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Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1 Flaviviridae

Das Gelbfieber-Virus (GFV) gehort innerhalb des Genus Flavivirus zur Familie der
Flaviviridae. Zur selben Familie zihlen auch die Pestiviren und das Hepatitis-C-Virus (HCV).
Diese drei Genera dhneln sich jeweils in Morphologie, Genomorganisation und

Replikationsstrategie. Einige charakteristische Beispiele werden in Tabelle 1 gezeigt.

Tabelle 1: Vertreter der Familie Flaviviridae, deren Vektoren und Hauptwirte (Burke & Monath, 2001).

Genus Virus Vektor Hauptwirt
Dengue-Virus Typ 1-2 Moskito | DEN1+2: Mensch und Affe
Dengue-Virus Typ 3-4 Moskito DEN3+4: Mensch
Friihsommer-Meningo-Enzephalitis- Virus Zecke Nager und Vogel
T, Gelbfieber-Virus Moskito Affe
E § Japanisches Enzephalitis-Virus Moskito Vogel und Schwein
= Kunjin-Virus Moskito Vogel
St. Louis Enzephalitis-Virus Moskito Vogel
West-Nil-Virus Moskito Vogel
v ow "Border Disease-Virus" - Schaf
"‘::E g Bovines virales Diarrhée-Virus - Rind
A~ Klassisches Schweine-Fieber-Virus - Schwein
HCV Hepatitis-C-Virus - Mensch

1.1.1 Genus Flavivirus

Bis heute sind fast 80 dem Genus Flavivirus (von lateinisch flavus = gelb) angehorende Viren
bekannt. Bei den meisten handelt es sich um Arboviren ("arthropod-borne viruses"), da sie
typischerweise durch Moskitos oder Zecken auf Vertebraten ilibertragen werden. Beim
Menschen rufen sie hiufig schwere Krankheiten mit hohen Sterblichkeitsraten hervor
(Lindenbach & Rice, 2001). Gegen das GFV, den Prototypen der Flaviviren, ist zwar ein
effektiver Impfstoff vorhanden, dennoch traten auch wihrend der letzten beiden Jahrzehnte
immer wieder Epidemien auf. Die Krankheit Gelbfieber (GF) stellt also ein bleibendes und

ernst zu nehmendes, globales Gesundheitsproblem dar (WHO, unbekannter Autor, 2001).

Ende des 17. Jahrhunderts erkannten Finlay (1881) und Reed (1901), dass die Krankheit GF
durch ein filtrierbares Agenz hervorgerufen und durch Moskitos auf Menschen tibertragen
wird. Im Jahre 1927 konnten franzdsische und amerikanische Wissenschaftler in Afrika die
beiden Wildtypstimme "French viscerotropic" (Mathis et al., 1928) und "Asibi" (Stokes et

al., 1928) isolieren, woraus wihrend der 30er Jahre die attenuierten Lebend-Impfstimme

1
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"French neurotropic" (Nicolle & Laigret, 1935) und "17D" (Theiler & Smith, 1937)
entwickelt wurden. Bis heute ist die Krankheit GF nur im tropischen Siidamerika und in
Afrika siidlich der Sahara verbreitet (Abb. 1). Schitzungsweise treten 200.000 Fille mit
30.000 Toten pro Jahr auf, iiber 90% davon in Westafrika (WHO, unbekannter Autor, 2001).
Aus bisher ungeklidrten Griinden kommt GF in Asien nicht vor, obwohl die asiatischen

Stdmme von Aedes aegypti das GFV iibertragen konnten (Barrett & Monath, 2003).

N, mm  Gebiete, in denen das Risiko einer
Gelbfieberiibertragung besteht

Abbildung 1: Verbreitung des GFV (Steffen & Connor, 2005)

Durch den Stich einer infizierten Miicke wird das Virus zusammen mit Speichel durch den
Saugriissel in die Blutbahn des Wirtes injiziert. Uber infizierte Makrophagen und Monozyten
gelangt das Virus zum Lymphknoten, wo es sich vermehrt. Nach einer Inkubationszeit von
drei bis sechs Tagen beginnt das klinische Bild eines biphasischen, schweren Verlaufs abrupt
mit hohem Fieber (bis 40°C), Kopf-, Gliederschmerzen, Ubelkeit und Erbrechen. Einer
Besserung am dritten bis vierten Tag folgt bei der Mehrzahl der Erkrankten (80-90%) die
Heilungsphase. Bei ungiinstigem Verlauf leitet ein erneuter Fieberanstieg die zweite Phase
(Intoxikation) ein, die mit Leber- und Nierenschidigung, Gelbsucht, Erbrechen und
Héamorrhagien einhergeht und in etwa 80% der Fille in der zweiten Woche zum Tod fiihrt.
Wihrend dieser Phase werden die Makrophagen in der Leber (Kupffer’sche Sternzellen)
befallen und durch die Virusvermehrung zerstort. Die Lebernekrose fiihrt zum
Funktionsverlust des Organs, wodurch sich die Haut des Patienten gelb firbt (Barrett &
Monath, 2003). AuBlerdem hat die Zerstorung der Leberzellen eine verringerte Bildung an

Blutgerinnungsfaktoren zur Folge, was zu Hamorrhagien fiihren kann. In seltenen Fillen kann
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das Virus durch die Kupfferschen Sternzellen in das Gehirn gelangen, wo es eine Enzephalitis
hervorrufen kann (Barrett & Monath, 2003). GF ist melde- und quarantinepflichtig
(Holzmann & Heinz, 2002).

Da die initialen klinischen Symptome von GF denen von mehreren anderen tropischen
Krankheiten dhneln, ist es besonders im frithen Stadium schwierig, GF als solches zu
diagnostizieren. Hierfiir stehen in der ersten Erkrankungsphase der
Virusnukleinsdurenachweis aus dem Blut mittels PCR (sensitivste Methode), die
Direkthybridisierung oder die Virusisolierung zur Verfiigung. Erst fiinf bis sieben Tage nach
Beginn der Symptome koénnen IgM- und IgG-Antikorper gegen die Envelope- (E-) und
Membran- (M-) Proteine in ELISA-, Immunfluoreszenz-, Himagglutinationshemm- und
Virusneutralisationstests nachgewiesen werden (Holzmann & Heinz, 2002). Eine effektive
Therapie gegen die bereits ausgebrochene Krankheit GF gibt es nicht, allerdings steht mit
dem Impfstamm 17D eine weitgehend sichere, effektive, attenuierte Lebendvakzine zur

Verfiigung. Schwere Nebenwirkungen sind sehr selten (Holzmann & Heinz, 2002).

1.1.2 Genus Pestivirus

Das Genus Pestivirus umfasst drei serologisch verwandte Tierpathogene: Das "Border-
Disease-Virus" der Schafe, das Bovine virale Diarrhoe-Virus (BVDV) und das Klassische
Schweine-Fieber-Virus (KSFV). Pestiviren sind weitverbreitet und ein ernstzunehmendes
okonomisches Problem fiir die Viehzucht. Die Ubertragung erfolgt durch direkten oder
indirekten Kontakt, hiiufig auch durch diaplazentare und kongenitale Ubertragung. Klinische
Erscheinungsbilder variieren und reichen von inapparenten oder milden Symptomen tiber
Diarrhoe und Fieber bis hin zu Himorrhagien und dem Tod. Impfstoffe sind nur gegen

BVDYV und KSFV vorhanden (Lindenbach & Rice, 2001).

1.1.3 Genus Hepacivirus

HCYV ist der einzige Vertreter des Genus Hepacivirus, wird iiber Blut tibertragen und fiihrt bei
Infektion zu akuter, meistens aber zu chronischer Hepatitis. Leberzirrhose und
Leberzellkarzinome konnen als Folgeerkrankungen auftreten. Weltweit sind ca. 170 Mio.
Menschen mit HCV infiziert, wobei die Durchseuchungsraten stark variieren (Agypten 24%,
USA und Europa < 1%). Weder besteht ein immunologischer Schutz bei bereits bestehender

oder iiberwundener HCV-Infektion, noch existiert ein Impfstoff oder eine effektive
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Behandlungsmethode. Durch die kombinierte Gabe von Interferon-a. und Ribavirin werden

oft nur geringe Effekte erzielt (Roggendorf, 2002).

1.2 Morphologie der Flaviviren

Flaviviruspartikel haben eine sphirische Form mit einem Durchmesser von ca. 50 nm. Wie in
Abbildung 2 zu sehen, wird der einzelne RNA-Strang mit positiver Polaritdt vom Kapsid
("Capsid" = C) umgeben. Letzteres wird von der Hiillmembran, einer Lipiddoppelschicht, die
aus der Membran des Endoplasmatischen Retikulums (ER) der Wirtszelle stammt,
umschlossen. In diese sind die M-Proteine und die als Dimere vorliegenden E-Proteine

eingelagert (Modrow & Falke, 1997).

E-Protein
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RNA-Genom
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Abbildung 2: Aufbau eines Flaviviruspartikels (Modrow & Falke, 1997). C = Capsid, E = Envelope,
M = Membran.

1.3 Genomaufbau der Flaviviren

Das Genom der Flaviviren besteht aus einzelstringiger, positiv orientierter RNA mit einer
Lange von ca. 11 Kilobasen. Die RNA besitzt einen einzelnen, langen Leserahmen ("open
reading frame" = ORF), von dem aus ein Polyprotein synthetisiert wird, welches ko- und
posttranslational prozessiert wird (sieche Abb. 3). Am 5°-Ende weist die RNA der Flaviviren
eine Capstruktur (m’G5 ppp5°A) zur Initiation der Proteinsynthese auf. Sowohl am 5°- als
auch am 37-Ende wird der Leserahmen von nichttranslatierten Nukleotidfolgen ("non-
translated regions" = NTR) flankiert. Diese Regionen enthalten konservierte Sequenzen, aus
denen vermutlich RNA-Strukturen gebildet werden. Letztere konnten an der Regulation

wichtiger Prozesse wie der Genomamplifikation, Translation oder der Virusverpackung



Einleitung

beteiligt sein (Hahn et al., 1987; Proutski et al., 1997). Vergleicht man die Sequenz der
5-NTR verschiedener Flaviviren, so erkennt man nur wenig Ubereinstimmung. Allerdings
scheinen bei allen Flaviviren dhnliche sekundire Strukturelemente in diesem Bereich
vorhanden zu sein, die die Translation des Genoms beeinflussen (Hahn et al., 1987; Brinton &
Dispoto, 1988; Cahour et al., 1995). Bei von Moskitos tibertragenen Flaviviren enthilt der
konservierte Abschnitt des 3°-NTR zwei Konsensussequenzen. Eine davon ist komplementér
zu einer konservierten Region im 5°-NTR, woraus die Moglichkeit einer Zyklisierung des
Flavivirusgenoms entsteht (Hahn et al., 1987; Alvarez et al., 2005). Auflerdem erwartet man
auf Grund von Computervorhersagen iliber die RNA-Faltung eine 90-120 nukleotidgroe
Haarnadelstruktur am 3°-Terminus aller Flavivirengenome. Diese Struktur spielt
wahrscheinlich eine funktionelle Rolle bei der viralen RNA-Replikation (Brinton et al., 1986;
Wengler & Castle, 1986; Hahn et al., 1987). Zwischen den beiden NTRs liegen die fiir die
Struktur- und Nichtstrukturproteine kodierenden Bereiche (Abb. 3).
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Abbildung 3: Genomorganisation der Flaviviren. Im oberen Bildabschnitt ist die fiir das Polyprotein
kodierende RNA als Balken dargestellt. Darunter sind die nach Translation und Prozessierung entstandenen
GFV-Proteine gezeigt, wobei jeweils die Angriffsstellen der viralen Serinproteinase (),
Wirtszell-Signalasen (), Furin (|) und unbekannter Proteinase (?) gekennzeichnet sind (Kiimmerer &
Rice, 2001).

1.4 Lebenszyklus der Flaviviren

Fiir die meisten Flaviviren sind die zelluldren Rezeptoren nicht bekannt. Wie in Abbildung 4
dargestellt, docken die Viren wahrscheinlich durch eine Interaktion zwischen dem viralen
E-Protein und einem oder mehreren Rezeptoren an die Wirtszellwand an (Hung et al., 1999),
wonach das Virus durch Endozytose in die Zelle aufgenommen werden kann. AnschlieBend
verschmelzen bei saurem pH-Wert virale und endosomale Membran, sodass das Kapsid ins

Zytoplasma gelangt (Heinz & Allison, 2001). Uber die Mechanismen der
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Nukleinsadurefreisetzung ist wenig bekannt. Ein Rezeptor des West-Nil-Virus konnte 2004
durch Chu & Ng identifiziert werden. Hier vermittelt o ;-Integrin den Viruseintritt in die
Zelle. Fiir das Dengue-Virus wurde ein zusitzlicher Bindungsmechanismus in vitro
beschrieben. Die sogenannte antikOrperabhidngige Infektionsverstirkung (= "antibody
dependent enhancement", ADE) (Halstead & O’Rourke, 1977; Peiris & Porterfield, 1979;
Schlesinger & Brandriss, 1983; Phillpotts et al., 1985) ist von der Anwesenheit
subneutralisierender Konzentrationen virustypspezifischer Antikorper abhingig. Letztere
binden an die Partikeloberfliche, sodass iiber den F_-Teil der Immunglobuline die Interaktion
mit F-Rezeptoren auf Makrophagen und Monozyten vermittelt und die Virusaufnahme
verstérkt eingeleitet werden kann (Peiris & Porterfield, 1979; Schlesinger & Brandriss, 1983).
Es wird angenommen, dass dieser Mechanismus auch in vivo vorkommt und fiir die verstérkte
Pathogenese bei Zweitinfektionen durch andere DEN-Serotypen verantwortlich sein konnte

(Rothman & Ennis, 1999).
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Abbildung 4: Infektionsablauf. Nach Adsorption wird das Virus von der Zelle durch Endozytose
aufgenommen. Ein erniedrigter pH-Wert im Endosomeninneren fiihrt zur Verschmelzung von Virus- und
Endosomenmembran, sodass das Kapsid in das Zytoplasma entlassen wird. Durch Signalasen und Proteasen
erfolgt die Prozessierung des Polyproteins, bei der unter anderem die RNA-abhingige RNA-Polymerase
entsteht. Diese ist der wichtigste Bestandteil eines Replikasekomplexes, der das virale Plusstranggenom in einen
RNA-Negativstrang umschreibt. Dieser dient wiederum als Matrize fiir die Synthese neuer Virusgenome.
Letztere lagern sich in der ER-Membran an und werden, von Kapsid-Proteinen umgeben, in das ER-Lumen
ausgestiilpt. Die so entstandenen Viruspartikel werden iiber die Golgi-Vesikel zur Zelloberfliche transportiert
und freigesetzt (Modrow & Falke, 1997).
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Um die Translation zu initiieren, binden die zelluldren Ribosomenuntereinheiten an die
Capstruktur am 5°-Ende des Genoms. Das Genom der Flaviviren wird dann als ein grof3es,
zusammenhéngendes Polyprotein translatiert. Die wachsende Aminoséure- (AS-) Kette wird
durch die Membran des ER geschleust, wobei die Transmembrandoménen in den prM- und
E-Proteinen das Polyprotein kotranslational in der Lipidschicht verankern. Abbildung 5 zeigt
die Membrantopologie der flaviviralen Proteine, deren Vorhersage auf der Hydrophobitit der
viralen Proteine basiert. Dieses Modell wird durch experimentelle Daten gestiitzt (Wengler et
al., 1990; Cauchi et al., 1991), auch wenn die transmembranen Regionen noch nicht endgiiltig

definiert werden konnten.

ER Lumen

Abbildung 5: Membrantopologie der flaviviralen Proteine. Die Abbildung zeigt die von Lindenbach &
Rice (2001) vorgeschlagene Orientierung der Proteine nach der Prozessierung des flaviviralen Polyproteins.

Das Vorlduferprotein wird durch zelluldre Proteasen und eine viral kodierte Serinprotease ko-
und posttranslational gespalten, um die einzelnen viralen Proteine freizusetzen. Die
Reihenfolge der Prozessierungsprodukte ist wie folgt (siehe auch Abb. 3): NH,-C-(pr)M-E-
NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-2K-NS4B-NS5-COOH (Rice et al., 1985). Fast sdmtliche
Spaltungen im Strukturproteinabschnitt erfolgen durch die Signalpeptidase der Wirtszelle. Es
gibt zwei Ausnahmen: Erstens die kurz vor der Freigabe des Virus stattfindende Spaltung von
prM in pr und M durch das zelluldre Enzym Furin und zweitens die Spaltung, die den
C-Terminus des Kapsid-Proteins durch die viral kodierte Serinprotease erzeugt. Letztere ist
auBerdem fiir die Entstehung der N-Termini der Nichtstrukturproteine NS2B, NS3, NS4A, 2K
und NS5 verantwortlich. Der N-Terminus des NS4B-Proteins entsteht durch die
Signalpeptidase der Wirtszelle. Das fiir die Spaltung von NS1/2A verantwortliche Enzym ist
bisher noch unbekannt. Offensichtlich agiert es aber im ER-Lumen (Lindenbach &
Rice, 2001). Auch die anschlieBenden Replikationsschritte laufen an der ER-Membran ab.
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Die RNA-abhidngige RNA-Polymerase des NS5-Proteins katalysiert im Zytoplasma das
Umschreiben vom Positiv- in den Negativstrang. Letzterer dient als Matrize fiir die Bildung
von neuen Plusstrdngen. Diese werden als genomische RNA aber auch als mRNA fiir die
Synthese weiterer Virusproteine eingesetzt (Trent & Naeve, 1980; Brinton, 1986). Das 5°-
Ende der Positivstringe muss mit einer Capstruktur versehen werden. Der genaue Ablauf
dieses Prozesses ist unbekannt, man vermutet aber eine Beteiligung der

Methyltransferaseaktivitit des NS5-Proteins (Koonin, 1993).

Die Morphogenese zu Virionen erfolgt schlieflich an der Membran des ER (sieche Abb. 4). Im
Verlauf der Translation werden die prM, E- und "anchored" C-Komponenten in die ER-
Membran eingelagert, wodurch sich Regionen mit hohen Konzentrationen an viralen
Proteinen bilden. Hier interagiert das stark basische C-Protein mit der viralen genomischen
RNA und dem E-Protein. SchlieBlich stiilpt sich die Membran in das ER-Lumen aus und
schniirt den sogenannten "initialen Budding-Komplex" ab. Dieser wird durch den Golgi-
Apparat befordert (Modrow & Falke, 1997), wo prM und bei einigen Viren die E-Proteine
glykosyliert werden (Mason, 1989; Nowak et al., 1989; Chambers et al., 1990b). Aullerdem
erfolgt kurz vor der Entlassung durch zelluldres Furin die Spaltung von prM zu pr und M. Es
wird vermutet, dass das prM-Protein im prM-E-Heterodimer das E-Protein der unreifen
Virionen vor einer sdurekatalysierten Konformationsidnderung bewahrt, wéhrend das
sdurehaltige, intrazelluldre Kompartiment durchlaufen wird (Guirakhoo et al., 1992; Heinz et
al., 1994). Sobald der pr-Teil vom M-Abschnitt abgespalten ist, wird die E-prM-Interaktion
destabilisiert (Wengler & Wengler, 1989) und das reife Virus freigelassen. Dabei fusionieren
die Golgi-Vesikel mit der Zytoplasmamembran und setzen ihren Inhalt an der Zelloberfldche

frei.

1.5 Flavivirale Strukturproteine

Das C-Protein ist ein kleines (ca. 11 kDa), stark basisches Protein (Boege et al., 1983; Rice et
al., 1985), das die strukturelle Komponente des Nukleokapsids bildet. An den beiden Termini
des C-Proteins héufen sich basische Reste, die wahrscheinlich eine spezifische Bindung von
genomischer RNA und damit eine Bildung eines Ribonukleoproteinkomplexes ermoglichen
(Khromykh & Westaway, 1997). In der Mitte des C-Proteins befindet sich eine hydrophobe
Doméne, die mit zelluliren Membranen interagiert und eventuell eine Rolle bei der

Zusammensetzung der Viruspartikel spielt (Markoff et al., 1997). Das noch unreife C-Protein
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(anchC) enthilt eine C-terminale hydrophobe Domine (Nowak et al., 1989), die als

Signalsequenz fiir die Translokation von prM in das Lumen des ER agiert.

Das prM-Protein ist der ca. 26 kDa grofle, glykosylierte Vorldufer des sehr kleinen, in die
Virusmembran verankerten M-Proteins (8 kDa). Erst spit in der Virusreifung spaltet das
Enzym Furin (Stadler et al., 1997) wiéhrend der Passage durch den Golgi-Apparat das
Vorlduferprotein in das Strukturprotein M und das N-terminale pr-Segment. Letzteres wird in
das extrazelluldre Medium sekretiert (Murray et al., 1993) und ist liberwiegend hydrophil. In
reifen Virionen ist das Strukturprotein M enthalten. Es ist durch eine kurze Ektodoméne und
zwel darauf folgende, potentiell membrandurchspannende Doménen charakterisiert.
Antikorper gegen prM konnen wahrscheinlich durch Neutralisation der freigelassenen
Virionen, die auch noch ungespaltenes prM enthalten, Immunitét erzeugen (Kaufmann et

al., 1989).

Neben dem M-Protein ist auch das E-Protein in der Virushiillmembran verankert. Im
Vergleich zu anderen viralen Oberflachenproteinen besitzt das E-Protein einen
ungewOhnlichen Aufbau. Es liegt als Dimer vor, ist iliber eine transmembrane Doméne im
C-terminalen Bereich mit der Membran verankert und liegt ihr flach auf. Die Ektodoméne
enthilt mutmaBliche Rezeptorbindungsstellen (Rey et al., 1995; Chen et al., 1997), eine
potentielle fusogene Domine (Rey et al., 1995) und Kontaktstellen fiir die
Homodimerbildung (Rey et al., 1995). Im Verlauf der Infektion werden gegen das E-Protein
virusneutralisierende AntikoOrper induziert, die vor einer Neuinfektion mit dem gleichen

Virustyp schiitzen.

1.6 Flavivirale Nichtstrukturproteine (NS)

Das NS1-Protein (46 kDa) der Flaviviren liegt intrazelluldr, an die Zelloberfldche gebunden
oder extrazelluldr vor. Es ist glykosyliert und enthélt 12 hochkonservierte Cysteinreste, die
intrazelluldr Disulfidbriicken bilden (Smith & Wright, 1985; Lee et al., 1989; Mason, 1989).
Wihrend das membranassoziierte NS1 als Homodimer vorliegt, bildet die sezernierte Form
ein Hexamer (Smith & Wright, 1985; Mason, 1989; Post et al., 1991). Sdugerzellen
sekretieren das NSI1-Protein, Moskitozellen dagegen nicht (Winkler et al., 1988;
Mason, 1989; Post et al., 1991). NS1-spezifische Antikorper scheinen bei einigen Flaviviren

die antikorpervermittelte Lyse der infizierten Zellen einzuleiten (Schlesinger et al., 1986;
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Falgout et al., 1990; Jacobs et al., 1992). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass NS1 eine
Rolle bei der RNA-Replikation spielt (Lindenbach & Rice, 1997).

