min bei 37°C fixiert. Anschlief3end wurden die Zellen wiederum
mit PBS gewaschen und mit PBS + 0,1% NP-40 7 min bei 37°C permeabilisiert. Die Zellen
konnten nun bis zur weiteren Verwendung bei 4°C in PBS aufbewahrt werden.
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In der Immunfluoreszenz werden Proteine auf Einzelzellebene mit Hilfe von spezifischen
Antikorpern nachgewiesen. Diese primdaren Antikorper werden dann von sekundéren
Antikdrpern gebunden, an die eine Markierung, z. B. ein Fluoreszenzfarbstoff, zum Nachweis
des gewiinschten Proteins gekoppelt ist. Um Reaktionen des zweiten Antikdrpers mit anderen
Strukturen der Zelle auszuschlief3en und den unspezifischen Hintergrund der jeweiligen Zellinie
beurteilen zu kénnen, wurden die Zellen als Negativkontrolle auch jeweils nur mit dem zweiten
Antikorper inkubiert. Im Kulturschdlchen wurden daher zwei Areale abgegrenzt, indem die
Zellen um diese Areale herum mit einem Wattestdbchen entfernt und das Schélchen dort
trockengerieben wurde. Dann wurden diese , Grenzen® mit einem Fettstift nachgezogen, so dal3
die Areale einzeln mit den verschiedenen Losungen inkubiert werden konnten, ohne dal3 die
L 6sungen sich vermischten.

Der in dieser Arbeit verwendete Rev-Antikorper (#29994) wurde aus der Testblutung acht eines
immunisierten Kaninchens gewonnen. Der Antikorper wurde in PBS 1:200 verdunnt und etwa
100 pl dieser Losung auf das erste Areal gegeben, auf das zweite wurde PBS gegeben. Die
Schélchen wurden 40 min bei 37°C inkubiert und dann zweimal mit PBS gewaschen. Dazu
wurde viel PBS hineingegeben und sofort wieder abgeschittet. Es folgten zwei 10mindtige
Waschschritte mit PBS unter leichtem Schitteln. Die Inkubation beider Areale mit dem zweiten
Antikorper (Ziege, anti-Kaninchen, markiert mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy3, 1:200 in PBS)
erfolgte ebenfalls fir 40 min bei 37°C. Danach wurde viermal in PBS gewaschen wie schon
beschrieben. Im letzten Waschschritt wurde der DNS-Farbstoff Hoechst 33342 in einer
Verdiinnung von 1:5000 dazugegeben. Dadurch werden spezifisch die Kerne angeférbt, die so
fur die Lokalisationsstudien leicht vom Zytoplasma abzugrenzen sind.

Die Zellen konnten in PBS aufbewahrt und unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet
werden (Kap. 6.2.4.3.).

6.2.4. Computeranalytik und Software

6.2.4.1. Satistische Analysen

Statistische Analysen wurden mit Hilfe der GraphPad PRISM®, v2.0b, Software, GraphPad
Software, Inc., San Diego, USA, durchgefihrt. Um zu bestimmen, ob sich zwei
Ergebnisgruppen signifikant voneinander unterscheiden, wurde der Mann-Whitney-U-Test
verwendet. Ist der errechnete p-Wert £ 0,01, unterscheiden sich die Ergebnisgruppen signifikant
voneinander.

Fir die einzelnen Ergebnisgruppen wurde geprift, ob die Einzelwerte einer Gauld schen
Normalverteilung entsprechen. Dazu wurde die Kolmogorov-Smirnov-Distanz berechnet. Je
ndher sie gegen Null geht, desto genauer entspricht die Werteverteilung einer idealen Gaul3-
Verteilung. Dabei ist es nicht mdglich, die Gaul3-Verteilung fir eine Ergebnisgruppe mit
weniger als vier Werten zu berechnen. Ab einer Wertemenge von etwa 12 konnen
aussagekréaftige Daten berechnet werden.
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6.2.4.2. Quantifizierung von Fluoreszenzsignalen