Wie bereits erwidhnt, spaltet die flavivirale Serinprotease zwischen den beiden
Nichtstrukturproteine NS2A (22 kDa) und NS2B (14 kDa). Ist die NS2A/2B-Spaltstelle des
GFV durch Mutation blockiert, kann keine Replikation mehr stattfinden (Nestorowicz et
al., 1994). Die Funktionen des hydrophoben, wahrscheinlich membrandurchspannenden
NS2A-Proteins sind weitestgehend unbekannt. Offensichtlich unterdriickt es die Interferon-f3
abhingige Transkription, wie fiir Kunjin- (KUN-) NS2A gezeigt werden konnte (Liu et
al., 2004). Studien an West Nil-Virus (WNV) unterstiitzen den Befund, dass flavivirales
NS2A eine Rolle bei der Hemmung der zelluldren Interferonantwort spielt. Es konnte eine
Mutation im WN-NS2A gefunden werden, die die Fahigkeit von NS2A, die IFNo/f
Induktion zu hemmen, unterbindet (Liu et al., 2006). Da das NS2A-Protein des KUN-Virus
sowohl an die Nichtstrukturproteine NS3 und NS5 als auch an RNA-Transkripte des 3"-NTR
bindet (Mackenzie et al., 1998), wird hieraus eine RNA-Rekrutierungsfunktion des NS2A-
Proteins abgeleitet. Neben der Beteiligung am Replikationsprozess scheint GFV-NS2A auch
eine Rolle bei Bildung bzw. Freisetzung infektioser Partikel zu spielen (Kiimmerer &
Rice, 2002). Innerhalb des GFV-NS2A-Proteins wurde eine zusétzliche Spaltstelle der viralen
Protease gefunden. Durch Prozessierung an dieser Position entsteht eine am C-Terminus um
2 kDa verkiirzte Form des NS2A-Proteins (Chambers et al., 1989; Nestorowicz et al., 1994).
Das membranassoziierte NS2B-Protein besitzt eine konservierte hydrophile Region, die von
zwel hydrophoben Dominen umgeben wird (Rice et al., 1985). NS2B ist ein essentieller
Kofaktor der NS3-Serinprotease (Chambers et al., 1991; Arias et al., 1993; Chambers et
al., 1993).

NS3 ist ein ca. 70 kDa grof3es Protein, das verschiedene enzymatische Aktivitdten besitzt. Es
ist sowohl an der Prozessierung des Polyproteins als auch an der RNA-Replikation beteiligt.
Uber eine Interaktion mit NS2B kann NS3 an Membranen assoziieren (Arias et al., 1993;
Chambers et al.,, 1993). Das N-terminale Drittel des NS3-Proteins entspricht einer
trypsindhnlichen Serinprotease (Bazan & Fletterick, 1989; Gorbalenya et al., 1989a), die
zusammen mit NS2B das Polyprotein an verschiedenen Stellen spaltet (siche Abb. 3). Der
carboxyterminale Teil des NS3 kodiert fiir eine RNA-Helikase (Gorbalenya et al., 1989b), die
durch Hydrolyse von NTP Energie zur Entwindung von RNA freisetzt (Kadare &
Haenni, 1997). Neben der NTPase-Aktivitit verfiigt dieser NS3-Teil aulerdem iiber eine

10
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RNA-Triphosphataseaktivitit (Wengler & Wengler, 1993), die wahrscheinlich fiir die
Modifizierung des 5”-Ende des Genoms verantwortlich ist, um letzteres auf das Anfiigen der

Capstruktur durch eine Guanyltransferase vorzubereiten.

NS4A und NS4B sind relativ kleine (ca. 16 bzw. 27 kDa), hydrophobe, membranassoziierte
Proteine (Lin et al, 1993; Westaway et al., 1997; Mackenzie et al., 1998) mit unbekannter

Funktion. Da NS4A subzellulidr im Zytoplasma verteilt ist (Mackenzie et al., 1998) und mit
NS1 interagiert (Lindenbach & Rice, 1999), kénnte es bei der RNA-Replikation eine Rolle
spielen. Eventuell verankert NS4A die Komponenten der Replikase in den zelluldren
Membranen. Das carboxyterminale Ende des NS4A enthilt eine transmembrane Doméne, die
das NS4B in das ER iiberfiihrt. NS4B findet sich ebenfalls an den potentiellen RNA-
Replikationsstellen. Es durchspannt aber auch die ER-Membran (Miller et al., 2006) und
dringt moglicherweise bis zum Nukleus vor (Westaway et al., 1997). Aus unbekannten
Griinden wird NS4B posttranslational zu einer um 2 kDa kleineren Form modifiziert

(Chambers et al., 1990b; Preugschat & Strauss, 1991).

Mit ca. 103 kDa ist NS5 das grof3te Protein der Flaviviren; gleichzeitig ist es auch das am
starksten konservierte. Es verfiigt iiber RNA-abhingige RNA-Polymeraseaktivitit und besitzt
AS-Bereiche, die den entsprechenden AS-Sequenzen anderer Plusstrang-RNA-Viren homolog
sind (Rice et al., 1985). AuBBerdem liegt im aminoterminalen Bereich des NS5 eine fiir
Methyltransferase kodierende Sequenz, die bei dem Cappingprozess bendtigt wird.
Wahrscheinlich methyliert dieses Enzym die 5"-RNA-Capstruktur (Koonin, 1993). NS5 kann
durch eine unbekannte, zelluldre Serin/Threonin-Kinase phosphoryliert werden (Kapoor et
al., 1995; Morozova et al., 1997; Reed et al., 1998), wobei unklar ist, wozu dieser Prozess
dient. Die Phosphorylierung konnte die Interaktion von NS5 und NS3 regulieren (Kapoor et
al., 1995) oder fiir eine Neuverteilung von NS5 im Zellkern verantwortlich sein (Kapoor et

al., 1995; Forwood et al., 1999).

1.7 Zielsetzung

Im Gegensatz zu anderen flaviviralen Proteinen ist beziiglich der Funktionen und
Eigenschaften des Nichtstrukturproteins NS2A bisher relativ wenig bekannt. In einer
vorangegangenen Arbeit konnte gezeigt werden, dass GFV-NS2A offensichtlich eine
wichtige Rolle bei der Partikelbildung bzw. -Freisetzung spielt (Kiimmerer & Rice, 2002).

Nach gezielter Mutation einer bestimmten AS im C-terminalen Bereich des NS2A konnten
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keine infektiosen Partikel mehr gebildet werden, wihrend die Replikation und die Freisetzung
subviraler Partikel weiterhin erfolgte. Der Defekt einer weiteren NS2A-Mutante konnte durch
Ausbildung einer "second site" Mutation im NS3 kompensiert werden, was eine Interaktion

der beiden Proteine NS2A und NS3 vermuten lésst.

In dieser Arbeit sollten Funktionen und Eigenschaften des Nichtstrukturproteins NS2A néher
charakterisiert werden. Zuniachst war von Interesse, ob auch andere, noch nicht untersuchte
NS2A-Bereiche eine Rolle bei der Bildung bzw. Freisetzung infektioser Partikel spielen. Dies
sollte mit Hilfe eines sogenannten "charged-to-alanine-scannings" untersucht werden. Ein
weiteres Ziel war, mogliche virale Interaktionspartner des NS2A zu identifizieren.
Gegenstand weiterer Untersuchungen sollte zudem die subzelluldre Lokalisation und

Membrantopologie des NS2A-Proteins sein.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Bakterien

Zur Anzucht der gewiinschten Plasmide dienten Escherichia coli MC1061 (ATCC #53338)

als Wirtsbakterien.

2.1.2 Plasmide

Jegliche unter 3.1 aufgefiihrten Gelbfieber-Virus (GFV) Mutanten basieren auf dem cDNA-
Gesamtklon pACNR/FLYF17Dx (Bredenbeek et al. 2003). Die ¢cDNA des GFV-
Impfstammes 17D (Theiler & Smith, 1937) steht unter der Kontrolle eines SP6-Promotors;
das "low-copy" Plasmid enthélt ein Ampicillin-Resistenzgen.

Das Plasmid pNS2-3 (freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Dr. B. Kiimmerer), das
die NS2-3-Region des cDNA-Gesamtklons pACNR/FLYF17Dx enthdlt (Kiimmerer &
Rice, 2002), wurde als DNA-Matrize zur gerichteten Mutagenese (siche 2.2.2.11) eingesetzt.
Die dabei entstandenen, erwiinschten Mutationen wurden anschliefend in die DNA des GFV-
Gesamtklons eingefiigt.

Zur Klonierung von DNA-Fragmenten wurde der Vektor pCITE®-2a(+) (Fa. Novagen)
verwendet. Dieser wurde auch zur Expression im T7-Vaccinia-Virus-System eingesetzt.
Hierbei werden einklonierte Sequenzen in Siugerzellen in vitro translatiert. Bei pCITE®-2a(+)
handelt es sich um ein "high-copy" Plasmid, das neben dem Ampicillin-Resistenzgen eine T7-
Promotorsequenz tragt. Auf letztere folgt eine IRES ("internal ribosome entry site"), die die
Effizienz der in vitro Translation enorm steigert (Elroy-Stein, 1989).

Um Transfektionseffizienzen abschitzen zu konnen, wurde das Plasmid pTM-EGFP
(freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Meike Ha3) eingesetzt. Dieses enthélt das in
den Vektor pTM1 (Fuerst et al., 1986) einklonierte Gen des verstérkten griin fluoreszierenden
Proteins ("enhanced green fluorescence protein" = EGFP) des Plasmids pEGFP-Cl1
(Fa. Clontech) unter Kontrolle eines T7-Promotors.

Das Plasmid pSINrep19/NS1-2A (Lindenbach & Rice, 1997) basiert auf dem nicht-
zytopathogenen Sindbis-Virus (SIN) Expressionssystem (Agapov et al., 1998). Hierbei
handelt es sich um rekombinante, selbst replizierende SIN RNA, die zwei subgenomische

mRNAs herstellt. Eingefiigte Genabschnitte stehen unter einem subgenomischen Promotor,
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ein zweiter Promotor reguliert die Expression des pac-Gens, das fiir die Puromyzin

N-acetyltransferase kodiert.

Das Konstrukt pFlag-VP30 wurde freundlicherweise von Dr. B. Kiimmerer zur Verfiigung

gestellt. In den Vektor pCITE®-2a(+) wurde die Sequenz des Flag-Tags, gefolgt von dem
VP30-Gen des Ebola-Virus einkloniert.

Das Plasmid pGST (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Dr. B. Kiimmerer) enthélt
die fiir GST (Glutathion-S-Transferase) kodierende Sequenz im Vektor pCITE®-2a(+).

2.1.3 Synthetische Oligonukleotide

Die in den folgenden Tabellen aufgefiihrten Primer wurden bei der Fa. Sigma-Genosys,

Steinheim synthetisiert.

Tabelle 2: In dieser Arbeit eingesetzte Primer (Fortsetzung siehe Seiten 15-17). ' Unterstrichene Nukleotide
entsprechen nicht der eingesetzten Matrizensequenz. * Positionsangaben beziehen sich auf die jeweiligen
Sequenzen der Matrizen-DNA. * Polaritiit der Primer: + kodierender Strang; - nicht kodierender Strang.

Primer # | Mutation / Klon Primersequenz’ Position” Pol.?
BNI 1 D50A-K53A 5-GTAACTCTCCTTGCTTTGCTGGCACTCACAGTGGCTG-3~ GFV: 3644-3680 +
BNI 2 D50A-K53A 5-CAGCCACTGTGAGTGCCAGCAAAGCAAGGAGAGTTAC-3" GFV: 3680-3644 -
BNI 3 D70A 5-GAACAATGGAGGAGCCGCCATGTATATGG-3~ GFV: 3703-3731 +
BNI 4 D70A 5"-CCATATACATGGCGGCTCCTCCATTGTTC-3~ GFV: 3731-3703 -
BNI 5 R22A-R24A 5-GGAAGTGGTCCTAGCGAAAGCACAGGGACCAAAGC-3” GFV: 3559-3593 +
BNI 6 R22A-R24A T 5-GCTTTGGTCCCTGTGCTTTCGCTAGGACCACTTCC-3" GFV: 3593-3559 -
pNS1-2A-Flag
BNI7 E162A-R164A 5"-CTGTCACTATGGCTGCGGTGGCACTTGCCGCAATGTTC-3~ GFV: 3978-4015 +
BNI 8 E162A-R164A 5-GAACATTGCGGCAAGTGCCACCGCAGCCATAGTGACAG-3” GFV: 4015-3978 -
BNI 9 R83A 5"-GCCTTTTCAATCGCACCAGGGCTGCTC-3” GFV: 3743-3769 +
BNI 10 R83A 5-GAGCAGCCCTGGTGCGATTGAAAAGGC-3~ GFV: 3769-3743 -
BNI 11 R99A-E100A-R101A 5"-CCTATGGAGCCCTGCGGCAGCCCTTGTGCTGACC-3" GFV: 3790-3823 +
BNI 12 R99A-E100A-R101A 5-GGTCAGCACAAGGGCTGCCGCAGGGCTCCATAGG-3" GFV: 3823-3790 -
BNI 13 K124A 5-GGCGGCCTGTGGGCGTATCTAAATGCAG-3” GFV: 3866-3893 +
BNI 14 K124A 5-CTGCATTTAGATACGCCCACAGGCCGCC-3” GFV: 3893-3866 -
BNI 15 R142A-K143A 5"-GCTGTTGCTTCTGCGGCAGCATCAAATACC-3" GFV: 3920-3949 +
BNI 16 R142A-K143A 5-GGTATTTGATGCTGCCGCAGAAGCAACAGC-3~ GFV: 3949-3920 -
BNI 17 K184A-DI85A 5-CACCAGAATTTCGCGGCCACCTCCATGCAG-3~ GFV: 4046-4075 +
BNI 18 K184A-DI85A 5"-CTGCATGGAGGTGGCCGCGAAATTCTGGTG-3~ GFV: 4075-4046 -
BNI 55 pGST-NS2A 5"-CATGCCATGGTCATGTCCCCTATACTAGGTTATTGG-3" GST: 1-24 +
BNI 56 pGST-NS2A 5-TCCCCGCGGAATGCAGGGGCCCCTGGAACAGAAC-3” GST: 690-667 -
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Fortsetzung von Tabelle 2: In dieser Arbeit eingesetzte Primer. ' Unterstrichene Nukleotide entsprechen
nicht der eingesetzten Matrizensequenz. > Positionsangaben beziehen sich auf die jeweiligen Sequenzen der
Matrizen-DNA. * Polaritiit der Primer: + kodierender Strang; - nicht kodierender Strang.

Primer# | Mutation / Klon Primersequenz' Position” Pol.?

pGST-NS2A/

pGST-NS2A-K190/
BNI 57 PGST-NS2A-P98/ 5"-GTTCCGCGGGAGAAATACATGCTGTCCC-3" GFV: 3509-3528 +

pGST-NS2A-Q25/

pGST-NS2A-M13/

pNS2A-Flag
BNI 59 | pNS2A-Flag 5-CATGGACTACAAGGACGACGACGACAAGGCCGC-3” Flag: 1-24 +
BNI 60 | pNS2A-Flag 5"-GGCCTTGTCGTCGTCGTCCTTGTAGTC-3~ Flag: 24-1 -
BNI61 |pNS3 5"-CCGCTCGAGCTACCTCCTACCTTCAGCAAACTTAATA-3" | GFV: 6439-6415 -
BNI 67 | R22A-K23A-R24A 5-GGAAGTGGTCCTAGCGGCAGCACAGGGACCAAAGC-3” GFV: 3559-3593 +
BNI 68 | R22A-K23A-R24A 5"-GCTTTGGTCCCTGTGCTGCCGCTAGGACCACTTCC-3~ GFV: 3593-3559 -
BNI69 | K28A 5-AGACAGGGACCAGCGCAAATGTTGGTTG-3~ GFV: 3578-3605 +
BNI70 |K28A 5-CAACCAACATTTGCGCTGGTCCCTGTCT-3" GFV: 3605-3578 -
BNI71 |R93A 5"-GGCTTTGGGCTCGCGACCCTATGGAGC-3" GFV: 3763-3799 +
BNI72 |R93A 5"-GCTCCATAGGGTCGCGAGCCCAAAGCC-3” GFV:3799-3763 -
BNIS81 |Glyl 5-GAGATGAACAATAGTGGAGACGCCATG-3” GFV: 3698-3724 +
BNIS2 |Glyl 5-CATGGCGTCTCCACTATTGTTCATCTC-3" GFV: 3724-3698 -
BNIS83 |Glyll 5"-GTATCTAAATGCAACTTCTCTCTGCATC-3" GFV: 3880-3907 +
BNIS84 |Glyll 5-GATGCAGAGAGAAGTTGCATTTAGATAC-3” GFV: 3907-3880 -
BNI 99 |pNS3 5-CATGCCATGGCAAGTGGGGATGTCTTGTGGGATATTC-3" | GFV: 4570-4595 +
BNI 188 | pNS1-2A-Flag 5-GGAATTCCATATGACAATGTCCATGAGCATGATC-3" GFV: 2384-2407 +
BNI 214 | pNS1-2A-Flag 5"-GCTCTAGACTCCTTCGCCCAAATATGC-3” GFV: 4183-4164 -
BNI 215 | pNS1-2A-Flag 5-CTAGACTACAAGGACGACGACGACAAGTAGCATG-3” Flag: 1-24 +
BNI 216 | pNS1-2A-Flag 5"-CTACTTGTCGTCGTCGTCCTTGTAGT-3" Flag: 24-2 -
BNI 232 | pGST-NS2A 5"-GCTCTAGACTACCTTCGCCCAAATATGCGGGTTGC-3~ GFV: 4180-4157 -
BNI 237 | pNS1(F323Xhol)-2A-Flag | 5'-CTGTGAGCTTCCTCGAGAGTGATGGGTGTTG-3~ GFV: 3411-3441 +
BNI 238 | pNS1(F323Xhol)-2A-Flag | 5"-CAACACCCATCACTCTCGAGGAAGCTCACAG-3 GFV: 3441-3411 -
BNI 239 | pNS1-2A(Q25Xhol)-Flag | 5'-CTAAGGAAAAGACTCGAGCCAAAGCAAATG-3” GFV: 3569-3598 +
BNI 240 | pNS1-2A(Q25Xhol)-Flag | 5'-CATTTGCTTTGGCTCGAGTCTTTTCCTTAG-3" GFV: 3598-3569 -
BNI 241 | pNS1-2A(F62Xhol)-Flag | 5"-GTGGGATTGCATCTCGAGGAGATGAACAATG-3" GFV: 3680-3710 +
BNI 242 | pNS1-2A(F62Xhol)-Flag | 5'-CATTGTTCATCTCCTCGAGATGCAATCCCAC-3” GFV: 3710-3680 -
BNI 243 | pNS1-2A(P98Xhol)-Flag | 5'-CCCTATGGAGCCTCGAGGAACGCCTTGTG-3~ GFV: 3789-3817 +
BNI 244 | pNS1-2A(P98Xhol)-Flag | 5"-CACAAGGCGTTCCTCGAGGCTCCATAGGG-3” GFV: 3817-3789 -
BNI 245 | pNS1-2A(1148Xhol)-Flag | 5"-GCATCAAATACCCTCGAGCCCCTCATGGC-3" GFV: 3938-3966 +
BNI 246 | pNS1-2A(1148Xhol)-Flag | 5'-GCCATGAGGGGCTCGAGGGTATTTGATGC-3” GFV: 3966-3938 -
BNI 247 | pNS1-2A(F183Xhol)-Flag | 5"-CTTCACCAGAATCTCGAGGACACCTCCATG-3" GFV: 4043-4072 +
BNI 248 | pNS1-2A(F183Xhol)-Flag | 5"-CATGGAGGTGTCCTCGAGATTCTGGTGAAG-3" GFV: 4072-4043 -
BNI 249 | pNS1-2A(R223Xhol)-Flag | 5"-GCATATTTGGGCTCGAGAGTCTAGACTAC-3" GEV: 4164-4175 +

und Flag: 1-6
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Fortsetzung von Tabelle 2: In dieser Arbeit eingesetzte Primer. ' Unterstrichene Nukleotide entsprechen
nicht der eingesetzten Matrizensequenz. > Positionsangaben beziehen sich auf die jeweiligen Sequenzen der
Matrizen-DNA. * Polaritiit der Primer: + kodierender Strang; - nicht kodierender Strang.

Primer# | Mutation / Klon Primersequenz’ Position” Pol.?
BNI 250 pNS1-2A(R223Xhol)-Flag 5-GTAGTCTAGACTCICGAGCCCAAATATGC-3" GEV:4175-4164 |
und Flag: 6-1
5-TCGAGTACACCCAGAAGCTGTCCGTGCCCGAC
BNI 255 Gly+ GGCTTCAAGGTGTCCAACTCCTCCGCCCGGGGC Loop: 1-91 +
TGGGTGATCCACCCCCTGGGCCTGCGGTCC-3”
5-TCGAGGGACCGCAGGCCCAGGGGGTGGATCA
BNI 256 Gly+ CCCAGCCCCGGGCGGAGGAGTTGGACACCTTGA Loop: 91-1 -
AGCCGTCGGGCACGGACAGCTTCTGGGTGTAC-3”
BNI 263 pGST-NS2A-K190 5-CTAGTCTAGACTACTTCTGCATGGAGGTGTCCTTGA-3~ GFV: 4078-4056 | -
BNI 264 pGST-NS2A-P98 5"-CTAGTCTAGACTAAGGGCTCCATAGGGTCCTGAGC-3" GFV:3802-3781| -
BNI 265 pGST-NS2A-Q25 5-CTAGTCTAGACTACTGTCTTTTCCTTAGGACCACTTCC-3" GFV: 3583-3559 | -
BNI 271 K23A 5-GTGGTCCTAAGGGCAAGACAGGGACCA-3” GFV: 3563-3589 | +
BNI 272 K23A 5"-TGGTCCCTGTCTTGCCCTTAGGACCAC-3~ GFV: 3589-3563 | -
BNI 275 Q25R 5-CCTAAGGAAAAGACGCGGACCAAAGCAA-3” GFV: 3568-3595 | +
BNI 276 Q25R 5-TTGCTTTGGTCCGCGTCTTTTCCTTAGG-3" GFV: 3595-3568 | -
BNI 277 pGST-NS2A-M13 5-CTAGTCTAGACTACATGCTCACCAAACCAAAAGG-3” GFV: 3547-3527| -
BNI 284 pNS2A-GST 5-CGGGATCCATGTCCCCTATACTAGGTTATTGG-3" GST: 1-24 +
BNI 285 PNS2A-GST/ 5-ACATGCATGCCTAATGCAGGGGCCCCTGGAACAGAAC-3” GST: 690-666 -
pNS2A-A214-GST
pNS2A-M17-GST/
pNS2A-M30-GST/
BNI 305 PNS2A-897-GST/ 5"-CGGGATCCCCTTCGCCCAAATATGCGGGTTG-3" GFV:4180-4158 | -
pNS2A-M188-GST/
pNS2A-A196-GST/
pNS2A-G1-GST
BNI 306 pNS2A-G1-GST 5-GGAATTCCATATGGGAGAAATACATGCTGTCCCTTTTG-3" | GFV:3509-3533 | +
BNI 307 pNS2A-M17-GST 5-GGAATTCCATATGGAAGTGGTCCTAAGGAA-3” GFV:3557-3576 | +
BNI 308 pNS2A-M30-GST 5-GGAATTCCATATGTTGGTTGGAGGAGTAGT-3" GFV:3596-3615| +
BNI 309 pNS2A-S97-GST 5-GGAATTCCATATGAGCCCTCGGGAACGCCTTGTG-3" GFV:3796-3817 | +
BNI 310 pNS2A-M188-GST 5-CATGCCATGGCCATGCAGAAGACTATACCTC-3” GFV: 4068-4088 | +
BNI 311 pNS2A-A196-GST 5"-CATGCCATGGCCCTCACACTCACATCTTA-3” GFV:4092-4113| +
BNI 321 Gly- 5"-GTGTCCAACTCCGCCGCCCGGGGCTG-3~ Loop: 42-85 +
BNI 322 Gly- 5"-CAGCCCCGGGCGGCGGAGTTGGACAC-3~ Loop: 85-42 -
BNI 363 R22A-K23A 5-GGAAGTGGTCCTAGCGGCAAGACAGGGACC-3” GFV: 3559-3588 | +
BNI 364 R22A-K23A 5"-GGTCCCTGTCTTGCCGCTAGGACCACTTCC-3” GFV: 3588-3559 | -
BNI 365 K23A-R24A 5-GTGGTCCTAAGGGCAGCACAGGGACCAAAG-3~ GFV:3563-3592 | +
BNI 366 K23A-R24A 5-CTTTGGTCCCTGTGCTGCCCTTAGGACCAC-3” GFV: 3592-3563 | -
BNI 379 pNS2A-A214-GST 5-CATGCCATGGCATTTCTGGCAACCCGCATATTTGG-3" GFV:4148-4174 | +
BNI 382 HA-Tag 5-TCGAGTACCCGTACGACGTCCCGGACTACGCGC-3~ HA: 1-27 +
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Fortsetzung von Tabelle 2: In dieser Arbeit eingesetzte Primer. ' Unterstrichene Nukleotide entsprechen
nicht der eingesetzten Matrizensequenz. > Positionsangaben beziehen sich auf die jeweiligen Sequenzen der
Matrizen-DNA. * Polaritiit der Primer: + kodierender Strang; - nicht kodierender Strang.

Primer # | Mutation / Klon Primersequenz’ Position” Pol.?

BNI 383 HA-Tag 5-TCGAGCGCGTAGTCCGGGACGTCGTACGGGTAC-3” HA: 27-1

BNI 396 pNS1-2A(P157Xhol)-Flag 5"-CTGTTGACACCTCTCGAGGTCACTATGGCTG-3" GFV: 3968-3992 +

BNI 397 pNS1-2A(P157Xhol)-Flag 5-CAGCCATAGTGACCTCGAGAGGTGTCAACAG-3~ GFV: 3992-3968

#6222 pNS1-2A-Flag 5-AACATGACAATGTCCATGAG-3~ GFV: 2371-2400 +

#2501 pNS2A-Flag 5-GGAATTCTACCTTCGCCCAAATATGCGGGT-3" GFV: 4180-4159
2.1.4 Zellen

Bei den in dieser Arbeit verwendeten Baby Hamster Kidney-J Zellen (BHK-J) (Lindenbach &
Rice, 1997) handelt es sich um mehrfach passagierte BHK-21-Zellen, die nach Infektion mit
GFV einen zytopathischen Effekt (ZPE) zeigen. In Bezug auf Morphologie,
Transfektionseffizienz und Virusinfektion sind diese Zellen mit den parentalen Zellen zu

vergleichen.

2.1.5 Virusstimme

GFV Impfstamm 17D (Theiler & Smith, 1937).
Modifiziertes Vaccinia-Virus Ankara, das T7-RNA-Polymerase exprimiert (Sutter et
al., 1995).

Jegliche Arbeiten mit infektiosem GFV-Material fanden unter S3-Bedingungen statt.
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2.1.6 Antiseren und monoklonale Antikorper

Die in dieser Arbeit verwendeten Antiseren und monoklonalen Antikérper (mAK) sind in

folgender Tabelle aufgelistet.

Tabelle 3: Zur Immunfluoreszenz, Radioimmunprizipitation und zum Western Blot eingesetzte
Antikérper/-seren. Monoklonale Antikérper: mAK, Antiserum: AS. ' Verdiinnung in PBS, > Menge (ul) des in

der Radioimmunprizipitation eingesetzten AKs pro 100 ul Zelllysat, * Verdiinnung in PBS/0,05% Tween.

1 3
Antikorper/-seren Antigen Herkunft IF RIP? WB
E-AS (Kaninh GFV-Envel C. Rice, Rockefeller 1:10000
-E- -Envelope - - :
* (Kaninchen) P University, New York
M. Niedrig, Robert-Koch-
0-E6330-mAK (Maus) GFV-Envelope ) ) 1:1000 - -
Institut, Berlin
a-Flag M2-Peroxidase
Flag-Tag Sigma-Aldrich, Steinheim 1:1000 | 2,50 -
mAK (Maus)
a-GST-HRP
. GST-Tag Amersham, Freiburg - 0,20 -
AS (Ziege)
a-HA-mAK (Maus) HA-Tag Roche, Mannheim 1:100 - -
HIAF = "hyperimmune verschiedene C. Rice, Rockefeller 0.75
ascitic fluid" (Maus) GFV-Proteine University, New York ’
a-Kaninchen IgG-PO Kaninchen
) Pierce, Rockford - - 1:10000
AS (Ziege) IgG
a-Maus IgG-FITC
. Maus IgG Sifin, Berlin 1:250 - -
AS (Ziege)
o-NS3-AS C. Rice, Rockefeller
. GFV-NS3 . - 2,00 -
(Kaninchen) University, New York
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2.1.7 Enzyme und Kits
In Tabelle 4 sind die in dieser Arbeit eingesetzten Enzyme und Kits aufgelistet.

Tabelle 4: Enzyme und Kits.

Enzyme und Kits

Firma

ATP

Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
Capanalogon m7G(5")ppp(5")G

"calf intestinal alkaline phosphatase" (CIP)
DNA-Polymerase und 10 x PCR-Puffer
DNAse

dNTPs

"Lipofectamine 2000"

NTPs

Pfu-Polymerase und 10 x Pfu-Puffer
PNGaseF-Kit

Polynukleotidkinase und 10 x Puffer A

Qiaex DNA Gel Extraction Kit

QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis Kits
Restriktionsenzyme und -puffer

RNase OUT

SP6-RNA-Polymerase und 10 x Puffer
SuperScriptIIIRT und 5 x First Strand Buffer

T4-DNA Ligase und 10 x Ligationspuffer
Tag-Polymerase und 10 x Tag-Puffer

Fermentas, St. Leon-Rot

Applied Biosystems, Darmstadt

NEB, Frankfurt/Main
NEB, Frankfurt/Main
Gene Craft, Liidinghausen

Ambion, Huntingdon, U.K.

Fermentas, St. Leon-Rot
Invitrogen, Karlsruhe
Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot
NEB, Frankfurt/Main
Fermentas, St. Leon-Rot
Qiagen, Hilden
Stratagene, Heidelberg
NEB, Frankfurt/Main

Invitrogen, Karlsruhe

Ambion, Huntingdon, U.K.

Invitrogen, Karlsruhe

NEB, Frankfurt/Main
Molzym, Bremen

2.1.8 Medien und Zusitze fiir die Zellkultur

Folgende Tabelle zeigt die fiir die Zellkultur benétigten Medien und Zusitze:

Tabelle 5: Medien und Zusitze fiir die Zellkultur.

Zellkulturmedien und -zusétze Firma

Earle’s MEM PAA, Colbe

fotales Kélberserum PAA, Colbe

Puromyzin Sigma-Aldrich, Taufkirchen
L-Glutamin PAA, Colbe

nicht essentielle Aminosiuren PAA, Colbe

1 x MEM ohne L-Glutamin, Methionin, Cystein MP Biomedicals, Eschwege
Trypsin PAA, Colbe
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2.1.9 Chemikalien

Wenn nicht anders vermerkt, wurden die Chemikalien von den Firmen Roth (Karlsruhe),
Sigma-Aldrich (Taufkirchen) und Merck (Darmstadt) in Analysenqualitit bezogen. Die
Radiochemikalie TRAN*S-LABEL™ wurde bei ICN Biochemicals, Eschwege bestellt,

"“C-Proteinmarker wurde von der Fa. Amersham, Freiburg bezogen.

2.1.10 Verbrauchsmaterial

Séamtliche Plastikwaren und andere Verbrauchsmaterialien wurden von den Firmen Sarstedt
(Niimbrecht), PAA (Coélbe), Milipore (Eschborn), Biozym (Hess. Oldendorf), Greiner
(Solingen), Roth (Karlsruhe) und Nunc (Wiesbaden) bezogen. Elektroporationskiivetten
wurden bei der Firma VWR (Darmstadt) bestellt.

2.1.11 Gerite

Die in dieser Arbeit eingesetzten Geréte sind in folgender Tabelle aufgelistet.

Tabelle 6: Eingesetzte Geréte und deren Hersteller.

Geriit Hersteller
Bakterienschiittler Certomat BS-T B. Braun International (Mainz)
Elektrophoreseapparatur 40-0911 Peqlab (Erlangen)
Elektrophorese-System Mini-Trans-Blot Biorad (Miinchen)
Elektroporationsgerit Gene Pulser und Biorad (Miinchen)

Pulse Controller
Kamera 3CCD MIT Leica (Solms)
Kamera DFC 350FX Leica (Solms)
Mastercycler epgradient S Eppendorf (Hamburg)
Mikroskop DMLS Leica (Solms)
Mikroskop TCS NT Leica (Solms)
Photometer UV-160A Shimadzu (Duisburg)
Sterilbank BSB 4A ICN Biomedicals (Meckenheim)
Thermomixer Comfort Eppendorf (Hamburg)
UV-Geldokumentationsanlage Kodak Deutschland (Stuttgart)
Videodokumentation UP-895 CE Sony Deutschland (Koln)
Zellbrutschrank BBD 6220 Heraeus (Hanau)
Zentrifuge 5415R Eppendorf (Hamburg)
Zentrifuge 5804R Eppendorf (Hamburg)
Zentrifuge Suprafuge 22 Heraeus (Hanau)
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2.2 Methoden

2.2.1 Mikrobiologische Methoden

2.2.1.1 Anzucht von Bakterien

Der Bakterienstamm Escherichia coli MC1061 wurde bei 37°C unter Schiitteln in
autoklaviertem Luria-Bertani-Medium (LB) angezogen. Um plasmidhaltige Bakterien zu
selektieren, wurden dem Medium 100 mg Ampicillin pro Liter zugegeben. Zur Herstellung

von LB-Petrischalen wurde dem fliissigen Nahrmedium 15 g Agar-Agar pro Liter zugeftigt.

LB-Medium Bakto-Trypton 10g
Bakto-Yeast-Extrakt S5¢g
NaCl 10g

ad 1000 ml aqua dest.

2.2.1.2 Herstellung transformationskompetenter Bakterien

Zur Herstellung transformationskompetenter Bakterien muss die Bakterienzellwand fiir
Nukleinsduremolekiile durchlédssig gemacht werden, was in diesem Fall durch Behandlung
mit Calciumchlorid erfolgte. LB-Medium (250 ml) wurde mit 0,5 ml einer Ubernachtkultur
von E. coli MC1061 angeimpft und bis zu einer OD,, von 0,6 - 0,7 angezogen. Nach einer
10 miniitigen Inkubation auf Eis wurden die Zellen bei 4°C und 8000 x g 10 min
abzentrifugiert (Suprafuge22). Das Pellet wurde in 25 ml kalter 0,1 M CaCl,-Losung
resuspendiert und anschliefend weitere 20 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter
Zentrifugation fiir 5 min wurden die Bakterienzellen in 2,5 ml kalter 0,1 M CaCl,-
Glycerinlosung (85:15) aufgenommen, in vorgekiihlten Reaktionsgefiden aliquotiert und in
fliissigem Stickstoff eingefroren. Die nun transformationskompetenten Zellen wurden bei

—70°C gelagert.

2.2.1.3 Transformation von Plasmid-DNA in CaCl,-kompetente Bakterien

Zur Transformation wurde ein 50 ul Aliquot transformationskompetenter Zellen auf Eis
aufgetaut und mit 450 ul kalter 0,1 M CaCl,-Losung verdiinnt. 100 ul dieses Ansatzes wurden
mit einem Ligationsansatz (sieche 2.2.2.9) bzw. 10-50 ng Plasmid-DNA vermischt. Nach
20 mintitiger Inkubation auf Eis erfolgte ein Hitzeschock bei 43,5°C fiir 45 s. Anschlieend
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wurde die Probe kurz auf Eis abgekiihlt, mit 200 ul LB-Medium versetzt und 30 min bei 37°C
inkubiert. Danach wurde der gesamte Transformationsansatz (bei einer Retransformation von
Plasmid-DNA nur 1/4 der Probe) auf einer LB-Ampicillin-Platte ausgestrichen und fiir ca.
15 h bei 37°C inkubiert. Zur Anzucht wurden je 5 ml LB-Ampicillinmedium mit einer

gewachsenen Kolonie angeimpft und iiber Nacht bei 37°C im Bakterienschiittler inkubiert.

2.2.2 Standard-DNA-Techniken

2.2.2.1 Kleine Plasmid-Isolierun Minipreps**

Die Isolierung von Plasmid-DNA erfolgte nach dem Prinzip der alkalischen Lyse (Birnboim
& Doly, 1979). Alle Zentrifugationen fanden, wenn nicht anders erwéhnt, bei 16000 x g und
RT statt. Zunichst wurden 1,5 ml einer Ubernachtkultur 1 min abzentrifugiert
(Zentrifuge 5415R). Das Bakterienpellet wurde in 100 ul Puffer 1 resuspendiert, mit 100 ul
Puffer 2 versetzt und vorsichtig vermischt. Nach 5 miniitiger Lyse bei RT wurde der
alkalische Ansatz mit 100 wul Puffer 3 neutralisiert. Leichtes Schiitteln erzeugte einen
Niederschlag aus Proteinen und chromosomaler DNA, der durch 10 miniitiges Zentrifugieren
pelletiert wurde. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt und mit 200 ul
Isopropanol versetzt, um die Plasmid-DNA zu féllen. Nach 10 min Zentrifugation wurde das
DNA-Pellet mit 100 ul Isopropanol gewaschen und anschlieBend bei RT getrocknet. DNA
von ,,high-copy* Plasmiden wurde in 50 ul, DNA von ,low-copy* Plasmiden in 30 ul aqua
dest. resuspendiert. Qualitdt und Quantitit der Plasmid-DNA wurden durch

Restriktionsverdau, Elektrophorese und Sequenzierung tiberprtift.

Puffer 1 Tris-HCI 50 mM
EDTA 10 mM
RNase A 100 ng/ml
pH 8,0

Puffer 2 NaOH 200 mM
SDS 1%

Puffer 3 KAc 3000 mM
pH 5.5
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2.2.2.2 GroBe Plasmid-Isolierung (,.Midipreps**

Grofere Plasmidpraparationen wurden mit dem Qiagen Plasmid Midi Kit durchgefiihrt. Die
Ubernachtkultur wurde abzentrifugiert (50 ml bei ,,high copy“, 100 ml bei ,Jow copy*
Plasmiden, Suprafuge 22) und das Pellet in 4 ml bzw. 7 ml Puffer 1 resuspendiert. Es wurden
4 ml bzw. 7 ml Puffer 2 zugegeben und vorsichtig vermischt. Nach 5 min wurde die Lyse
durch Zugabe von 4 ml bzw. 7 ml kaltem Puffer 3 abgestoppt. Nach leichtem Schiitteln wurde
der Ansatz 30 min auf Eis inkubiert. Um die DNA-haltige Fliissigkeit von den geféllten
Proteinen zu trennen, wurde die klare Suspension iiber einen Filter in die mit Puffer QBT
equilibrierte Sdule pipettiert. Nach zweimaligem Waschen der Sédule mit 10 ml Puffer QC
wurde die DNA durch Zugabe von 5 ml Puffer QF eluiert. Durch Zugabe von 3,5 ml
Isopropanol und 30 miniitiger Zentrifugation bei 10000 x g (Suprafuge 22) und 4°C wurde die
Plasmid-DNA prizipitiert. Nach einem Waschschritt mit 2 ml 70%igem Ethanol wurde das
DNA-Pellet bei RT getrocknet, anschliefend in 50 ul aqua dest. aufgenommen und nach der

Messung im UV-Spektrophotometer auf die Konzentration von 1 ug/ul eingestellt.

Puffer 1,2, 3 siche 2.2.2.1

Puffer QBT NaCl 750 mM
MOPS, pH 7 50 mM
Isopropanol 15%
Triton X 100 0,15%

Puffer QC NaCl 1000 mM
MOPS, pH 7 50 mM
Isopropanol 15%

Puffer QF NaCl 1250 mM
Tris-Cl, pH 8,5 50 mM
Isopropanol 15%

2.2.2.3 Phenol-Chloroform-Extraktion und Ethanolfillung

Um DNA-LGsungen aufzukonzentrieren, von Proteinen zu befreien, oder umzupuffern, wurde
eine Phenol-Chloroform-Extraktion mit anschlieBender Ethanolfdllung durchgefiihrt. Ein
Minimum von 100 ul der wissrigen Nukleinsdurel6sung wurde mit einem Volumen Phenol

ausgeschiittelt. Fiir 2 min erfolgte bei 16100 x g (Zentrifuge 5415R) die Phasentrennung. Die
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obere, nukleinsdurehaltige, wissrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefél tiberfiihrt und
mit einem Volumen Chloroform ausgeschiittelt. Nach erneuter Zentrifugation wurde die
Nukleinsdure der oberen Phase in einem neuen Reaktionsgefdl durch Zugabe von
1/10 Volumen 0,3 M Natriumacetatlosung (pH 7,0) und 2,5 fachem Volumen 100%igem
Ethanol 30 min bei —70°C gefillt. Anschliefend wurde die DNA bei 16100 x g und 4°C
pelletiert. Zur Entfernung von Salzresten wurde mit 100 ul 70%igem Ethanol gewaschen.
Anschlieend wurde das Pellet bei RT getrocknet und in einem addquaten Volumen aqua

dest. aufgenommen.

2.2.2.4 Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Quantifizierung einer Nukleinsdurelosung erfolgte durch Absorptionsmessung bei

260 nm gegen aqua dest. Bei doppelstringiger DNA gilt folgende Formel:
DNA-Konz (ug/ul) = OD,, x Verdiinnungsfaktor x 0,05

Der Quotient aus OD,q,/OD,q, gibt Aufschluss iiber die Reinheit der DNA. Liegt er zwischen
1,8 und 2,0, so liegen keine Verunreinigungen durch Proteine oder Phenol vor, ansonsten ist

der Quotient deutlich niedriger (Sambrook et al., 1989).

2.2.2.5 Restriktionsverdau

Plasmid-DNA wurde zu Analyse- oder Klonierungszwecken mit Restriktionsenzymen des
Typs 1I verdaut. Letztere erkennen und spalten spezifische Sequenzen in doppelstringiger
DNA, wobei Fragmente mit einem 5 -Phosphat- und einem 3°-Hydroxylende entstehen. Die
in dieser Arbeit verwendeten Restriktionsenzyme und -puffer wurden von der Fa. NEB

bezogen und nach den Angaben des Herstellers eingesetzt.

2.2.2.6 Dephoshporylierung

Sollte verhindert werden, dass durch Restriktion entstandene Plasmid-DNA-Fragmente
wieder riickligieren, wurden die Phosphatgruppen am 5°-Ende durch Behandlung mit
alkalischer Phosphatase ("calf intestinal alkaline phosphatase" = CIP, Fa. NEB) nach
Angaben des Herstellers abgespalten.
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2.2.2.7 Agarosegelelektrophorese

Die Standardmethode zur Auftrennung, Identifizierung und Aufreinigung von DNA-
Fragmenten ist die Gelelektrophorese in Agarose, bei der verschieden groe DNA-Molekiile
unter elektrischer Spannung mit unterschiedlicher Geschwindigkeit in der Gelmatrix zur
Anode wandern. Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden 0,8-1,5%ige Agarosegele
verwendet. Agarose wurde in 1 x TAE-Puffer mit 100 ng/ml Ethidiumbromid aufgekocht,
und das noch fliissige Gel wurde auf eine vorbereitete Glasplatte mit Geltaschenkamm
gegossen. Nach dem Erhérten wurde das Agarosegel in der Elektrophoresekammer durch
1 x TAE-Puffer iiberschichtet und mit den Proben, die mit 5 x Probenpuffer versetzt waren,
beladen. Um die Fragmentgr6e der DNA-Proben einschitzen zu konnen, wurde auflerdem
ein DNA-Marker (1 kb DNA Ladder, Fa. Fermentas) aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte
bei max. 140 V, wonach die DNA-Fragmente im UV-Licht (254 nm) sichtbar gemacht und

fotografiert wurden.

50 x TAE-Puffer Tris 2,00 M
Natriumacetat x 3H,0 0,25 M
EDTA 0,05 M

pH 7,8 durch Essigsdure

5 x Probenpuffer Bromphenolblau 0,13%
Xylencyanol FF 0,13%
Ficoll 400 15%
TAE S5x

2.2.2.8 Gelextraktion von DNA-Fragmenten

Nukleinsdurefragmente wurden mit Hilfe des ,,Qiaex DNA Gel Extraction Kit* (Fa. Qiagen)
aus Agarosegelen nach den Angaben des Herstellers isoliert. Das Prinzip des Kits basiert auf
der Bindung von Nukleinsduren an Silikapartikel (Vogelstein & Gillespie, 1979). Gewlinschte
DNA-Fragmente wurden aus einem pridparativen Agarosegel unter UV-Licht (366 nm)
ausgeschnitten und in ein Reaktionsgefal tiberfiihrt, wo sie in einer addquaten Menge Puffer
QX1 (Fa. Qiagen) gelost wurden. Die Nukleinsdure wurde unter Schiitteln bei 50°C an

Silikapartikel gebunden und nach einigen Waschschritten in aqua dest. gelost. Nach
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Zentrifugation bei 16000 x g wurde der DNA-haltige Uberstand in ein neues Reaktionsgefil

uiberfiihrt.