Das fur den funktionellen CAT-Test verwendete Substrat 1-deoxychloramphenicol ist mit dem
Fluoreszenzfarbstoff BODIPY FL (Molecular Probes, Oregon, USA) markiert. Dieser emittiert
nach Anregung mit Licht der Wellenlange 503 nm Licht der Wellenlange 512 nm. Zur
Quantifizierung der Signale wurde der Fluorolmager (,, Storm*) der Firma Molecular Dynamics,
Krefeld, verwendet. Die Chromatographieplatten wurden mit Hilfe eines blauen Lasers
eingescannt, wobel darauf geachtet wurde, dal3 die Signale nicht im Sattigungsbereich des
Scanners lagen. Unter Verwendung der Image Quant Software v1.2 wurden die einzelnen
Signale quantifiziert und um ihren lokalen Hintergrund berichtigt. Unter Verwendung von
Microsoft-Excel v6.0 bzw. 98 wurden die Signalstarken von nichtacetyliertem und acetyliertem
Substrat berechnet und der Prozentsatz acetylierten Substrates vom Gesamtsubstrat berechnet.
Der so ermittelte Substratumsatz ist im Rahmen dieser Arbeit als CAT-Umsatz in Prozent
angegeben.

6.2.4.3. Mikroskopie und Auswertung der Lokalisationsstudien

Zur Auswertung der GFP-Expression und fur die Lokalisationsstudien mit Hilfe der indirekten
Immunfluoreszenz wurde ein Zeiss Axiovert 135 TV Mikroskop, Carl Zeiss, Oberkochen,
benutzt. Es wurde mit 100facher VergroRerung fir die Ubersichtsaufnahmen bzw. 320facher
VergroRerung fir die Lokalisationsstudien gearbeitet. Zum Nachweis der unterschiedlichen
Fluoreszenzen wurden verschiedene Filter verwendet (Zeiss Filterset 14). Die
Anregungswellenlénge von GFP betrégt 493 nm, fir den DNS-Farbstoff Hoechst 33342 357 nm
und for Cyanine3 568 nm. Dieser Fluoreszenzfarbstoff war an den sekunddren Antikorper
gekoppelt, der fur die Immunfluoreszenz verwendet wurde.

Die Aufnahmen wurden unter Verwendung der IPLab Spectrum 3.2.4. Software (Sanalytics,
USA) gemacht. Es wurde darauf geachtet, nicht in den Séttigungsbereich des CCD-Detektors zu
gelangen und jewells gleiche Belichtungszeiten fir die Lokalisationsstudien und die
zugehdrigen Negativkontrollen zu wéhlen. Die Bildbearbeitung wurde ebenfalls mit Hilfe der
IPLab Software durchgefihrt. Dazu wurden reprasentative Bildausschnitte gewahlt, der Kontrast
korrigiert und die Bilder dann as PICT Format in ein entsprechendes Grafikprogramm
exportiert (Adobe Photoshop 5.0, Adobe Sytems, USA, oder Claris Works 5.0, Claris
Corporation, USA). Dort wurden die gezeigten Abbildungen zusammengefugt.

6.2.4.4. Sonstiges

Tabellenkalkulationen und Eichkurven wurden mit Microsoft-Excel, v6.0 bzw. 98, oder CA-
Cricket Graph 11l durchgefihrt. Standardabweichungen und Mittelwerte wurden ebenfalls unter
Verwendung von Microsoft-Excel 98 berechnet. Grafiken wurden mit ClariswWorks 5.0 (Claris
Corporation, USA) oder Adobe Photoshop 5.0 (Adobe Sytems, USA) erstellt und bearbeitet.
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7. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

A das Nukleotid Adenosin bzw. die Aminosdure Alanin

AB/AM Antibiotika/ Antimykotika L 6sung

Abb. Abbildung
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A.d. Aquadestillata, destilliertes Wasser

ADC AIDS dementia complex, AIDS Demenz Komplex

Ag Antigen

AIDS acquired immunodeficiency syndrome, erworbenes mmunschwéache
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Amp. Ampicillin
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ATCC American Type Culture Collection

ATP Adenosintriphosphat

BCA Bichinonic acid
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C das Nukleotid Cytosin bzw. die Aminosdure Cystein

CA virales Kapsidprotein

CAT Chloramphenicol acetyltransferase

CD4 Oberflachen-Glykoprotein der Immunglobulinsuperfamilie

CMV Zytomegalie Virus

CRM1 humaner Kernexportfaktor (auch Exportin 1)

CRS cis-acting repressor sequence

CSF Cerebrospinalflissigkeit

CTD Carboxy-terminale Domane (der RNS-Polymerase I1)

CTL cytotoxic T-lymphocyts, zytotoxische T-Lymphozyten
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evtl. eventuell
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FKS Fotales Kélberserum

G das Nukleotid Guanin bzw. die Aminosdure Glycin
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