2.2.2.9 Ligation

Das Enzym T4-DNA-Ligase katalysiert unter ATP-Verbrauch die Bildung einer
Phosphodiesterbindung zwischen dem 5°-Phosphat- und dem 3°-Hydroxylende von DNA-
Fragmenten, die z.B. durch Restriktion entstanden sind. Fiir einen 10 ul Ligationsansatz
wurden zwischen 100-500 ng DNA mit 10 x Ligationspuffer und 160 U T4-DNA-Ligase
vermischt, wobei das molare Verhiltnis von Vektor und Insert bei 1:2 lag. Die Ligation

erfolgte bei 16°C fiir wenigstens 2 h.

2.2.2.10 Polymerasekettenreaktion

Bei der Polymerasekettenreaktion ("Polymerase Chain Reaction" = PCR) wird ein DNA-
Bereich, der zwischen den Bindungsstellen zweier Primer liegt, spezifisch amplifiziert. Die
Primer sind jeweils zu einem Einzelstrang der DNA-Doppelhelix komplementir. Die
Reaktion wird durch eine thermostabile DNA-Polymerase katalysiert. Ein zyklischer Wechsel
zwischen Annealing-, Polymerisierungs- und Denaturierungstemperatur sorgt dafiir, dass
geringe Mengen einer Ziel-DNA durch stindiges Wiederholen der Polymerisierungsreaktion
exponentiell vermehrt werden. Die folgenden beiden Tabellen zeigen sowohl einen PCR-

Standardansatz als auch ein PCR-Temperaturprofil.

Tabelle 7: Standard-PCR-Ansatz.

H,0 40,3 ul
10 x Pfu-Puffer 50wl
dNTPs (5 mM) 2,0 ul
Plusstrang-Primer (30 pM/ul) 1,0 ul
Minusstrang-Primer (30 pM/ul) 1,0 ul
cDNA (1 ng/ul) 0,2 ul
Pfu-Polymerase (2,5 U/ul) 0,5 ul

26



Material und Methoden

Tabelle 8: Temperaturprofil einer PCR. Tm = Schmelztemperatur der Primer

96°C 2 min Denaturierung
96°C 30s Denaturierung
Annealing-Temp. .
30s Annealing
30 Zyklen (Tm - 5°C)
Synthesezeit .
72°C ) Elongation
(1 min/1 kb)
4°C o Termination

2.2.2.11 Gerichtete Mutagenese

Um doppelstringige Plasmid-DNA gerichtet zu mutagenisieren, wurde das Prinzip des
,,QuikChange™ Site Directed Mutagenesis Kits* der Fa. Stratagene angewandt. Hier wird ein
Vektor mit gewiinschtem Insert in eine PCR eingesetzt, wobei ein Primerpaar, das die
benotigte Mutation tréigt, an den jeweiligen komplementidren DNA-Strang bindet. Die Pfu-
DNA-Polymerase katalysiert die Synthesereaktion, wodurch man ,,genickte®, zirkulére
Einzelstringe mit der gewiinschten Mutation erhélt. Durch Restriktion mit Dpnl wird
lediglich die aus Bakterien isolierte, methylierte Matrizen-DNA gespalten. Mittels PCR
synthetisierte DNA ist dagegen nicht methyliert und wird daher nicht angegriffen. Nach einer
Phenol-Chloroform-Reinigung (siehe 2.2.2.3) wurde die restringierte Plasmid-DNA in E. coli
MC1061 transformiert (siehe 2.2.1.3) und auf LB-Ampicillin-Petrischalen ausgestrichen. Die
tiber Nacht gewachsenen Kolonien wurden als ,,Mini-Prep* angeimpft und die Plasmid-DNA
isoliert (siehe 2.2.2.1). SchlieBlich wurde die erfolgreiche Einfiigung der gewiinschten

Mutation durch Sequenzierung (siehe 2.2.2.14) bestétigt.

2.2.2.12 ,,Adaptor Annealing*

Zur Synthese sehr kurzer DNA-Fragmente wurde unter Verwendung komplementarer Primer
eine ,,Adaptor Annealing“ Reaktion durchgefiihrt. Fiir spétere Ligationen miissen
Oligonukleotide am 5°-Ende phosphoryliert sein. Die T4-Polynukleotid Kinase (PNK)
katalysiert den Transfer von y-Phosphat des zugefiigten ATPs zu den 5°-OH-Gruppen der
Oligonukleotide. In Tabelle 9 ist ein Kinaseansatz gezeigt, der fiir 30 min bei 37°C inkubiert

wurde.
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Tabelle 9: Standardansatz einer Kinasereaktion.

H,0 14,0 wl
10 x Puffer A 2,0 ul
Plusstrang-Primer (30 pM/ul) 1,0 ul
Minusstrang-Primer (30 pM/ul) 1,0 ul
ATP (100 mM) 1,0 ul
PNK (10 U/ul) 1,0 ul

Phosphorylierte Oligonukleotide wurden nach einer Phenol-Chloroform-Reinigung (siche
2.2.2.3) gefillt und in 10 ul aqua dest. gelost. Nach 5 miniitigem Aufschmelzen der Primer
(70°C) erfolgte das Annealing durch Abkiihlen auf RT. Die so erzeugte Adaptor-DNA konnte
anschlieBend in einen mit den entsprechenden Enzymen restringierten Vektor eingefiigt

werden (siehe 2.2.2.9).

2.2.2.13 "Screening"-PCR

Zur Uberpriifung von Plasmid-DNA direkt aus gewachsenen Kolonien wurden letztere mit
einer Pipettenspitze von der Agarpetrischale aufgenommen. Die mit Bakterien behaftete
Pipettenspitze wurde zunéchst in LB-Ampicillinmedium getunkt und dann in einem
vorbereiteten PCR-Ansatz geschwenkt. Ein solcher "Screening"-PCR-Ansatz ist in Tabelle 10
gezeigt. Bei der Wahl der Primer wurde darauf geachtet, dass ein Oligonukleotid im
eingefiigten DNA-Bereich (,,Insert”) liegt und das andere im Vektor. Die PCR-Ansitze
wurden durch Gelelektrophorese analysiert. Zeigten sich die erwarteten Banden, konnte
davon ausgegangen werden, dass die zugehorigen Klone die erwiinschte Plasmid-DNA
enthielten. Zur zusitzlichen Kontrolle wurde die Plasmid-DNA isoliert und mittels

Restriktion (siehe 2.2.2.5) und Sequenzierung (siehe 2.2.2.14) iiberpriift.

Tabelle 10: Ansatz fiir "Screening"-PCRs

H,0 8,1 ul
10 x Tag-Puffer 1,0 ul
dNTPs (5 mM) 0,4 ul
Plusstrang-Primer (30 pM/ul) 0,2 ul

Minusstrang-Primer (30 pM/ul) 0,2 ul
Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,1 ul
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2.2.2.14 Sequenzierung

Die Sequenzierungen wurden mit dem ,,Big Dye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit* der
Fa. Applied Biosystems durchgefiihrt. Der Reaktionsmechanismus dieses nichtradioaktiven
Sequenzierungsverfahrens beruht auf der enzymatischen Didesoxy-Methode von Sanger et
al. (1977). Zur Sequenzierung wurde der in Tabelle 11 aufgelistete Ansatz
zusammenpipettiert. Die DNA wurde mittels PCR amplifiziert (Programm siehe Tab. 12) und
anschlieBend durch Zugabe eines Gemisches aus 16 ul aqua dest. und 64 ul 95% EtOH
gefillt. Nach 20 mintitiger Zentrifugation bei 16000 x g und 4°C wurde das Pellet mit 100 pl
70%igem EtOH gewaschen und nach wiederholter Zentrifugation bei RT getrocknet. Die
Sequenzierung erfolgte duch die Arbeitsgruppe Tannich am Bernhard-Nocht-Institut. Die
Datenverarbeitung der Sequenzierungsergebnisse erfolgte durch das Computerprogramm

DNA Strider™ 1.3f7 (CEA, Frankreich).

Tabelle 11: Sequenzierungsansatz

5 x Reaktionspuffer 3ul
Sequenzierungsprimer 5 pmol
DNA lug
Big Dye® Terminator Premix 2ul
H,0 ad 20 wl

Tabelle 12: PCR-Programm fiir Sequenzierungsansétze

95°C 2 min Denaturierung
96°C 10's Denaturierung
30 Zyklen 52°C 5s Annealing
60°C 4 min Elongation
4°C e Termination

2.2.3 Standard-RNA-Techniken

2.2.3.1 In vitro Transkription

Bei der in vitro Transkription wird ausgehend von linearisierter Plasmid-DNA RNA
synthetisiert. Die zum GFV-Genom komplementéire DNA (cDNA) steht im Plasmid pACNR-
FLYF17Dx (Bredenbeek et al., 2003) unter der Kontrolle eines SP6-Promotors (siehe 2.1.2).
Daher kann mit Hilfe von SP6-RNA-Polymerase RNA synthetisiert werden, wofiir
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Nukleotidtriphosphate (NTPs) benotigt werden. Da flavivirale RNA eine Capstruktur am
5’-Ende besitzt, muss ein Capanalogon zur in vitro Transkriptionsreaktion gegeben werden.
Durch die Capstruktur wird der RNA die Bindung ans Ribosom ermdéglicht. Um das
authentische 3’-Ende der GFV-RNA zu erhalten, musste die Plasmid-DNA zunédchst mit dem
Restriktionsenzym Xhol linearisiert werden, sodass die RNA-Synthese an dieser Stelle
abbricht. Nach vollstdndiger Linearisierung von 2 ug Plasmid-DNA (siehe 2.2.2.5) wurde
diese durch Phenol-Chloroform gereinigt und anschlieBend geféllt (sieche 2.2.2.3). Die
getrocknete DNA wurde in 10 wnl aqua dest. aufgenommen und im in vitro
Transkriptionsansatz (Tabelle 13) eingesetzt. Nach 1 h Inkubation bei 40°C wurden nochmals
0,25 ul SP6-Polymerase zugegeben. Eine Stunde spiter wurde die RNA-Synthese per
Agarosegelelektrophorese (siehe 2.2.2.7) tiberprtift.

Tabelle 13: In vitro Transkriptionsansatz

H,0 6,00 ul
10 x Puffer 2,50 ul
linearisierte DNA (2 ug) 10,00 ul
NTPs (2,5 mM) 5,00 ul
Cap m7G(5)ppp(57)G (10 mM) 1,25 ul
SP6-RNA-Polymerase 0,25 ul

2.2.3.2 DNase-Verdau und Lithiumchlorid-Fillung

Falls die bei der in vitro Transkription entstandene RNA-Menge photometrisch bestimmt
werden sollte, wurde zunichst die Matrizen-DNA durch Zugabe von 0,5 ul DNase
restringiert. Nach 20 min Inkubation bei 37°C erfolgte die Féllung der RNA bei —20°C fiir
20 min mit Hilfe von 12,5 wl 7,5 M Lithiumchlorid-Lésung (Fa. Ambion). Durch
Zentrifugation bei 4°C und 16000 x g wurde die RNA anschlieBend pelletiert und nach einem
Waschschritt mit 100 wul 70%igem EtOH bei RT getrocknet. Danach wurde das

Ribonukleinsédurepellet in 20 ul nukleasefreiem Wasser geldst und photometrisch vermessen.
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2.2.3.3 Photometrische Konzentrationsbestimmung von RNA

Zur Quantifizierung einer Ribonukleinsidurelosung wurde die Absorption bei 260 nm gegen

aqua dest. gemessen. Fiir RNA gilt folgende Formel:

RNA-Konz (ug/ul) = OD,q, x Verdiinnungsfaktor x 0,04

2.2.3.4 RNA-Isolierung aus Zellen

Um Gesamtzell-RNA aus adhérenten Zellen einer p40-Schale zu isolieren, wurden die Zellen
mit PBS gewaschen, in 1 ml Trizol (Fa. Invitrogen, Karlsruhe) lysiert und in ein
Reaktionsgefdll tberfiihrt. Trizol ist eine Einphasenlésung aus Phenol und
Guanidinisothiocyanat. Die Zugabe von 200 ul Chloroform und anschlieBendes
Zentrifugieren (15 min, 4°C, 16000 x g) trennt die Losung in eine dichtere organische und
eine wéssrige Phase. Letztere enthilt die RNA und wurde in ein neues Reaktionsgefil3
tiberfiihrt, um sie dann durch Zugabe von 0,5 ml Isopropanol zu fillen. Nach 10 min
Inkubation bei RT wurde die Ribonukleinsidure durch Zentrifugation (10 min, 4°C, 16000 x g)
gefillt. Das RNA-Pellet wurde mit 1 ml kaltem, 75%igem EtOH gewaschen und nach
nochmaliger Zentrifugation bei RT getrocknet. AnschlieBend wurde die RNA fiir 10 min bei

55°C in 20 ul nukleasefreiem aqua dest. gelost.

2.2.3.5 Reverse Transkription (RT)

Ausgehend von Gesamtzell-RNA GFV infizierter Zellen wurde mit Hilfe eines reversen,
spezifischen Primers und dem Enzym Reverse Transkriptase die genomische RNA in cDNA
umgeschrieben. Zunéchst wurde in folgender Tabelle gezeigter Ansatz fiir 5 min bei 65°C

erhitzt, und dann auf Eis abgekiihlt.

Tabelle 14: RT-Vorinkubationsansatz

RNase freies H,0 7wl
reverser Primer (30 pM) 1 ul
dNTP Mix (5 mM) 2ul
RNA-Template 3ul
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Die eigentliche Synthese erfolgte nach Zugabe des Enzymmixes (Tab. 15) fiir 1 h bei 50°C.

Tabelle 15: RT-Enzymmix

5 x First Strand Buffer 4 ul
DTT (0,1 M) 1ul
RNase OUT 1wl
SuperScriptIIIRT 1wl

Zur Inaktivierung der reversen Transkriptase wurde der Ansatz fiir 15 min auf 70°C erhitzt.
Danach kiihlten die Proben auf RT ab. Um die entstandene cDNA zu amplifizieren, wurde
dem RT-Schritt eine PCR angeschlossen. Das entsprechende Pipettierschema und PCR-

Programm folgen in den néichsten beiden Tabellen.

Tabelle 16: RT-PCR-Ansatz

H,0 39,6 wl
10 x PCR-Puffer 5,0 ul
dNTP Mix (5 mM) 2,0 ul
Plusstrang-Primer (30 pM) 0,5 ul
Minusstrang-Primer (30 pM) 0,5 ul
cDNA 2,0 ul
DNA-Polymerase 0,4 ul

Tabelle 17: RT-PCR-Programm. Tm = Schmelztemperatur der Primer

94°C 2 min Denaturierung
94°C 30s Denaturierung
Annealing-Temp. .
30s Annealing
35 Zyklen (Tm - 5°C)
Synthesezeit .
70°C ) Elongation
(1 min/1 kb)
4°C o Termination
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2.2.4 Gewebekultur

2.2.4.1 Anzucht und Passagieren von Zellen

BHK-J-Zellen wurden in "Earle’s minimal essential medium" (MEM) mit 7,5%
hitzeinaktiviertem, fotalen Kilberserum ("fetal calf serum" = FCS) und 1 x nicht essentiellen
Aminoséduren bei 37°C, 5% CO, und feuchter Atmosphére im Zellbrutschrank kultiviert. Zu
einem dichten Zellrasen herangewachsene Zellen wurden gesplittet. Zundchst wurden die
Zellen mit sterilem PBS gewaschen, dann wurde Trypsin zugegeben, um die Zellen durch
5 min Inkubation bei 37°C von dem Schalenboden abzulGsen. AnschlieBend wurden die
Zellen in einer geeigneten Menge Medium aufgenommen, resuspendiert und in gewiinschter
Verdiinnung in neue Gewebekulturschalen ausgesit. Zur Selektion von SIN-Replikon (siehe
2.1.2) exprimierenden Zellen wurde dem Zellmedium 12 h nach Elektroporation Puromyzin
in einer Endkonzentration von 5 ug/ml zugegeben. Nach Selektion (2-3 Tage) wurden die

Zellen weiter passagiert und in Medium mit Puromyzin (5 ug/ml) gehalten.

PBS: NaCl 0,80 g
KCl 0,20 g
CaCl, x 2H,0 0,10
Na,HPO, x 2H,0 1,I5¢g
KH,PO, x 2H,0 020 g
MgCl, x 6H,0 0,10 g

ad 1 1 aqua dest., pH 7,2

2.2.4.2 Bestimmung der Zahl lebender Zellen

Nach der unter 2.2.4.1 beschriebenen Trypsinbehandlung wurden die in Medium
resuspendierten Zellen 1:4 mit Trypanblau-Losung (0,5 g/Liter in PBS) verdiinnt und in einer
Neubauer-Zihlkammer unter dem Mikroskop ausgezidhlt. Da sich Trypanblau in die
Zellmembran toter Zellen einlagert und diese blau féarbt, wurden nur die ungefirbten Zellen
aus vier Quadraten gezéhlt. AnschlieBend konnte die Anzahl lebender Zellen/ml nach

folgender Formel berechnet werden:

Zellen/ml = geziihlte Zellen x 10" x Verdiinnungsfaktor x ausgezihlte Quadrate™
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2.2.4.3 Elektroporation von RNA

Eine Moglichkeit, Nukleinsduren in eukaryotische Zellen einzuschleusen, ist die
Elektroporation (EP). Hierbei wird die Zellmembran durch Elektroschock kurzzeitig
permeabel gemacht, sodass RNA (oder DNA) in die Zelle eindringen kann. Zur EP wurden in
der Log-Phase befindliche BHK-J-Zellen, wie unter 2.2.4.1 beschrieben, trypsiniert und
zweimal mit AccuGENE®-PBS gewaschen. Dazu wurden die Zellen jeweils bei 8°C fiir
5 min abzentrifugiert (34 x g, Zentrifuge 5804R) und in 10 ml kaltem, RNase freien PBS
resuspendiert. AnschlieBend wurde eine Zellsuspension mit 2 x 107 Zellen/ml (ebenfalls in
PBS) vorbereitet, wovon 400 ul (= 8 x 10° Zellen) mit einer gewiinschten RNA-Menge
vermischt und in eine EP-Kiivette mit einer Spaltbreite von 2 mm tiberfiihrt wurden. Mit Hilfe
des EP-Gerites wurden zwei Strompulse mit einer Spannung von 1,5 kV, einer Kapazitit von
25 uFD und einer Widerstandseinstellung von o« gegeben. Nach 10 miniitiger Inkubation bei
RT wurden die elektroporierten Zellen in Medium aufgenommen und in gewiinschter
Konzentration in Gewebekulturschalen ausgesidt. Um die Entstehung infektioser Viren
verfolgen zu konnen, wurde taglich tiberpriift, ob sich ein ZPE entwickelt. Auerdem wurden
tiaglich je 500 ul Zellkuturiiberstand entnommen und sich darin befindliche Zellen fiir 5 min
bei 2300 x g abzentrifugiert. Der geklirte Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefiR

tiberfiihrt und fiir spétere Untersuchungen bei -70°C aufbewabhrt.

AccuGENE®-PBS: KH,PO, 0,23 mg
Na,HPO, 890,00 mg
NaCl 8770,00 mg

ad 1000 ml aqua dest., pH 7,4

2.2.4.4 ,Infectious center assay*

Mittels eines sogenannten "infectious center assays" (ICA) lédsst sich die Effizienz einer EP,
bzw. die spezifische Infektiositit der bei der EP eingesetzten RNA bestimmen. Pro EP-Ansatz
wurden nichtelektroporierte Zellen in eine Platte mit 6 Kavitéiten (5 x 10° Zellen pro Kavitt)
ausgesit. Diese bilden einen Zellrasen, der durch Infektion mit GFV plaqueartig zerstort
werden kann. Die nichtelektroporierten Zellen wurden mit verschiedenen Verdlinnungen
(1 x107% 1x 107, 2 x 10%, 2 x 10° und 2 x 10°) elektroporierter Zellen vermischt, was im
Falle der Entstehung infektioser Viren zur Ausbildung von Plaques fiihrte. Etwa 5 h nach der

EP, wenn sich die Zellen am Boden der Gewebekulturplatten festgesetzt hatten, wurde das
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Medium entfernt, und durch 0,6% Agarose in MEM mit 2% FCS und 1 x Penicillin und
Streptomycin ersetzt. Diese Uberschichtung erlaubt den Zellen zu einem dichten Zellrasen
heranzuwachsen, verhindert jedoch, dass sich Virus iliber das Medium verteilt und auf alle
Zellen tbergreift. Durch die Agaroseiiberschichtung kann sich Virus nur tiber direkten
Zellkontakt ausbreiten, sodass spiter einzelne Plaques sichtbar werden. Nach drei Tagen
Inkubation bei 37°C wurden je 2 ml 7%iges Formaldehyd fiir 30 min auf die
Agaroseliberschichtung gegeben. Hierdurch erfolgte sowohl die Zellfixierung als auch die
Virusinaktivierung. Nach Entfernung von Fixativ und Uberschichtung wurden die Zellen fiir
10 min mit Kristallviolettlosung (1% Kristallviolett in 20%igem EtOH) angeférbt.
Anschliefend wurden die 6-Kavitéten-Platten unter Wasser ausgewaschen. Nun konnten die
Plaques gezihlt und die spezifische Infektiositét der elektroporierten RNA errechnet werden.

Dazu wurde folgende Formel eingesetzt:

PFU/ug RNA = Plaqueanzahl pro ml x 10° x ug eingesetzte RNA™

2.2.4.5 Indirekte Immunfluoreszenz

Um die Replikation des GFV in elektroporierten bzw. infizierten Zellen nachzuweisen oder
Proteine in transfizierten Zellen zu detektieren, wurde die indirekte Immunfluoreszenz (IF)
durchgefiihrt. Hierbei bindet ein erster, proteinspezifischer AK an virale Antigen. Im zweiten
Schritt bindet ein Fluorescein-5-isothiocyanat markierter (FITC) AK an den ersten AK,
wodurch das zu detektierende Protein unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar wird. Zur
Durchfiihrung der IF wurde je nach Experiment eine unterschiedliche Zahl an BHK-J-Zellen

ausgesdt.

IF nach EP

Es wurden 4 x 10" elektroporierte Zellen pro Kavitit in eine Platte mit 96 Kavitiiten
ausgesit und 24 h nach der EP fiir die IF fixiert.

IF nach Infektion

Pro Kavitit wurden 2 x 10" Zellen in eine 96-Kavititen-Platte gesit, am nichsten Tag
infiziert (siehe 2.2.4.7) und 24 h spiter fiir die IF fixiert.
IF nach Lipofektion

Es wurden 5 x 10* Zellen pro Kavitit in einer 96-Kavititen-Platte ausgesiit, am

darauffolgenden Tag transfiziert (siehe 2.2.4.9) und 24 h spiter fiir die IF fixiert.
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Vor der Fixierung wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die

Zellen je nach Versuchsziel durch Aceton/Methanol oder Paraformaldehyd fixiert.

Aceton/Methanol

Durch 20 miniitige Inkubation bei -20°C mit einem 1:1 Aceton/Methanol-Gemisch
wurden die Zellen fixiert und gleichzeitig permeabilisiert. AnschlieBend wurde die
Platte bei RT getrocknet.

Paraformaldehyd

Die Zellen wurden mit 4%igem Paraformaldehyd fiir 20 min bei RT fixiert. Nach
anschlieBendem Waschen mit PBS erfolgte eine Permeabilisierung sédmtlicher
Membranen durch Zugabe von 0,1% Triton X 100 (15 min, 4°C). Alternativ erfolgte
eine Behandlung mit 2 wg/ml Digitonin (15 min, 4°C), wodurch lediglich die
Zellmembran, nicht aber die ER-Membran permeabilisiert wird. Anschlieend wurden
die Zellen mit PBS gewaschen. Durch Zugabe von BSA (0,5%) wurde 5 min bei RT
blockiert.

Vor und nach der einstiindigen Inkubation des ersten AK bei 37°C wurden die Zellen mit PBS
gewaschen. Die Inkubation mit dem zweiten, FITC konjugierten AK erfolgte ebenfalls fiir 1 h
bei 37°C. Nach erneutem Waschen mit PBS wurden die Zellen unter dem
Fluoreszenzmikroskop (Leica DMLS) beurteilt und mit Hilfe der Kamera (Leica 3CCD MTI)
und des Computerprogrammes Scion Image 1,62 fotografiert. Die verwendeten AK und

entsprechenden Verdiinnungen finden sich in Tabelle 3 (siehe 2.1.6).

2.2.4.6 L.okalisation des Endoplasmatischen Retikulums

Um zu untersuchen, ob ein bestimmtes durch IF nachzuweisendes Protein im ER lokalisiert
ist, wurde das ER der transfizierten Zellen mit ER-Tracker™ Blue-White DPX (Fa. Molecular
Probes) (1:1000 in Zellmedium verdiinnt) angefédrbt. Nach einer Inkubation von 30 min bei
37°C wurde das Medium entfernt, und die Zellen wurden mit PBS gewaschen. Die Fixierung
erfolgte mit 4% Formaldehyd fiir 20 min bei RT. Nach anschlieBendem Waschen mit PBS
wurden die Zellen durch Zugabe von 0,01% Triton X 100 10 min bei RT permeabilisiert.
Nach erneutem Waschen erfolgte die Behandlung mit dem ersten spezifischen AK und
anschlieBend mit dem FITC konjugierten, zweiten AK (siehe Tab. 3 unter 2.1.6). Unter dem
IF-Mikroskop (Leica TCS NT) wurde der FITC-gekoppelte AK durch eine Wellenlidnge von
520 nm angeregt, wihrend der ER-Tracker-Farbstoff (DAPI) bei einer Wellenldnge von
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461 nm fluoreszierte. Die separat fotografierten Bilder (Leica DFC 350FX) wurden spéter am
Computer mit Hilfe des Programmes OpenLab 4.0.4 iibereinandergelegt, wodurch die

Lokalisation von Protein und ER-Membran verglichen werden konnte.

2.2.4.7 Infektion von Zellen mit GFV

Sollten Zellen mit GFV infiziert werden, wurden zunichst ca. 3 x 10* Zellen/cm® in
gewiinschten Zellkulturschalen ausgesit. Nach dem Absetzen der Zellen erfolgte die Infektion
in 20% des normalen Kulturvolumens mit gewiinschter Infektionsdosis ("multiplicity of
infection" = moi), wobei der Virusiiberstand gegebenenfalls in PBS mit 1% FCS verdiinnt
wurde. Nach einstiindiger Inkubation bei 37°C wurde der Uberstand entfernt und durch
Medium ersetzt. Je nach Experiment wurden die Zellen bzw. der Uberstand zu bestimmten

Zeiten nach der Infektion fiir spétere Versuche geerntet bzw. fixiert.

2.2.4.8 Titration

Um die Anzahl von plaquebildenden Einheiten (PFU = "plaque forming units") pro ml eines
Virusstocks zu ermitteln, wurde dieser titriert. Nach der Infektion (siehe 2.2.4.7) mit je 200 ul
verschiedener Verdiinnungen (0 bis 1 x 10®) wurden die Zellen mit 0,6% Agarose in MEM
mit 2% FCS und 1 x Penicillin und Streptomycin tiberschichtet. Nach drei Tagen Inkubation
bei 37°C wurden die Zellen mit 7% Formaldehyd 20 min lang bei RT fixiert und anschliefend
mit Kristallviolett (1% Kristallviolett in 20%igem EtOH) angeférbt. Der Titer wurde nach

folgender Formel berechnet:

Infektiositit [PFU/ml] = Gezihlte Plaques x 5 x 1QYerdimresstte

2.2.4.9 Lipofektion von Plasmid-DNA in Zellen

Eine andere Transfektionsmoglichkeit neben der EP (siehe 2.2.4.3) ist die Lipofektion.
Hierbei binden negativ geladene DNA-Molekiile durch elektrostatische Wechselwirkung an
kationische Lipide. Es bildet sich ein DNA-Liposomenkomplex, welcher mit der &hnlich
aufgebauten Zellmembran fusioniert, wodurch die DNA ins Zellinnere gelangt. Fiir die
Lipofektion wurden Zellen in gewiinschte Kulturschalen so eingesit, dass sie zum Zeitpunkt
der Transfektion zu 90% konfluent waren. Zunéchst wurden die Zellen mit T7-Vaccinia-Virus
(moi = 2) fiir 1 h infiziert, sodass eine Expression der Bakteriophagen-T7-Polymerase

gewihrleistet war. Dies ermoglichte die Expression eines unter der Kontrolle des T7-
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Promotors stehenden Zielgens (Alexander et al., 1992). Wihrend der einstiindigen Infektion
wurde Plasmid-DNA in Reaktionsgefidflen mit Earle’s MEM ohne jegliche Zusétze vermischt
(Mengenangaben siche Tab. 18). In einem separaten Reaktionsgefdll wurde "Lipofectamine
2000" mit Medium fiir 5 min bei RT vorinkubiert. Dann wurde das "Lipofectamine 2000"-
Mediumgemisch zu dem vorbereiteten DNA-Mediumgemisch gegeben. Wihrend einer
20 mintitigen Inkubationszeit bei RT bildete sich der DNA-Liposomenkomplex und konnte
dann nach der Entfernung des T7-Vaccinia-Virus Uberstandes auf die Zellen gegeben werden.
Nach 4-5 h Inkubation bei 37°C wurde das Transfektionsgemisch entfernt und durch
Zellmedium ersetzt. Um die Transfektionseffizienz tiberpriifen zu konnen, wurde stets pTM-
EGFP-DNA in Kontrollzellen transfiziert, die 24 h nach der Transfektion unter dem
Fluoreszenzmikroskop (Leica DMLS) betrachtet wurden. Durch UV-Licht der Wellenldnge
520 nm wurden nur die EGFP exprimierenden Zellen zur Fluoreszenz angeregt. Daher konnte

das Verhiltnis von transfizierten zu nicht transfizierten Zellen abgeschétzt werden.

Tabelle 18: Bei Lipofektion eingesetzte Mengen von DNA und "Lipofectamine 2000"

Kavitiiten DNA "Lipofectamine 2000"
in Medium in Medium
96 0,2 ugin 25wl 0,5 ulin 25 ul
24 0,8 ug in 50 wl 2,0 wlin 50 ul
6 4,0 ug in 250 ul 10 ul in 250 wl

2.2.5 Proteinanalytische Methoden

2.2.5.1 Radioimmunpraézipitation

Unter einer Prézipitation versteht man die Ausfillung eines 10slichen Antigens unter
Verwendung von spezifischem Antikorper. Nach Transfektion oder Infektion (siehe 2.2.4.3,
2.2.4.7,2.2.4.9) wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und eine halbe Stunde lang
in Labelmedium (1 x MEM with Earle’s salts ohne Methionin, ohne Cystein, mit L-Glutamin
(2 mM) und 2% FCS) inkubiert. Aufgrund des fehlenden Cysteins und Methionins entstand
wihrend des sogenannten "Hungerns" ein Mangel an diesen beiden Aminoséduren. Danach
wurde *°S-markiertes Cystein/Methionin in Labelmedium fiir 2-5 h auf die Zellen gegeben
(10 uCi pro 1 x 10’ Zellen in 35% des normalen Volumens), sodass neu translatierte Proteine
radioaktiv markiert wurden. Nach einem Waschschritt mit PBS wurden die Zellen bei nicht

denaturierender Immunprizipitation in 50 wl/cm” Tritonlysispuffer lysiert. Durch 2 miniitige
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Zentrifugation bei 16000 x g und 4°C wurden die Zellkerne pelletiert, und der Uberstand
konnte in ein neues Reaktionsgefd tiberfiihrt werden. Zur Immunprézipitation wurden
jeweils 100 ul Zelllysat, 200 ul 2 x TNA, 100 ul aqua dest. und eine bestimmte Menge AK
(siehe Tabelle 3 unter 2.1.6) iiber Nacht bei 4°C auf einem Schiittler inkubiert. Zum "Fangen"
des AK-Protein-Komplexes wurde diese Probe je nach Herkunft des eingesetzten AKs mit
50 ul Sepharose-A, -G (Fa. Amersham) oder 20 ul Pansorbin (Fa. Calbiochem) fiir 1 h bei
4°C inkubiert. Zuvor wurde das AK-bindende Protein 3 mal in 1 x TNA gewaschen
(Zentrifugationen bei 2300 x g und 4°C). AnschlieBend wurde der Komplex aus Fénger,
Protein und AK pelletiert (16000 x g, 1 min) und 3 mal mit 600 ul 1 x TNA gewaschen. Nach
einem letzten Waschschritt mit 1 x TNE wurde das Pellet in 20 ul Laemmli Ladepuffer
aufgenommen, mit 5% B-Mercaptoethanol versetzt und 10 min bei 95°C inkubiert. Durch das
Erhitzen und die reduzierende Wirkung des B(-Mercaptoethanols wurden
Disulfidbriickenbindungen bisher nativ gefalteter Proteine gespalten. Nach dem Abkiihlen der
Proben wurden diese 2 min bei 16000 x g zentrifugiert, um das unldsliche Protein A/G bzw.
das Pansorbin von den Ioslichen, nachzuweisenden Proteinen zu trennen. Der Uberstand
wurde in ein neues Reaktionsgefdl iiberfiihrt. Die Proben wurden durch SDS-

Polyacrylamidgelelektrophorese analysiert (siehe 2.2.5.3).

Tritonlysispuffer: Triton X 100 0,50%
Tris-Cl (pH 7,5) 50 mM
NaCl 200 mM
EDTA 1 mM
2 x TNA: Triton X 100 0,50%
BSA 2 mg/ml
Tris-Cl (pH 7,5) 100 mM
NaCl 400 mM
EDTA 2 mM
1 x TNE: Tris-Cl (pH 7,5) 50 mM
EDTA 1 mM
NaCl 150 mM
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Laemmli Ladepuffer: Tris-Cl (pH 6,8) 50 mM
Glycerol 10,00%
SDS 2,00%
Bromphenolblau 0,05%

2.2.5.2 Deglykosylierung von Proteinen

Zur Abspaltung von N-glykosydisch gebundenen Seitenketten wurde das PNGaseF-Kit der
Fa. NEB verwendet. Das nach der nicht denaturierenden Zelllyse und Aufarbeitung der Probe
(siehe 2.2.5.1) erhaltene Sepharose-A-Pellet wurde statt in Laemmli Ladepuffer in dem

Deglykosylierungsansatz (Tab. 19) aufgenommen.

Tabelle 19: Deglykosylierungsansatz

H,0 15,75 wl
Denaturierungspuffer 1,75 ul
10% NP-40 2,50 ul
10 x G7 Reaktionspuffer 2,50 ul
PNGaseF 2,50 ul

Nach Inkubation tiber Nacht bei 37°C wurden 25 ul 2 x Laemmli Ladepuffer zugegeben.
Durch 10 mintitiges Erhitzen auf 95°C wurde denaturiert und anschlieBend fiir 2 min bei
16000 x g zentrifugiert. Der nun sepharosefreie Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefiB

tiberfiihrt und spéter in einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt.

2.2.5.3 SDS-Polyacrvlamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

SDS maskiert die Eigenladungen der Proteine und verédndert deren native Konformation.
Daher werden in Gelen aus vernetztem Polyacrylamid Proteine in einem elektrischen Feld
ausschlieBlich proportional zu ihrer molekularen Masse aufgetrennt. Die Elektrophorese
erfolgte mit Hilfe des Mini-Trans-Blot® Elektrophorese-Systems der Fa. Biorad. Zwei
Glasplatten wurden mit 96% EtOH gereinigt und in einem GelgieBstand eingespannt. Das
untere Trenngel (10-14%ig) wurde gegossen und bis zur vollstdndigen Polymerisation mit
aqua dest. tiberschichtet. Nach 2 fachem Waschen mit aqua dest. wurde tiber das Trenngel ein
Sammelgel (4%) gegossen, in das ein Kamm eingesetzt wurde. Die entstandenen Geltaschen

wurden nach der Polymerisation des Sammelgels dreimal mit Laemmli Laufpuffer
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gewaschen. Anschlieend wurde das Gel in die Elektrophoresekammer eingesetzt. Letztere
wurde mit Laemmli Laufpuffer gefiillt, und die Geltaschen mit den vorbereiteten Proben
beladen. Eine Spannung von 80 V wurde angelegt, bis die Proben ins Trenngel gelaufen
waren. Die Auftrennung der Proteine erfolgte dann bei 120 V. Durch das Auftragen eines
gefidrbten Proteinmarkers (Fa. Fermentas) konnte die Auftrennung verfolgt und, der
erwarteten Proteingr6Be entsprechend, gestoppt werden. Um die Proteingrofe von radioaktiv
markierten Proben abschitzen zu konnen, wurde zusitzlich ein radioaktiver '“C-Marker
(Fa. Amersham) aufgetragen. Mit radioaktiv markierten Proben beladene SDS-
Polyacrylamidgele wurden nach der Elektrophorese fiir 5 min in DMSO gewaschen, fiir 1 h in
2% 2,5-Diphenyloxazol ( = PPO) (in DMSO) inkubiert, wodurch das spatere Signal verstérkt
wurde. Nach der Rehydration in aqua dest. wurde das Gel schlieBlich unter Vakuum bei 80°C
getrocknet. Ein Rontgenfilm (Kodak, BioMax XAR Film) wurde aufgelegt, nach drei Tagen
entwickelt und ausgewertet. Die Analyse der nicht radioaktiven Gele erfolgte per Western

Blot (siehe 2.2.5.4).

Trenngel: Rotiphorese®Gel 40 (37,5 : 1) 10-14%
Tris (pH 8.8) 0,375 M
SDS 0,10%
APS 0,10%
TEMED 0,04%
Sammelgel: Rotiphorese®Gel 40 (37,5 : 1) 4,0%
Tris (pH 6,8) 0,125 M
SDS 0,10%
APS 0,10%
TEMED 0,10%
Laemmli Laufpuffer: Tris 0,200 M
Glycin 1,500 M
SDS 0,40%
2.2.5.4 Western Blot

Beim Western Blot werden in einer SDS-PAGE (siehe 2.2.5.3) aufgetrennte Proteingemische
aus der Polyacrylamidmatrix tiber ein senkrecht zum Gel angelegtes elektrisches Feld eluiert

und auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Bei diesem Vorgang bleibt das Muster der
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elektrophoretischen Auftrennung erhalten, das an den Proteinen angelagerte SDS geht aber
verloren. Daher konnen die Proteine renaturieren, teilweise ihre Sekundér- und Tertidrstruktur
wieder einnehmen, und von AntikOrpern erkannt werden. Der sekundire AK ist mit
"horseradish peroxidase" (HRP) gekoppelt, welche verschiedene Substrate umsetzen kann.
Als Produkt entsteht um den Antigen-AK-Komplex ein chemilumineszierendes Prézipitat,
wodurch schlieBlich ein Film belichtet wird. Nach der Auftrennung der Proteine wurden die
SDS-Polyacrylamidgele aus der Gelkammer entfernt und auf eine Nitrocellulosemembran
gelegt. Von beiden Seiten mit Filterpapier umgeben, wurde das Gel zur Kathode, die
Membran zur Andode gerichtet, in die Blottingapparatur eingespannt. Der Proteintransfer
erfolgte eine Stunde lang unter einer Spannung von 100 V in Western Blot Transferpuffer und
unter Kiihlung durch Eis. Danach wurden die auf die Nitrocellulosemembran transferierten
Proteine 2 min in Fast-Green-Losung (2% Fast-Green in 10%iger Essigsdure) angeféarbt.
Uberschiissiger Farbstoff wurde durch 10%ige Essigsiure entfernt. Um die freien
Bindungsstellen auf der Membran zu blockieren, wurde letztere liber Nacht in 1:10
verdiinntem Roti®Block inkubiert. Am niichsten Tag wurde die Membran je 10 min dreimal
mit PBS/0,05% Tween gewaschen. AnschlieBend erfolgte die einstiindige Inkubation bei RT
mit dem priméiren AK, verdiinnt in PBS/0,05% Tween (siehe Tabelle 3 unter 2.1.6). Dann
wurde die Membran erneut gewaschen und mit dem sekundédren, HRP-konjugierten AK
inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS/0,05% Tween und einem Waschschritt mit
1 M NaCl in PBS wurde die Membran in 2 ml Chemilumineszenz-Substratlésung (Fa. Pierce,
Rockford) fiir 5 min inkubiert. Die Nitrocellulosemembran wurde in eine Plastikfolie
eingeschlagen. Je nach Stirke der Chemilumineszenz wurde ein Rontgenfilm (Kodak,
BioMax XAR Film) fiir 1-600 s aufgelegt. Nach der Entwicklung des Films konnten mit Hilfe

eines gefirbten Proteinmarkers die Proteingroflen abgeschitzt werden.

Western Blot Transfer-Puffer: Tris 303¢g
Glycin 1440 g
Methanol 200 ml

ad 1000 ml aqua dest.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Herstellung und Charakterisierung von GFV-NS2A "charged-to-alanine-scanning"

Mutanten

Uber Funktion und Eigenschaften des GFV-Nichtstrukturproteins NS2A ist bisher wenig
bekannt, allerdings scheint dieses Protein eine Rolle bei der Bildung infektioser Partikel zu
spielen. Letztere konnen nach gezielter Mutation der Aminosédure Lysin an Position 190 im
NS2A zu Serin nicht mehr erzeugt werden, obwohl die Replikation unbeeinflusst bleibt.
AuBerdem werden weiterhin subvirale Partikel gebildet (Kiimmerer & Rice, 2002). Der
beschriebene Defekt wird in trans durch zur Verfligung gestelltes WT-NS1-2A
komplementiert. Die selektive Hemmung der Bildung von infektiosen Partikeln wurde auch
fiir weitere Mutanten im Bereich der NS2Aa-Spaltstelle beschrieben (Kiimmerer &
Rice, 2002). Nach Mutation der Aminosiure Glutamin an Position 189 des NS2A zu Serin
konnte die Infektiositdt durch Ausbildung einer zweiten, neuen Mutation in der
Helikasedomine des NS3 zuriickerlangt werden (Kiimmerer & Rice, 2002). Dies lédsst eine

Interaktion der beiden Proteine NS2A und NS3 vermuten.

In dieser Arbeit war daher von Interesse zu untersuchen, ob noch andere Bereiche des GFV-
NS2A bei der Partikelbildung eine Rolle spielen. Zudem sollte NS2A hinsichtlich weiterer
Funktionen und Eigenschaften analysiert werden. Dazu wurde ein sogenanntes "charged-to-
alanine-scanning" durchgefiihrt, bei dem geladene Aminoséduren (AS) durch ungeladenes
Alanin ersetzt werden. Die ausgetauschten AS sollten moglichst innerhalb eines geladenen
Clusters liegen, da dann der entsprechende Proteinabschnitt aufgrund seiner Hydrophilitit mit
hoher Wahrscheinlichkeit exponiert liegt. Durch den AS-Austausch zu Alanin werden zwar
selten Konformation oder Stabilitit des Proteins verdndert, aber Protein-Protein-Interaktionen
konnen beeinflusst werden (Wertman et al., 1992). Somit kann man Hinweise auf die

Funktion und mogliche Interaktionspartner des zu untersuchenden Proteins erhalten.

3.1.1 Herstellung der GFV-NS2A "charged-to-alanine" Mutanten

Der cDNA-Gesamtklon pACNR/FLYF17Dx enthélt auf einen SP6-Promotor folgend die zum
GFV-Genom komplementidre DNA. Diese kann in vitro zu genomischer RNA transkribiert
werden. Wird letztere in Zellen eingeschleust, so entwickeln sich infektiose GFV-Partikel.

Auf Basis dieses cDNA-Gesamtklones konnen gezielt Mutationen eingefligt werden, sodass
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die Erzeugung von Virusmutanten moglich ist. Die gewiinschten Mutationen wurden zunéichst
durch gerichtete Mutagenese (Primer sieche Tab. 20) in einen Vorklon, der die fiir die NS1-
2A-2B-3-Region kodierende Sequenz des cDNA-Gesamtklons pACNR/FLYF17Dx enthielt,
eingefiigt. War die Mutagenese im 5°-terminalen Bereich des NS2A-Gens erfolgt, wurde die
DNA des Vorklons mit Hilfe der Enzyme Kpnl und Avrll restringiert (Abb. 6A). Durch eine
Dreifragmenteligation des dabei entstandenen Fragments mit den durch Restriktion der
Plasmid-DNA von pACNR/FLYF17Dx durch AvrIl und NgoMI bzw. NgoMI und Kpnl
erzeugten Fragmenten wurde die gewiinschte Mutation in den cDNA-Gesamtklon eingefiigt
(Abb. 6 A). Lagen erzeugte Mutationen im 3 -terminalen Bereich des NS2A-Gens vor,
wurden diese durch AvrII und Sapl ausgeschnitten und mit den beiden Fragmenten
pACNR/FLYF17Dx (SapI-Notl) und pACNR/FLYF17Dx-Nofl-Avrll ligiert (Abb. 6 B). Die
erfolgreiche Mutagenese wurde jeweils durch Sequenzierung bestitigt. In Abbildung 7 ist die
AS-Abfolge des GFV-NS2A-Proteins gezeigt, wobei die in verschiedenen Kombinationen zu

Alanin mutagenisierten AS gekennzeichnet sind.

Kpnl % Avrll Avrll * Sapl
“NS1-NS2A7| aus pNS1-NS3 “NS2A-B”| aus pNS1-NS3
Avrll +  Ngom Sapl + Notl
i “NS2A-NS2B” i aus pACNR/FLYF17Dx “NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5-3'NTR
aus pACNR/FLYF17Dx
NgoM * Kenl | not +  Avi

l “NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5-3 UTR-5"UTR-C-prM-E-NS1” |
aus pACNR/FLYF17Dx

5'NTR-C-prM-E-NS1-NS2A” ‘ aus pACNR/FLYF17Dx

L Notl. 557
g o : f,5P6
5'NTR e ™ §'NTR s, ™
[ P T\
prv o prv T
J3NTR \ (FNTR
; A\ £
pACNRIFLYF17Dx 7 | pACNR/FLYF17Dx
Avrll, 9988 NS5 13451 bp NS1 Avrll, 9988 NSS 13451 bp NS1
Ns2ay/  Kpnl, 4069 Ns2a/
NS48 NS28.- / 1 NS48 NS2B7 %" Avrll, 4630
NS NS4A Ns3 o~ RiEm S NS4A NS3_7
S s B ~" Sapl, 5324
A NgoMl, 7508 B

Abbildung 6A und B: Klonierungsschemata zur Herstellung der NS2A-"charged-to-alanine" Mutanten.
Im oberen Bildabschnitt sind jeweils die drei Fragmente als Balken dargestellt, die zur Klonierung des GFV-
Gesamtklons mit Mutation im NS2A erforderlich waren. Angezeigt sind auch die hierzu verwendeten Enzyme.
Die Kreise symbolisieren jeweils das Ligationsprodukt. Hier sind durch Pfeile die fiir die GFV-Gene
kodierenden Bereiche angezeigt. Sternchen markieren jeweils die mutagenisierte Stelle im NS2A. Striche
kennzeichnen durch Restriktion getrennte Bereiche. Unter A wird die Klonierungsstrategie fiir im N-terminalen
NS2A-Bereich erzeugte Mutationen, unter B die fiir im C-terminalen NS2A-Bereich eingefiigten Mutationen
gezeigt.
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Tabelle 20: Zur gerichteten Mutagenese eingesetzte Primer. Ausgetauschte Nukleotide sind hervorgehoben.

Mutation Nukleotide Primer#
R22A-K23A (agg>geg)+(aaa>gea) BNI 363 und BNI 364
R22A-K23A-R24A (agg>geg)+(aaa>gea)+(aga>gea) BNI 67 und BNI 68
R22A-R24A (agg>geg)+(aga>gea) BNI 5 und BNI 6
K23A (aaa>gca) BNI 271 und BNI 272
K23A-R24A (aaa>gca)+(aga>gca) BNI 365 und BNI 366
K28A (aag>geg) BNI 69 und BNI 70
D50A-K53A (gat>get)+(aaa>gea) BNI 1 und BNI 2
D70A (gac>gec) BNI 3 und BNI 4
R83A (aga>gca) BNI 9 und BNI 10
R93A (agg>geg) BNI 71 und BNI 72
R99A-E100A-R101A (cgg>geg)+(gaa>gea)+(cge>gece) BNI 11 und BNI 12
K124A (aag>geg) BNI 13 und BNI 14
R142A-K143A (agg>geg)+(aaa>gea) BNI 15 und BNI 16
E162A-R164A (gag>geg)+(aga>gea) BNI 7 und BNI 8
K184A-D185A (aag>geg)+(gac>gec) BNI 17 und BNI 18
NS2A

GGAGAAATACATGCTGTCCCTTTTGGTTTGGTGAGCATGATGATAGCAATGGAAGTGGTCCTAAGGAAAAGACAGGGACCAAAGCAAATGTTGGTTGGA
G E I H AV P F 6L V5 MM I AMEV V L REKU ERGOQSGU?PI KOQMTLVG
1 5 10 15 22 23 24 28

GGAGTAGTGCTCTTGGGAGCAATGCTGGTCGGGCAAGTAACTCTCCTTGATTTGCTGAAACTCACAGTGGCTGTGGGATTGCATTTCCATGAGATGAAC
G vv L L 6 A MLV GGOQV TIL L DL L KL TV AV G L HVF HEMN
35 40 45 50 53 60 65

AARTGGAGGAGACGCCATGTATATGGCGTTGATTGCTGCCTTTTCAATCAGACCAGGGCTGCTCATCGGCTTTGGGCTCAGGACCCTATGGAGCCCTCGG
N 6 G b A MY M ALTIAAVF S5 IRPGLULTIGV FGILZRTTILW S P R
70 75 80 83 90 93 99

GAACGCCTTGTGCTGACCCTAGGAGCAGCCATGGTGGAGATTGCCTTGGGTGGCGTGATGGGCGGCCTGTGGAAGTATCTAAATGCAGTTTCTCTCTGC
E R L VL TULGAA AMUWVETIALUGS GV MG GULWIE K YL N AUV S L C
100101 105 110 115 120 124 130

ATCCTGACAATAAATGCTGTTGCTTCTAGGAAAGCATCAAATACCATCTTGCCCCTCATGGCTCTGTTGACACCTGTCACTATGGCTGAGGTGAGACTT
I L T I NAWV A S R KA S NTTIUL PULMALIULTUPWVTMAEVRL
135 142143 150 155 162 164

GCCGCAATGTTCTTTTGTGCCGTGGTTATCATAGGGGTCCTTCACCAGAATTTCAAGGACACCTCCATGCAGAAGACTATACCTCTGGTGGCCCTCACA
A A M F F CA MV I I GV L HOQNTFIEKUDT S MOQE KX TTIPULV ATULT
170 175 180 184185 190 195

CTCACATCTTACCTGGGCTTGACACAACCTTTTTTGGGCCTGTGTGCATTTCTGGCAACCCGCATATTTGGGCGAAGG
L T s ¥L G L T¢Q P F L GULCAVFULA AT RTITFGRR
200 205 210 215 220

Abbildung 7: AS-Abfolge des GFV-NS2A-Proteins und eingefiigte "charged-to-alanine" Mutationen. Die
Abbildung zeigt die GFV-NS2A Nukleotid- und AS-Sequenz. Hervorgehobene AS wurden in verschiedenen
Kombinationen jeweils gegen Alanin ausgetauscht.
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3.1.2 Ermittlung der Phinotypen der GFV-NS2A "charged-to-alanine" Mutanten

Nach der Linearisierung durch Xhol-Restriktion, einer Phenol-Chloroform-Extraktion und
Ethanolfédllung wurde die cDNA des GFV-Gesamtklons in vitro transkribiert. Je 3 ug der
erzeugten RNA wurden durch Elektroporation (EP) in BHK-J-Zellen eingeschleust. Zur
Ermittlung der spezifischen Infektiositidt der RNA wurde ein "infectious center assay" (ICA)
durchgefiihrt. Nach EP wurde mittels Lichtmikroskop jeweils im Abstand von 24 h tiberpriift,
ob sich ein zytopathischer Effekt (ZPE) entwickelte. Zum gleichen Zeitpunkt wurden Proben
aus dem Zellkuturiiberstand zur Titerbestimmung entnommen. Separat nach der
Elektroporation eingesite Zellen, sowie mit Zellkuturiiberstand infizierte Zellen wurden 24 h
nach Elektroporation bzw. Infektion zur Immunfluoreszenz (IF) eingesetzt, um Replikation
und Infektiositit der GFV-Mutanten zu detektieren. Abbildung 8 zeigt einen Uberblick der

Phinotypen der einzelnen "charged-to-alanine" Mutanten.

Die erzeugten Mutationen lieBen sich in folgende drei Gruppen unterteilen:
1. Fiir das Virus letale Mutationen.
2. Mutationen, die weder Einfluss auf Replikation noch Infektiositét hatten.
3. Mutationen, die die Bildung infektioser Partikel verhinderten obwohl eine RNA-

Replikation stattfand.
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Plaques IF nach Plaques IF nach Plaques IF nach
Mutation (ICA)/ EP bzw. [Mutation (ICA)/ EP bzw. |Mutation (ICA)/ EP bzw.
spez. Infekt. Infektion spez. Infekt. Infektion spez. Infekt. Infektion
GFV-WT mock
5,0 x 10° PFU/
R22A
R22A R22A
K23A e R24A
R24A
<3,3 x 10' PFU/,
K23A
K23A R24A K28A
6,7 x 10° PFU/ 2,8 x 10° PFU/,
DS0A
K53A D70A R83A
<3,3 x 10' PFU/ <3,3 x 10' PFU/ 1,7 x 10° PFU/
R99A
R93A E100A K124A
R101A
6.7 x 10° PFU/
R142A E162A K184A
K143A R164A D185A
4,3 x 10° PFU/ug RNA <3,3 x 10' PFU/ug RNA 1,0 x 10° PFU/ug RNA

Abbildung 8: Phinotypen der GFV-NS2A "charged-to-alanine" Mutanten. Die in vitro transkribierte RNA
des GFV-WT bzw. der erzeugten GFV-Mutanten wurde in BHK-J-Zellen elektroporiert. Stufenweise 10fach-
Verdiinnungen der elektroporierten Zellen wurden zusammen mit nichtelektroporierten Zellen ausgesit und mit
einem Agarose-Medium-Gemisch iiberschichtet (ICA). Nach drei Tagen wurden die Zellen des ICA fixiert und
mit Kristallviolettlosung angefirbt. Elektroporierte Zellen sowie mit 24 h-Uberstand infizierte Zellen wurden zur
IF (a-E 6330-mAK und a-Maus IgG-FITC) eingesetzt. Zahlen unter den Plaqueabbildungen geben die
spezifische Infektiositit der elektroporierten RNA in PFU/ug elektroporierter RNA an.

Letale Mutationen

Nicht lebensfihig war das GFV mit der Mutation DSOA-KS3A. Zellen, die mit RNA-
Transkript dieser Virusmutante elektroporiert wurden, zeigten eine negative IF. Im ICA
bildeten sich keine Plaques und auch nach mehreren Passagen entwickelte sich kein ZPE
(Abb. 8). Dementsprechend konnten in den Zellkulturiiberstinden 24, 48 und 72 h nach der
EP keine plaquebildenden Einheiten ("Plaque forming Units" = PFU) detektiert werden
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(Tab. 21). Negative IF zeigten sich ebenfalls nach EP der in vitro transkribierten GFV-RNA
mit den Mutationen D70A bzw. E162A-R164A. Im ICA konnten keine Plaques detektiert
werden (Abb. 8). Dennoch entwickelte sich ein ZPE. Bei Mutante D70A war bereits 24 h
nach EP ein Titer von 1,2 x 10° PFU/ml nachweisbar. Fiir Mutante E162A-R164A konnte erst
48 h nach EP ein Titer von 1,8 x 10> PFU/ml bestimmt werden (Tab. 21).

Tabelle 21: Uberblick der letalen Mutationen und Riick- bzw. Wiedergewinnung infektioser Viren.

Spezifische Titer nach IF IF nach
Muta- Infektiositit 24 h 48 h 72 h h Infektion
nac
tion (PFU/ mit 24 h-
(PFU/ml) ..
ng RNA) EP Uberstand
GFV-WT 5,0x 10° 1,3x10" | 1,2x10° | 8,0x 10’ + +
mock 0 0 0 0
D50A
<3,3x 10" <5 <5 <5
K53A
D70A <3,3x 10! 12x10° | 40x10° | 4,1x 10’ - +
E162A . ) .
<3,3x 10 <5 1,8 x 10 1,3x 10
R164A

Replizierende, infektiose Mutanten

Ebenso wie der Wildtyp (WT) des GFV bildeten folgende Virusmutanten infektiose Partikel:
R22A-K23A, R22A-R24A, K23A, K23A-R24A, K28A, R83A, R93A, K124A, R142A-
K143A, K184A-D185A. Die IF war, wie bei mit GFV-WT-RNA elektroporierten Zellen,
positiv (Abb. 8). Die spezifische Infektiositit der RNA lag zwischen 2,8 x 10° und
1,7 x 10° PFU/ug RNA und éhnelte damit dem fiir die WT-RNA ermittelten Wert (Tab. 22).
Auch die Titer der Zellkulturiiberstinde 24, 48 und 72 h nach EP zeigten keine groB3e
Abweichung von denen des GFV-WT mit einer Ausnahme: Der 24 h-Uberstand von Mutante
K23A-R24A hatte einen Titer von nur 1,0 x 10’ PFU/ml. Dagegen erzielte die Titration der
Zellkulturiiberstinde von anderen infektiosen Mutanten Werte zwischen 1,5 x 10° PFU/ml
und 3,5 x 10’ PFU/ml. Der Titer dieser K23A-R24A-Mutante stieg auch 72 h nach der EP
nicht tiber 2,0 x 10> PFU/ml an, wogegen die Titer der anderen Mutanten und des GFV-WT
durchschnittlich 100 fach héher lagen (siehe Tab. 22). AuBBerdem waren die durch diese
Mutante gebildeten Plaques wesentlich kleiner als die der anderen infektiosen Mutanten und

des GFV-WT (Abb. 8).
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Tabelle 22: Uberblick der Eigenschaften replizierender, infektiéser Mutanten.

Spezifische Titer nach IF IF nach
Muta- Infektiositiit 24 h 48 h 72 h h Infektion
nac
tion (PFU/ mit 24 h-
(PFU/ml) ..
ng RNA) EP Uberstand
GFV-WT 50x10° 1,3x10" | 1,2x10° | 8,0x 10’ + +
mock 0 0 0 0 - -
R22A B . ; ;
50x 10 4,0x 10 1,5x 10 1,0x 10 + +
K23A
R22A B . . ;
50x 10 7,0x 10 50x 10 1,2x 10 + +
R24A
K23A 6,7 x 10° 23x 107 9,5x 107 3,0x 10’ + +
K23A 5 3 5 5
2,8x 10 1,0 x 10° 2,0x 10 1,2x 10 + +
R24A
K28A 3,3x 10° 1,9x 107 5,0x 107 6,0 x 107 + +
R83A 1,7 x 10° 1,5x10" | 40x10" | 2,0x 10’ + +
R93A 6,7x 10° 1,5x10" | 9,0x10" | 2,5x 10’ + +
K124A 5,0x 10° 3,5x 10’ 1,5 x 10’ 3,5x 10’ + +
R142A B . . .
4,3 x 10 1,5x 10 6,5x 10 7,0x 10 + +
K143A
K184A s s , ,
1,0x 10 2,5x 10 45x 10 40x 10 + +
D185A

Replizierende, nicht infektiose Mutanten

Die beiden GFV-Mutanten R22A-K23A-R24A und R99A-E100A-R101A bildeten im ICA
keine Plaques aus (Abb. 8). Demzufolge entstanden keine infektiosen Partikel. Da aber die IF
nach EP positiv war, fand eine Replikation statt. Mangels infektioser Partikel wurde nach
Infektion von Zellen mit 24 h-Uberstand keine positive IF beobachtet (Tab. 23). Wihrend
24 h nach EP noch kein ZPE entstanden war, setzte spéter nach Zellpassage die Zelllyse ein.
Dann konnte auch Virus im Zellkuturiiberstand nachgewiesen werden. Nach EP der in vitro
transkribierten RNA mit der Mutation R22A-K23A-R24A konnte bereits 48 h nach EP ein
Titer von 9,3 x 10° PFU/ml detektiert werden (Tab.23). Mutation R99A-E100A-R101A
entwickelte dagegen erst 48 h nach EP einen Titer von 7,5 x 10° PFU/ml (Tab. 23).
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Tabelle 23: Uberblick der replizierenden, nicht infektiosen Mutanten und Riickgewinnung infektioser
Viren.

Spezifische Titer nach IF IF nach
Muta- Infektiositéit 24h 48 h 72h nach Infektion
tion (PFU/ mit 24 h-
ug RNA) (PFU/ml) EP | Uberstand
GFV-WT 5,0x 10° 1,3x10" | 1,2x10° | 8,0x 10’ + +
mock 0 0 0 0 - -
R22A
K23A <3,3x 10" <5 9,3 x 10° 1,7 x 10* + -
R24A
R99A
E100A <3,3x 10 <5 <5 7,5 x 10 + -
R101A

3.1.3 Charakterisierung der replizierenden. nicht infektiosen NS2A-Mutanten

Unter 3.1.2 stellten sich zwei der untersuchten "charged-to-alanine" Mutanten als replizierend
aber nicht infektios heraus. Um das Replikationsverhalten dieser beiden Mutanten abschétzen
zu konnen, wurde die Expression des Envelope- (E-) Proteins zu verschiedenen Zeitpunkten
nach der EP verfolgt. Jeweils 24, 48 und 72 h nach EP wurden gleiche Zellmengen in
Laemmli Ladepuffer lysiert. Nach einer SDS-PAGE wurden die Proteine auf eine
Nitrocellulosemembran transferiert, worauf das E-Protein mit Hilfe von a-E-Antiserum und

einem entsprechenden PO-gekoppelten Antikorper nachgewiesen werden konnte.

Wie in Abbildung 9 A zu sehen, wurde das E-Protein (ca. 54 kDa grof3) vom GFV-WT bereits
nach 24 h exprimiert. Zwei Tage nach der EP zeigte sich eine leichte Steigerung der
Expression des E-Proteins, die nach weiteren 24 h aufgrund der Zellabnahme durch Zelllyse
stagnierte (Abb. 9 A). Auch die GFV-Mutante R22A-K23A-R24A exprimierte bereits nach
24 h das E-Protein, allerdings im Vergleich zum WT-Virus in geringeren Mengen. In den
folgenden 48 h stieg die Menge an exprimiertem E-Protein stetig an, was durch die
zunehmende Bandenstirke zu verfolgen war (Abb. 9 A). Fiir die R99A-E100A-R101A-
Mutante war nach 24 h noch kein E-Protein nachzuweisen. Nach 48 h zeigte sich eine
schwache Proteinexpression. Erst 72 h nach EP konnte eine mit der 24 h-Bande des GF-WTV
vergleichbare Bande detektiert werden (Abb. 9 A). Zum Vergleich der aufgetragenen
Proteinmengen zeigt Abbildung 9 B die mit Fast-Green angeférbte Nitrocellulosemembran.

Wurde GFV-WT-RNA in BHK-J-Zellen eingeschleust, so war die Zelllyse 72 h spéter bereits
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so weit fortgeschritten, dass nur noch sehr wenige Zellen am Kulturschalenboden anhafteten.
Daher fiel die Proteinmenge der GFV-WT-Probe 72 h nach EP gering aus. Die mit der
mutierten RNA elektroporierten Zellen entwickelten dagegen keinen ZPE, weshalb die

Proteinmengen der aufgetragenen Proben einander entsprachen.

[kDa] M GFV-WT R99A-E100A-R101A R22A-K23A-R24A mock

100 —
75 —

50 — - e

100 —
7% —

24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h

Abbildung 9 A und B: Abschiitzung des Replikationsverhaltens zweier GFV-NS2A Mutanten mittels
Western Blot. In vitro transkribierte RNA des GVF-WT bzw. der angegebenen Mutanten wurde in BHK-J-
Zellen elektroporiert. Nach 24, 48 bzw. 72 h wurden die Zellen in Laemmli Ladepuffer lysiert. Eine Auftrennung
der Proteine erfolgte mittels SDS-PAGE (10%ig). M = Proteinmarker [kDa]. A: Auf eine
Nitrocellulosemembran transferiert, wurde das E-Protein mittels a-E-Antiserum (Kaninchen), a-Kaninchen IgG-
PO (Ziege) und Chemilumineszenz-Reaktion nachgewiesen. B: Durch Fast-Green angefirbte
Nitrocellulosemembran.

Neben dem Replikationsverhalten der beiden Mutanten R22A-K23A-R24A und R99A-
E100A-R101A sollte auBerdem untersucht werden, ob GFV-Proteine in den
Zellkuturiiberstand abgegeben werden. Wie bereits mittels Gradientenzentrifugation gezeigt
werden konnte, wurden nach EP von in vitro transkribierter RNA der Mutante K190S zwar
keine infektiosen Partikel gebildet aber weiterhin subvirale Partikel freigesetzt (Kiimmerer &
Rice, 2002). Letztere enthalten lediglich prM/M und E, wihrend ihnen das Nukleokapsid fehlt
(Stevens & Schlesinger, 1965; Schalich et al., 1996). Zum indirekten Nachweis der durch die
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zu untersuchenden GFV-Mutanten freigesetzten subviralen Partikel wurde das E-Protein im
Zellkulturiiberstand mittels Western Blot nachgewiesen. Nach EP der entsprechenden in vitro
Transkripte wurden zu verschiedenen Zeitpunkten Zellkulturiiberstinde geerntet. Diese
wurden niedrigtourig zentrifugiert, um darin befindliche GFV-Protein exprimierende Zellen
zu entfernen. Um fiir den Nachweis per Western Blot mutmaBlich vorhandene subvirale
Partikel aufzukonzentrieren, wurde der geklirte Uberstand hochtourig zentrifugiert. Die im
Pellet enthaltenen Proteine wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine
Nitrocellulosemembran geblottet. Anschlieend erfolgte der Nachweis von E-Protein mittels
a-E-Antiserum (Kaninchen), einem entsprechenden PO-gekoppelten 2. AntikOrper und

Chemilumineszenzanalyse.

Wie in Abbildung 10 A zu sehen, konnte 24, 48 sowie 72 h nach EP mit GFV-WT-Transkript
im Zellkuturiiberstand das E-Protein nachgewiesen werden. Im Vergleich dazu wurde zu
simtlichen untersuchten Zeitpunkten im Uberstand der mit RNA von Mutante R22A-K23A-
R24A elektroporierten Zellen eine geringere Menge des E-Proteins detektiert. Die mit in vitro
Transkript von Mutante R99A-E100A-R101A elektroporierten Zellen schieden 24 h nach EP
kein E-Protein in den Uberstand ab. Lediglich in den 24 bzw. 48 h nach EP geernteten Proben
konnte das E-Protein detektiert werden (Abb. 10 A). Durch die mit Fast-Green angefirbte
Nitrocellulosemembran ist gezeigt, dass jeweils entsprechende Proteinmengen mittels SDS-

PAGE aufgetrennt wurden (Abb. 10 B).
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[kDa] M mock GFV-WT R99A-E100A-R101A  R22A-K23A-R24A

75— |

75 —

24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h

Abbildung 10 A und B: Nachweis von E-Protein im Zellkuturiiberstand mittels Western Blot. In vitro
transkribierte RNA des GFV-WT bzw. der angegebenen Mutanten wurde in BHK-J-Zellen elektroporiert. Nach
24, 48 bzw. 72 h wurden Zellkulturiiberstinde entnommen. Die geklirten Uberstinde wurden hochtourig
(108565 x g, 1,5 h) zentrifugiert, wonach das Pellet in Laemmli Ladepuffer aufgenommen wurde. Die
Auftrennung erfolgte mittels SDS-PAGE (10%ig). M = Proteinmarker [kDa]. A: Auf eine
Nitrocellulosemembran transferiert, wurde das E-Protein mittels a-E-Antiserum (Kaninchen), a-Kaninchen IgG-
PO (Ziege) und Chemilumineszenz-Reaktion nachgewiesen. B: Durch Fast-Green angefirbte
Nitrocellulosemembran.

3.1.4 Untersuchung zur Temperatursensitivitit der GFV-NS2A-Mutanten

Durch die "charged-to-alanine" Mutagenese konnen temperatursensitive Mutanten entstehen.
Werden Wasserstoffbindungen oder elektrostatische Interaktionen an der Oberflidche des
Proteins destabilisiert, konnen mdogliche Interaktionen des zu untersuchenden Proteins
thermosensitiver werden, wodurch wiederum das Uberleben der entsprechenden Mutante nur
bei einer hohen bzw. niedrigen Temperatur gewihrleistet ist (Alber, 1989). Um zu
untersuchen, ob einige der unter 3.1.2 untersuchten "charged-to-alanine" Mutanten
temperatursensitiv sind, wurden die Zellen nach EP bei 32°C, 37°C und 39°C inkubiert.
Dabei entsprach in allen Fillen jeweils der Phédnotyp bei erniedrigter bzw. erhohter
Temperatur dem bei 37°C beobachteten Phénotyp (Daten nicht gezeigt). Temperatursensitive

Mutanten konnten demnach nicht gefunden werden.
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3.1.5 Isolierung von Revertanten und Suche nach Varianten mit "second site"

Mutationen

Einige der unter 3.1.2 untersuchten "charged-to-alanine" Mutanten bildeten im ICA keine
Plaques aus. Trotzdem entwickelte sich in verschiedenen Féllen spéter ein ZPE, was entweder
auf die Riickmutation der urspriinglich eingefiigten Mutation zum GFV-WT deutet oder auf
die Entstehung einer kompensierenden "second site" Mutation hinweist. Um dies zu
untersuchen, wurden Zellen mit Uberstand infiziert, der nach Entwicklung eines ZPE und
vollsténdiger Zelllyse geerntet worden war. Aus diesen reinfizierten Zellen wurde die RNA
isoliert und mittels RT-PCR und GFV-spezifischen Primern in cDNA umgeschrieben. Die
Nukleotidsequenzen wurden anschlieBend hinsichtlich Riickmutationen bzw. "second site"
Mutationen analysiert. Die durch Sequenzierung abgedeckten GFV-Genomabschnitte sind im

Anhang in Tabelle 31 aufgelistet.

Wihrend die Ursprungsmutation R22A-K23A-R24A jeweils erhalten war, wurden nach
unterschiedlichen EP "second site" Mutationen im NS2B-Bereich (M39L) oder im NS3-
Bereich (D3G, D343G bzw. E347A) identifiziert (Tab. 24). Nach drei unterschiedlichen EP
wurde bei der D70A-Mutante jeweils eine Riickmutation von Alanin zu Asparaginsdure an
Position 70 festgestellt (Tab. 24). Auch nach der EP der Virusmutante R99A-E100A-R101A
konnten bei erhaltener Ursprungsmutation verschiedene "second site" Mutationen identifiziert
werden. Im NS2A mutierte V118 zu Glutaminsdure. Nach drei unterschiedlichen EP wurde
eine Mutation von K124E im NS2A gefunden. Weiterhin wurden nach einer EP "second site"
Mutationen im 3°-NTR-Bereich gefunden: c10837g + t10844a (Tab. 24). Bei Mutation
E162A-R164A blieben die urspriinglich eingefiigten "charged-to-alanine" Mutationen
erhalten. Nach zwei unterschiedlichen EP befand sich an Position 168 im NS2A statt

Methionin Lysin. Einmal wurde an gleicher Stelle ein Arginin analysiert (Tab. 24).
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Tabelle 24: Nach analogen Elektroporationen gefundene "second site" Mutationen. Gefundene "second
site" Mutationen lagen im *'NS2A; **NS2B; **NS3; **3°-NTR.

nach analogen EPs
Ursprungsmutation gefundene "second
site" Mutationen
M39L*?

D3G*’

D343G*

E347A%

AT0D*!

D70A AT0D*!

AT0D*!

V118E*!

K124E*!
R99A-E100A-R101A K124E*!

K124E*!
c10837g** + t10844a**
M168K*'
E162A-R164A M168K*'

M168R*!

R22A-K23A-R24A

3.1.6 Untersuchung der "second site" Mutationen auf kompensierende Eigenschaften

Um zu tberpriifen, ob die unter 3.1.5 gefundenen "second site" Mutationen kompensierend
sind, also zur Wiedererlangung der Infektiositdt und Zytopathogenitét erforderlich sind,
wurde jeweils die zusétzlich entstandene Mutation in den GFV-Gesamtklon mit
entsprechender Ursprungsmutation einkloniert. Nach EP der von der Doppelmutante
abgeleiteten RNA wurde mittels ICA die spezifische Infektiositit der eingesetzten RNA
bestimmt. Im Abstand von 24 h wurde die Entwicklung eines ZPE iiberwacht und Proben aus
dem Zellkuturiiberstand zur spéteren Titerbestimmung entnommen. Um Replikation und
Infektiositdt der GFV-Mutanten zu untersuchen, wurden separat nach der EP eingesite Zellen

sowie mit Zellkuturiiberstand infizierte Zellen zur IF eingesetzt.

Im Gegensatz zu der RNA, die lediglich die Ursprungsmutation enthielt, bildeten sich nach
EP der in vitro Transkripte folgender Doppelmutationen Plaques im ICA aus: M39L(NS2B)
oder D343G(NS3) bei der Ursprungsmutation R22A-K23A-R24A, K124E(NS2A) bei der
Ursprungsmutation R99A-E100A-R101A und M168K(NS2A) oder M168R(NS2A) bei der
Ursprungsmutation E162A-R164A (Tab. 25 und Abb. 11). Demnach handelt es sich um
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kompensierende "second site" Mutationen. Die spezifische Infektiositit der RNA lag mit
4,6 x 10° bis 2,2 x 10° PFU/ml unter dem fiir GFV-WT bestimmten Wert (Tab. 25).
AuBerdem entstanden mit Ausnahme der "second site" Mutation M168R im NS2A deutlich
kleinere Plaques im Vergleich zum GFV-WT (Abb. 11). Nach EP der von den
Doppelmutanten abgeleiteten RNA als auch nach Infektion mit 24 h nach EP geernteten
Zellkulturtiberstinden zeigte sich eine positive IF. Folglich waren Replikationsfidhigkeit und

zuriickerlangte Infektiositit bewiesen (Abb. 11 und Tab. 25).

Ursprungs- Plaques IF nach Ursprungs- Plaques IF nach
und "second- (ICA) EP bzw. und "second- (ICA)/ EP bzw.
site"-Mutation spez. Infekt.  Infektion site"-Mutation spez. Infekt.  Infektion

GFV-WT mock

0,0 PFU

R22A-K23A-R24A R22A-K23A-R24A

M39L*? D343G*

2,2 x 10° PFU/ug RNA
R99A-E100A-R101A E162A-R164A

K124E*! M168K*'

1,2 x 10* PFU/ug RNA
E162A-R164A
M168R*'
4,6 x 10° PFU/ug RNA

Abbildung 11: Phiinotypen von GFV-NS2A '"charged-to-alanine" Mutanten mit kompensierenden
"second site" Mutationen. Nach EP der in vitro transkribierten GFV-RNA bzw. RNA-Transkripten der GFV-
Mutanten wurde ein ICA, wie in der Legende von Abb. 8 beschrieben, durchgefiihrt. Sowohl elektroporierte als
auch mit 24 h-Uberstand infizierte Zellen wurden zur IF (a.-E 6330-mAK und a-Maus IgG-FITC) eingesetzt.
"Second site" Mutationen lagen im *' NS2A; ** im NS2B; ** NS3.
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Tabelle 25: Eigenschaften von GFV-Mutanten nach Einfiihrung kompensierender "second site"
Mutationen. "Second site" Mutationen lagen im *' NS2A; ** im NS2B; ** NS3.

"second- Spezifische Titer nach IF IF nach
Ursprungs- . Infektiositéit 24h 48 h 72h Infektion
site" nach
mutation (PFU/ mit 24 h-
(PFU/ml) .
Mutation ng RNA) EP Uberstand
GFV-WT / 50x 10° 1,3x 107 12x10% | 8,0x 107 + +
mock / 0 0 0 0 - -
R22A M39L*? 6,0 x 10* 9,5x 10° 1,4x10" | 1,2x10° + +
K23A
D343G*? 22x 10° 1,5x 10° 9,5 x 10* 1,2 x 10° + +
R24A
R99A
E100A K124E*! 1,5x 10* 7.0 x 10? 1,L1x10° | 95x 10° + +
R101A
E162A M168K*! 1,2 x 10* 5,5x 10° 1,8 x 10° 1,8 x 10°
R164A M168R*! 4,6x10° 6,5 x 10* 42x10° | 24x10°

Nach EP der in vitro Transkripte folgender Doppelmutationen entstanden keine Plaques im
ICA: E347A (NS3) bzw. D3G (NS3) bei der Ursprungsmutation R22A-K23A-R24A und
V118E (NS2A) oder ¢10837g+t10844a (3°-NTR) bei der Ursprungsmutation R99A-E100A-
R101A (Abb. 12 und Tab. 26). Somit waren diese gefundenen "second site" Mutationen nicht

kompensierend. Wie an der IF nach EP zu sehen, war lediglich die Doppelmutante R99A-

E100A-R101A und V118E replikationskompetent. Die Einfiihrung der tibrigen "second site"

Mutationen in RNA mit den jeweils zugehorigen Ursprungsmutationen resultierte in einem

letalen Phanotypen (Abb. 12). Wie bei den Ursprungsmutationen war eine Reinfektion mit

Zellkuturiiberstand nicht méglich. Die Infektiositidt wurde also nicht zuriickerlangt, vielmehr

ging sogar die Replikationskompetenz durch Einfiigen der meisten "second site" Mutationen

verloren. Daher sind die oben genannten "second site" Mutationen nicht kompensierend.
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Ursprungs- Plaques IF nach
und "second- (ICA)/ EP bzw.
site"-Mutation spez. Infekt. Infektion

Ursprungs- Plaques IF nach
und "second- (ICA)/ EP bzw.
site"-Mutation spez. Infekt. Infektion

GFV-WT mock

R22A-K23A-R24A R22A-K23A-R24A

E347A%

R99A-E100A-R101A
c10847g+t10854a**

<3,3 x 10" PFU/ug RNA

D3G*

R99A-E100A-R101A

V118E*'

<3,3 x 10" PFU/ug RNA

Abbildung 12: Phiinotypen von GFV-NS2A "charged-to-alanine"” Mutanten mit nicht kompensierenden
"second site" Mutationen. /n vitro transkribierte RNA wurde in BHK-Zellen elektroporiert. Wie in der
Legende von Abb. 8 beschrieben, wurde ein ICA durchgefiihrt. Elektroporierte Zellen sowie mit 24 h-Uberstand
infizierte Zellen wurden zur IF (a-E 6330-mAK und a-Maus IgG-FITC) eingesetzt. "Second site" Mutationen
lagen im *' NS2A; ** NS3; ** 3-NTR.

Tabelle 26: Eigenschaften von GFV-Mutanten nach Einfiihrung nicht kompensierender "second site"
Mutationen. "Second site" Mutationen lagen im *' NS2A; ** NS3; ** 3°-NTR.

"second- Spezifische Titer nach IF IF nach
Ursprungs- . Infektiositéit 24h 48 h 72h Infektion
site" nach
mutation (PFU/ mit 24 h-
(PFU/ml) ..
Mutation ug RNA) EP Uberstand
GFV-WT / 50x 10° 1,3x 10’ 1,2x10° | 8,0x10’ + +
mock / 0 0 0 0 - -
R22A
E347A%° <3,3x 10" <5 <5 <5 - -
K23A
D3G*? <3,3x 10" <5 <5 <5 - -
R24A
R99A V118E*! <3,3x 10" <5 <5 <5 + -
E100A c10847g**
<3,3x 10" <5 <5 <5 - -
R101A t10854a%**
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3.1.7 Untersuchung der trans-Komplementation von nicht infektiosen aber

replikationskompetenten GFV-NS2A-Mutanten

Ferner wurde untersucht, ob die zwar replizierenden, aber nicht infektiosen Mutanten R22A-
K23A-R24A und R99A-E100A-R101A in trans zu komplementieren sind. Hierfiir mussten
zundchst Zellen erzeugt werden, die das GFV-NS2A-Protein exprimierten. In
vorangegangenen Arbeiten wurde das nicht zytopathogene Sindbis-Virus (SIN)
Expressionssystem (Agapov et al., 1998) zur Herstellung einer GFV-NS1-2A exprimierenden
Zelllinie verwendet (Lindenbach & Rice, 1997). Rekombinante, selbst replizierende
(Replikon) SIN RNA stellt zwei subgenomische mRNAs her. Das zu exprimierende
Fremdgen, in diesem Fall der fiir GFV NS1-2A kodierende Bereich, steht dabei unter
Kontrolle eines subgenomischen Promotors. Da dem exprimierten GFV-NS1 eine
Signalsequenz (24 C-terminale AS des E-Proteins) vorgeschaltet ist, wird der Transport des
NS1 in das ER-Lumen gewihrleistet. Dort ist eine ER stidndige Protease fiir die Prozessierung
an der NS1-2A Spaltstelle verantwortlich, so dass der authentische N-Terminus des NS2A
generiert wird. Ein zweiter subgenomischer Promotor reguliert die Expression des pac-Gens,

das fiir die Puromyzin N-acetyltransferase kodiert.

Nach EP von BHK-Zellen mit in vitro transkribierter RNA von pSINrepl19/NS1-2A wurden
replikonexprimierende Zellpopulationen durch Zugabe von Puromyzin selektiert. Die
etablierte Zelllinie wurde mit in vifro Transkripten der zu untersuchenden GFV-Mutanten
elektroporiert. Als Positivkontrolle diente die GFV-NS2A Mutante K190S, fiir die bereits
eine trans-Komplementation durch NS1-2A exprimierende Zellen erfolgreich gezeigt werden
konnte (Kiimmerer & Rice, 2002). Zur Ermittlung der spezifischen Infektiositdt wurde ein
ICA durchgefiihrt. Sowohl 24 h nach EP fixierte Zellen als auch mit 24 h-Uberstand infizierte
Zellen wurden zur IF eingesetzt. AuBBerdem wurde tédglich die Entstehung eines ZPE mittels
Lichtmikroskop tiberpriift. Die Titer der im Abstand von 24 h geernteten Zellkulturiiberstdnde

wurden bestimmt.

Wie in Abbildung 13 und Tabelle 27 zu sehen, entstanden Plaques im ICA, wenn in vitro
transkribierte RNA der bereits bekannten Mutante K190S (Kiimmerer & Rice, 2002) in NS1-
2A exprimierende Zellen elektroporiert wurde. Dagegen konnten sich ohne die in trans zur
Verfiigung gestellten Proteine keine Plaques entwickeln. Durch Titration der BHK-
Zellkulturiiberstinde auf BHK-Zellen wurde kein Virustiter detektiert. Dagegen wurde im

24 h nach EP geerntetem Zellkuturiiberstand der NS1-2A-exprimierenden Zellen durch
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Titration auf ebensolchen Zellen ein Titer von 9,0 x 10* PFU/ml erreicht (Tab. 27). Im
Verhiltnis zum GFV-WT entstanden allerdings kleinere Plaques (Abb. 13) und die Titer
lagen 24 bis 72 h nach EP um das 10- bis 100-fache unter denen der mit GFV-WT-RNA
elektroporierten Zellen (Tab. 27). Die IF war nach EP von BHK- sowie von
replikonexprimierenden Zellen positiv. Wurden allerdings BHK-Zellen mit
Zellkuturiiberstand infiziert, der nach EP von BHK-Zellen geerntet wurde, so war die IF
negativ. Infizierte man dagegen BHK-Zellen oder auch BHK-NSI1-2A-Zellen mit
Zellkuturiiberstand, der nach einer EP von NS1-2A exprimierenden Zellen geerntet wurde,
war die IF positiv (Abb. 13 und Tab. 27). Die Mutation K190S kann also durch zur
Verfiigung gestelltes WT-GFV-NS1-2A in trans komplementiert werden, d.h. infektiose
Viruspartikel konnen nun freigesetzt werden, wodurch eine Reinfektion von Zellen
ermdglicht wird. Ahnlich verhielt sich auch die Mutante R22A-K23A-R24A. Im Gegensatz
zu mit in vitro transkribierter RNA elektroporierten BHK-Zellen entstanden nach EP von
NS1-2A exprimierenden Zellen Plaques im ICA (Abb. 13). Wihrend im BHK-
Zellkuturiiberstand 24 h nach der EP kein Virus nachzuweisen war, enthielt der Uberstand der
NS1-2A exprimierenden Zellen bereits 7,0 x 10° PFU/ml. Daher ist auch die R22A-K23A-
R24A-Mutante in trans komplementierbar. Zwei Tage nach EP konnte auch auf den BHK-
Zellen ein Virustiter nachgewiesen werden. Dieser war im Vergleich zum Titer des NS1-2A-
Zellkulturiiberstandes geringer und beruhte wahrscheinlich, wie bereits in vorangegangenen
Versuchen untersucht, auf der Entwicklung einer kompensierenden "second site" Mutation.
Wie bei der oben beschriebenen Mutante K190S waren die durch frans-Komplementation
entstandenen Plaques im Vergleich zum GFV-WT kleiner, und die Titer der
Zellkulturiiberstinde lagen im Vergleich sogar 2 bis fast 4 log,,-Stufen niedriger. Die
Ergebnisse der IF entsprechen denen der Mutation K190S und beweisen ebenfalls die trans-
Komplementation der Mutante R22A-K23A-R24A. Im Gegensatz zu den oben beschriebenen
GFV-NS2A Mutanten konnte nach EP des in vitro Transkripts der Mutante R99A-E100A-
R101A in NS1-2A exprimierende Zellen keine Plaquebildung im ICA nachgewiesen werden
(Abb. 13). Auch die IF von BHK bzw. NS1-2A exprimierenden Zellen, die mit
Zellkulturiiberstand aus dem Trans-Komplementationsversuch inkubiert wurden, verlief
negativ. Dies ist wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren, dass 24 h nach EP in NS1-2A
exprimierenden Zellen ein Titer von nur 1,5 x 10" PFU/ml nachgewiesen werden konnte
(Tab. 27). Da aber in bisherigen Experimenten mit BHK-Zellen keine "second site" Mutation

innerhalb von 24 h entstanden war, deuten die Ergebnisse folgender Infektionsversuche
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dennoch auf eine frans-Komplementation der Mutante R99A-E100A-R101A hin. Wahrend
BHK-Zellen nicht durch den 48 h nach EP von BHK-Zellen geernteten Uberstand infiziert
werden konnten (negative IF), war eine Infektion mdglich (positive IF), wenn der Uberstand

aus einer EP von NS1-2A exprimierenden Zellen stammte (Tab. 27 und Abb. 13).

NS1-2A-Zellen BHK-J-Zellen
. Plaques IF nach Plaques IF nach
Mutation | 0 p)/ EP bzw. (ICA)/ EP bzw.
spez. Infekt. Infektion | spez.Infekt. Infektion

N

GFV-WT

mock

K190S

4,3 x 10° PFU/ug RNA

R22A
K23A
R24A

R99A
E100A
R101A

<3,3x10' PFU/ug RNA _ |<3,3 x 10' PFU/ug RN

Abbildung 13: Trans-Komplementation der GFV-Mutanten R22A-K23A-R24A und R99A-E100A-R101A.
Die in vitro transkribierte RNA wurde in WT-NS1-2A exprimierende Zellen elektroporiert. Wie in der Legende
von Abb. 8 beschrieben, wurde ein ICA durchgefiihrt. Sowohl elektroporierte als auch mit 24 h-Uberstand
infizierte Zellen (48 h-Uberstand fiir Mutante R99A-E100A-R101A) wurden zur IF (o-E 6330-mAK und
a-Maus IgG-FITC) eingesetzt. Als in trans zu komplementierende Positivkontrolle diente Mutante K190S.
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Tabelle 27: Trans-Komplementation der Mutanten R22A-K23A-R24A und R99A-E100A-R101A. BHK-
Zellkulturiiberstinde wurden auf BHK-Zellen titriert und zur Infektion von BHK-Zellen eingesetzt. Dagegen
wurden Uberstéinde aus EP von NS1-2A exprimierenden Zellen auf NS1-2A-Zellen titriert und zur Infektion von
NS1-2A-Zellen eingesetzt. Als in trans zu komplementierende Positivkontrolle diente Mutante K190S.
n. b.: nicht bestimmt.

Spezifische Titer nach IF IF nach
Muta- Zell Infektiosit:it 24h 48 h 72h h Inf. mit
elen nac
tion (PFU/ 24h- 48 h-
(PFU/ml) .
ng RNA) EP Uberstand
BHK-J 5,0x 10° 1,3 x 10’ 12x10% | 8,0x 107 + + n. b.
GFV-WT
NS1-2A 8,3 x 10° 1,0 x 10’ 1,L1x10" | 3,0x10° + + n. b.
BHK-J 0 0 0 0 - - n. b.
mock
NSI1-2A 0 0 0 0 - - n. b.
BHK-J <3,3x 10" <5 <5 <5 + - n. b.
K190S
NSI1-2A 43x 10* 90x 10* | 6,5x10° | 3,0x10° + + n. b.
R22A BHK-J <3,3x 10" <5 9,3 x 10° 1,7 x 10* + - n. b.
K23A
R24A NS1-2A 4.2 x 10* 70x10° | 50x10* | 6,5x10* + + n. b.
R9IA BHK-J <3,3x 10" <5 <5 7.5 x 10% + - -
E100A
RIOLA NS1-2A <3,3x 10" 1,5x 10" | 45x10° | 8,5x10° + - +

3.1.8 Analyse einer vermuteten zweiten Spaltstelle im NS2A

Flavivirale Serinproteasen erkennen und spalten eine Abfolge von zwei AS mit basischem
Rest und eine darauffolgende AS mit kurzer Seitenkette (Chambers et al., 1990a). Im Fall von
GFV sind die Spaltstellen an den Positionen P2, P1 und P1” [(R/K/Q)-(R/K) | (G/S/A/T)]
hoch konserviert (Chambers et al., 1990a). Neben den Spaltstellen zwischen den einzelnen
Nichtstrukturproteinen konnte auch im C-terminalen NS2A-Bereich eine interne
serinproteaseabhidngige Spaltstelle identifiziert werden (Nestorowicz et al., 1994; Kiimmerer
& Rice, 2002). Die Prozessierung an dieser sogenannten NS2Ao-Spaltstelle (Q189-K190 |,
T191) fiihrt dazu, dass neben NS2A ein C-terminal verkiirztes NS2A-Protein, das NS2Aa.,
entsteht (Abb. 14). Untersuchungen von NS2Aa-Spaltstellenmutanten zeigten, dass aufgrund
einzelner AS-Austausche an den Positionen P2 und P1 ein geringfiigiger GroBenshift des
NS2A zu beobachten war. Interessanterweise wurde zwischen den NS2A- und NS2Aa-
Banden eine weitere Bande detektiert, die jeweils dem GroBenshift des NS2A folgte
(miindliche Mitteilung, Dr. B. Kiimmerer). Dies lie} die Entstehung eines weiteren NS2A-

Spaltproduktes vermuten. Im N-terminalen Teil des NS2A-Proteins findet sich die AS-
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Abfolge R24-Q25-G26, die eine potentielle, serinproteaseabhidngige Spaltstelle darstellt.
Dabei konnte die Prozessierung aufgrund von Q statt R oder K an Position P1 suboptimal
verlaufen. Eine Spaltung zwischen den AS R24-Q25 | G26 im NS2A (Abb. 14) konnte die
detektierte, dem NS2A-GroBenshift folgende Bande erkléiren.

NS2AB NS2Aa
X? X
R24'Q25 GZG Q139'K190 T191
Y Y
G, NS2A Roz |
G, NS2A« Kio0
Gy NS2Ap Rozs |
Gy NS2Aa-f Koo

Abbildung 14: NS2A-interne Serinproteasespaltstellen. Die Balken stellen das ungespaltene NS2A bzw. die
Produkte nach méglicher Serinproteasespaltung (NS2Aa, NS2AB, NS2Ao-f) dar. Dabei sind jeweils die erste
und letzte AS eines (Teil-)Proteins angezeigt. Weiterhin sind die AS-Sequenzen der NS2Aa- und der
mutmaBlichen NS2AB-Spaltstelle markiert.

Um zu untersuchen, ob die AS-Abfolge R24-Q25 | G26 tatsdchlich eine
serinproteaseabhéngige Spaltstelle ist, sollte diese durch Mutagenese erstens optimiert und
zweitens zerstort werden. AnschlieBend sollte der Phéinotyp der hergestellten Mutanten sowie

das Spaltungsmuster im NS2A-Bereich analysiert werden.

Zur Herstellung der Mutante mit optimierter Spaltstelle wurde die AS Glutamin an
Position 25 des NS2A mit Hilfe der Primer BNI 275 und BNI 276 durch gerichtete
Mutagenese gegen ein Arginin ausgetauscht. Die Klonierungsstrategie entsprach dem in
Abbildung 6A (siehe 3.1.1) gezeigten Schema. Diese Mutante replizierte, war infektios und
zeigte eine dhnliche Wachstumskurve wie der GFV-WT (Daten nicht gezeigt). Als Varianten
mit zerstorter NS2AR-Spaltstelle wurden die unter 3.1.1 erzeugten Mutanten R22A-K23A-
R24A und K23A-R24A verwendet. Beide replizierten, allerdings war die Bildung infektioser
Partikel der R22A-K23A-R24A-Mutante unterbunden, bei Mutante K23A-R24A
beeintrichtigt (kleinere Plaques als GFV-WT). Die bereits unter 3.1.7 erwihnte Mutante
K190S mit beseitigter NS2Aa-Spaltstelle wurde als Kontrolle mitgefiihrt. Fiir sie ist bekannt,
dass im Vergleich zum GFV-WT kein NS2Aa-Protein nachweisbar ist (Kiimmerer &
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Rice, 2002). AuBBerdem wurde eine Mutante untersucht, der sowohl die NS2Aa.- als auch die
vermutete zweite Spaltstelle fehlten. Hierzu wurde die Mutation R22A-K23A-R24A unter
Verwendung der Restriktionsenzyme Kpnl, AvrIl und NgoMI in den GFV-Gesamtklon, der
bereits die Mutation K190S trug, eingefiigt (Klonierungsschema siehe 3.1.1, Abb. 6A). Die so
erzeugte Doppelmutante verhielt sich wie die entsprechenden Einzelmutanten R22A-K23A-
R24A und K190S. Sie replizierte (positive IF), war aber nicht infektios (kein ZPE) (Daten
nicht gezeigt).

Einen Tag nach EP der von den Mutanten abgeleiteten in vitro transkribierten RNAs erfolgte
eine radioaktive Markierung der translatierten Proteine mit **S Methionin/Cystein. Die
geernteten Zelllysate wurden fiir die Immunpréizipitation mit einem GFV spezifischen
Antiserum ("hyperimmune ascitic fluid" = HIAF) eingesetzt. Mit Hilfe dieses Serums ldsst
sich NS2A wie auch NS2Aa bzw. das mutmaBliche NS2Af unter nicht denaturierenden
Bedingungen aus dem Lysat GFV-infizierter Zellen préizipitieren. Da unter denaturierenden
Bedingungen oder nach alleiniger, transienter Expression des NS2A-Proteins kein Nachweis
mit HIAF erfolgt, wird eine Prézipitation tiber Interaktion (Koimmunprézipitation) mit
anderen flaviviralen Proteinen vermutet. Anschliefend folgten Proteinauftrennung mittels

SDS-PAGE und Fluorographieanalyse.

Wie Abbildung 15 zeigt, konnten nach der EP der GFV-WT-RNA (Spur 1) neben den
Proteinen NS4B (~27 kDa), prM (~25 kDa) und NS2B (~14 kDa) auch die NS2A-
spezifischen Proteine NS2A (~23 kDa), NS2A (~20 kDa), NS2Aa (~18 kDa) und NS2Aa-f
(~15 kDa) aus dem Zelllysat mittels HIAF prézipitiert werden. Die in Spur 2 aufgetrennten
Proteine der Q25R-Mutante mit optimierter NS2AB-Spaltstelle entsprachen denen des GFV-
WT, allerdings war die Bandenstdrke des NS2Aa-f3-Proteins stirker als beim GFV-WT. Im
Vergleich zu den in Spuren 1 und 2 entstandenen Banden wurden die Proteine NS2Aa und
NS2Ao-f von der K190S-Mutante mit zerstorter NS2Ao-Spaltstelle nicht exprimiert
(Abb. 15, Spur 5). Im Vergleich zum GFV-WT konnten nach Antigenprizipitation aus
Zelllysaten der beiden Mutanten mit zerstorter NS2Ap-Spaltstelle R24A-K23A-R24A und
K23A-R24A nur schwache NS2A-Banden detektiert werden (Abb. 15 Spuren 3 und 4).
Erstaunlicherweise entstanden sowohl sehr schwache Banden in HOhe des vermuteten
NS2AB- als auch NS2Aa-fB-Proteins. Auffillig waren auch die erniedrigten Laufhchen der im
Vergleich zum GFV-WT schwicheren NS2Aa-Banden dieser beiden Mutanten. Nach EP des

in vitro Transkripts der Doppelmutante mit zerstorter NS2Ao.- und NS2AR-Spaltstelle
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(R24A-K23A-R24A+K190S) konnte keine NS2A-spezifische Bande detektiert werden
(Daten nicht gezeigt).

Zusammenfassend konnten mittels der Mutanten mit zerstorter mutmaBlichen NS2AR-
Spaltstelle keine Aussagen zur NS2AB-Spaltstelle getroffen werden. Das verstéirkte Auftreten
der 15 kDa Bande bei der Q25R-Mutante ldsst jedoch vermuten, dass sich im Bereich der AS
24-25 | 26 eine suboptimale Serinproteasespaltstelle befindet.

WT opt. - - WT - p-Spaltstelle
WT WT WT WT - - a-Spaltstelle
[kDa] M R22A | K23A
GFV-WT | Q25R | K23A | p,,, | K190S | mock
R24A
1 2 3 4 5 6
<« NS4B
25 - - prM
*+ NSZAS";
<« NS2AB?(™)
<« NS2Aa(*™)
15 — | «— NS2Aa-p?(****)
| <= NS2B

HIAF

Abbildung 15: Radioimmunprizipitation der Mutanten mit mutierter, mutmaBlicher NS2Ap-Spaltstelle.
Die von den Mutanten abgeleitete, in vitro transkribierte RNA wurde in BHK-J-Zellen elektroporiert; 24 h spéter
wurden die zu exprimierenden Proteine mittels S Methionin/Cystein radioaktiv markiert. Die unter nicht
denaturierenden Bedingungen gewonnenen Zelllysate wurden einer Prizipitation mittels HIAF und Sepharose-A
unterzogen. Die Auftrennung der prézipitierten Proteine erfolgte durch SDS-PAGE (14%ig).
M = Proteinmarker [kDa]. NS2A-spezifische Banden wurden mit Hilfe von Sternchen hervorgehoben.

3.2 Untersuchung der Interaktion von NS2A und NS3 im T7-Vaccinia-Virus-System

Fiir die beiden replizierenden aber nicht infektiosen GFV-NS2A-Mutanten Q189S
(Kiimmerer & Rice, 2002) und R22A-K23A-R24A (siehe 3.1.6) konnte jeweils eine
kompensierende "second site" Mutation an Position 343 im NS3 detektiert werden. Dies

deutet auf eine Interaktion zwischen den Proteinen NS2A und NS3 hin.
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3.2.1 Herstellung der Expressionsplasmide pGST-NS2A und pNS3

Um zu untersuchen, ob eine Interaktion dieser beiden NS-Proteine stattfindet, wurden die fiir
die AS kodierenden Sequenzen einzeln in den Vektor pCITE®-2a(+) kloniert. Da gegen GFV-
NS2A kein spezifischer Antikérper vorhanden ist, wurde fiir spétere
Immunprézipitationsuntersuchungen NS2A mit N-terminaler Glutathion-S-Transferase-
(GST-) Fusion exprimiert. Im folgenden wird die Klonierung des Plasmidkonstruktes pGST-
NS2A beschrieben (Klonierungsschema siehe Abb. 16 A). Mit Hilfe der Primer BNI 55 und
BNI 56 (siehe Tab. 2, 2.1.3) wurde zunéchst per PCR das fiir GST kodierende Fragment
synthetisiert. Als DNA-Matrize diente das Plasmid pGST, das die GST-Nukleotidsequenz
enthdlt. Das NS2A-Fragment wurde unter Verwendung der Primer BNI 57 und BNI 232
amplifiziert. Hier diente die cDNA des GFV-WT-Gesamtklons als Matrize. Nach der
Restriktion der PCR-Fragmente mit den Enzymen Ncol und Sacll (GST-Fragment) bzw.
Sacll und Xbal (NS2A-Fragment) und der Restriktion des Vektors pCITE®-2a(+) durch Ncol
und Xbal (Abb. 16 A) wurden die drei entstandenen DNA-Fragmente ligiert und in Bakterien
transformiert. Die aus den gewachsenen Kolonien préparierte Plasmid-DNA wurde
sequenziert. Zur Herstellung des Plasmids pNS3 (Abb. 16 B) wurde zunichst das NS3-
Fragment amplifiziert, wozu die Primer BNI 61 und BNI 99 und die DNA des GFV-WT-
Gesamtklons eingesetzt wurden. Nach der Restriktion mit Ncol und Xhol wurde das PCR-

Fragment in die entsprechend restringierte Vektor-DNA kloniert (Abb. 16 B).

Neol Sacll  Sacll Xbal Ncol Xhol
| BNI 55— GST «BNIS5S6 | . ENI 57— NS2A —BNI 232 BNI 61— NS3 «—BNI 99
+ pCITE Ncol, Xbal + pCITE Ncol, Xhol
Neol, 1 Neol, 1
Sacll, 700
GST
NS3
NS2ZA
pGST-NS2A pNS3
5074 bp Xbal, 1380 5614 bp
/" Xhel, 1881
A pCITE B ~_ PCITE__~~

Abbildung 16: Klonierungsschemata der Plasmide pGST-NS2A und pNS3. A: pGST-NS2A. B: pNS3. Die
durch PCR erzeugten Fragmente sind als Balken dargestellt, wobei die dazu benétigten Primer, sowie das PCR-
Produkt angezeigt sind. Weiterhin sind die Enzyme aufgezeigt, die zur Restriktion der entsprechenden
Fragmente benétigt wurden. Die Kreise stellen jeweils die Ligationsprodukte dar, wobei unter A eine
Dreifragmente-, unter B eine Zweifragmenteligation durchgefiihrt wurde.
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3.2.2 Analyse der Interaktion zwischen NS2A und NS3 mittels Koimmunprézipitation

Um zu untersuchen, ob die Proteine NS2A und NS3 interagieren, wurde eine transiente
Expression im T7-Vaccinia-Virus-System durchgefiihrt. Eine Stunde nach Infektion mit
modifiziertem T7-Vaccinia-Virus erfolgte die Transfektion der Plasmide pGST-NS2A, pNS3
bzw. die Kotransfektion der beiden Konstrukte. Nach 4 h wurden die zu exprimierenden
Proteine mittels S Methionin/Cystein markiert. Die unter nicht denaturierenden
Bedingungen hergestellten Zelllysate wurden zur Immunprézipitation mit o-NS3- oder
a-GST-Antiserum eingesetzt. Nach Auftrennung der prézipitierten Proteine mittels SDS-

PAGE folgte die Analyse durch Fluorographie.

Nach Expression und Prézipitation des GST-NS2A-Proteins durch a-GST-Antiserum konnte
eine ca. 45 kDa groBle, dem Fusionsprotein entsprechende Bande nachgewiesen werden
(Abb. 17 A, Spur 5 und Abb. 17 B, Spur 1). Eine Expression des NS3-Proteins und
anschliefende Prézipitation durch a-NS3-Antiserum resultierte in einer ca. 70 kDa grof3en
NS3-Bande (Abb. 17 A, Spur 1 und Abb. 17 B, Spur 5). Nach Kotransfektion der beiden
Plasmide pGST-NS2A und pNS3 konnte mit Hilfe der Antiseren a-NS3 (Abb. 17 A, Spur 2)
bzw. a-GST (Abb. 17 B, Spur 2) sowohl die GST-NS2A- als auch die NS3-Bande detektiert
werden. Wie die Abbildungen 18 A und B (jeweils Spur 3) zeigen, wird weder das GST-
NS2A-Fusionsprotein durch a-NS3-Antiserum, noch das NS3-Protein durch das a-GST-
Antiserum prizipitiert. Nach Transfektion des Vektors pCITE®-2a(+) und Prizipitation der
Zelllysate konnte weder durch a-NS3- (Abb. 17 A, Spur 4) noch mittels a.-GST-Antiserum
(Abb. 17 B, Spur 4) eine spezifische Bande auf Hohe des NS3 bzw. des GST-NS2A detektiert
werden. Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass eine Koimmunprézipitation der beiden

GFV-Proteine NS2A und NS3 moglich ist und daher eine Interaktion stattfindet.
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- PGST-NS2A | pGST-NS2A LGSTNSZA
[kDa] M pNS3 pNS3 ) pCITE®-2a(+) :
1 2 3 . s
© <— NS3
GST-
: -
" NS2A
A a-NS3 a-GST

Abbildung 17 A: Nachweis der Interaktion zwischen NS2A und NS3 durch a-NS3-Prizipitation. Die
Plasmid-DNA der Konstrukte pGST-NS2A und pNS3 wurden separat bzw. gemeinsam in T7-Vaccinia-Virus
infizierte BHK-J-Zellen transfiziert. AnschlieBend wurden die zu exprimierenden Proteine mittels
S Methionin/Cystein radioaktiv markiert. Nach der Zelllyse unter nicht denaturierenden Bedingungen erfolgte
die Prizipitation der Proteine mit Hilfe von a-NS3-Antiserum und Sepharose-A bzw. a-GST-Antiserum und
Sepharose-G. Die prizipitierten Proteine wurden mittels SDS-PAGE (12%ig) aufgetrennt und anschliefend
durch Fluorographie analysiert. M = “C-Proteinmarker [kDa].

pGST-NS2A | pGST-NS2A - TE*.24
- +
[kDa] M : oNss | pnsa | T s
1 2 3 4 5
6 — <« NS3
446 — - GST-
NS2A
0
. a-GST a-NS3

Abbildung 17 B:
sieche Abb. 17 A.

Nachweis der Interaktion zwischen NS2A und NS3 durch a-GST-Prizipitation. Legende
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Die oben beschriebene Interaktion zwischen NS2A und NS3 wurde auBlerdem sowohl bei
Hemagglutinin- (HA-) als auch bei Flag-markierten NS2A-Fusionsproteinen beobachtet

(Daten nicht gezeigt).

3.2.3 Einfluss von Mutationen im NS2A und NS3 auf die Interaktion der beiden Proteine

In den vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass bestimmte Mutationen im
GFV-NS2A [R22A-K23A-R24A (siehe 3.1.2) und Q189S (Kiimmerer & Rice, 2002)]
selektiv die Bildung bzw. Freisetzung infektioser Partikel hemmen konnen. Aufgrund der
Entstehung der kompensierenden "second-site" Mutation D343G im NS3 wurde eine
Interaktion zwischen NS2A und NS3 vermutet, welche durch Koimmunprézipitationsanalyse
bestitigt werden konnte (siehe 3.2.2). In diesem Zusammenhang stellte sich die Frage, ob eine
Korrelation zwischen der Bildung bzw. Freisetzung der infektiosen Partikel und der NS2A-
NS3-Interaktion besteht. Daher sollte im folgenden gepriift werden, ob die Einfiihrung dieser
Mutationen in das NS2A mit einer Zerstorung der NS2A-NS3-Interaktion einhergeht und ob

nach Einfiihrung der "second-site" Mutation in das NS3 die Interaktion wieder erfolgen kann.

Um diese Untersuchungen durchfiihren zu konnen, wurde zunéchst die Mutation R22A-
K23A-R24A bzw. Q189S in das unter 3.2.1 beschriebene Konstrukt pGST-NS2A eingefiigt.
Die Klonierungsstrategie (siehe Abb. 16 A) entsprach der unter 3.2.1 beschriebenen,
allerdings wurden jeweils DNA-Matrizen verwendet, die die gewlinschten Mutationen bereits
enthielten. Auflerdem wurde eine Doppelmutante hergestellt, in der beide Mutationen im
NS2A vorhanden waren. Weiterhin wurde die Mutation D343V, die nach EP der Q189S-
Mutante besonders héufig als "second-site" Mutation gefunden wurde (miindliche Mitteilung,
Dr. B. Kiimmerer), in die Plasmid-DNA von pNS3 eingeschleust. Die Klonierung erfolgte,
wie unter 3.2.1 beschrieben (siehe Abb. 16 B), wihrend die erwiinschte Mutation in der
Matrizen-DNA bereits enthalten war. Nach Kotransfektion der Konstrukte pGST-
NS2AmutR22A-K23A-R24A und pNS3 bzw. pNS3mutD343V konnten nach Prizipitation
durch a-NS3- bzw. a-GST-Antiserum sowohl die dem NS2A-Fusionsprotein als auch die
dem NS3-Protein entsprechende Bande detektiert werden (Abb. 18 A, Spuren 3-6). Ebenso
konnte eine Koimmunprézipitation fiir die exprimierten Proteine der Konstrukte pGST-
NS2AmutQ189S und pNS3 bzw. pNS3mutD343V mittels a-NS3- bzw. a-GST-Antiserum
nachgewiesen werden (Abb. 18 A, Spuren 8-11). Im Gegensatz zum NS2A-Fusionsprotein
ohne Mutation (Abb. 18 B, Spur 1) konnte das mit Doppelmutation R22A-K23A-
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R24A+Q189 nach Koexpression des NS3- bzw. NS3mutD343V-Proteins nicht durch
a-NS3-Antiserum prézipitiert werden (Abb. 18 B, Spuren 2 und 3). Die Fluorographieanalyse
nach Prizipitation mittels a-GST-Antiserum (Abb. 18 B, Spuren 5-8) zeigt lediglich
schwache GST-NS2A-Banden. Ob eine Koimmunprizipitation stattfindet, wird aus diesem
Gel nicht ersichtlich, da von den mit pCITE®-2a(+) transfizierten Kontrollzellen (Spur 8) ein
Protein exprimiert wurde, das auf der Hohe des NS3-Proteins lief.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass in das NS2A-Protein eingefiihrte Mutationen,
welche mit der Hemmung der Bildung/Freisetzung infektidser Partikel einhergehen, nicht zur

Verhinderung der NS2A-NS3-Interaktion fiihren.

+ + () | (%) | *+ + - + + + + - Interaktion
WT mut R22A-K23A-R24A | PSITE™ mut Q189S Pea) | PGST-NS2A
[kDa] M WT | WT WT |D343v| WT |D343v| D343V | WT |D343v| WT |D343V| D343V pNS3
1 | 2| 3 | 4|56 7 [ 8] 9 |10 11| 12

«— NS3

. GST-
NS2A

&
)
X

A

Abbildung 18 A: Interaktionsnachweis der Proteine NS2A und NS3 bzw. deren Mutationsvarianten
mittels Koimmunprizipitationsassay. Nach T7-Vaccinia-Virus Infektion und Plasmidtransfektion von BHK-J-
Zellen erfolgte eine radioaktive Proteinmarkierung mittels **S Methionin/Cystein. Die unter nicht
denaturierenden Bedingungen gewonnenen Zelllysate wurden einer Prizipitation mit a-NS3-Antiserum und
Sepharose-A bzw. a-GST und Sepharose-G unterzogen. AnschlieBend wurden die Proben per SDS-PAGE
aufgetrennt (12%ig) und durch Fluorographie analysiert. M = "“C-Proteinmarker [kDa]. Besonders schwache
Banden sind mit Sternchen hervorgehoben.
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+ - - - (+) (=) (=) () Interaktion
R22A-K23A- R22A-K23A-
WT | R24A+Q189S | pcree- WT | R24A+Q189S | cyrge. | PGST-NS2A
[kDa] M Wwr | wr |p3sasv| P | wr | wr |p3asv| 2 pNS3
1 2 3 4 5 6 7 8
<« NS3
66 —
46 R
GST-
-
NS2A
a-NS3 a-GST
B

Abbildung 18 B: Koimmunprizipitationsassay des NS2A-Proteins mit Doppelmutante und NS3 bzw.
NS3mutD343V. Legende siche Abb. 18 A.

3.2.4 Ermittlung der fiir die Interaktion mit NS3 entscheidenden NS2A-Domiine

Durch Koimmunprézipitation konnte gezeigt werden, dass eine NS2A-NS3-Interaktion
weiterhin stattfindet, wenn die fiir die Bildung bzw. Freisetzung infektioser Partikel
essentielle AS im NS2A mutiert sind (3.2.3). Demnach besteht keine direkte Korrelation
zwischen der Bildung/Freisetzung der infektiosen Partikel und der NS2A-NS3-Interaktion.
Allerdings konnte keine Interaktion dieser NS-Proteine nachgewiesen werden, sobald beide
fiir die Bildung/Freisetzung infektioser Partikel essentiellen AS-Bereiche (R22A-K23A-
R24A+Q189S) im NS2A mutiert waren (3.2.3). Dies ldsst vermuten, dass beide AS-Bereiche
als Interaktionsorte agieren konnten, wobei aber eine der beiden Stellen ausreichend ist, um
die Interaktion zu vermitteln. Daher sollten als nidchstes die Bereiche des NS2A-Proteins

identifiziert werden, an denen die Interaktion zwischen NS2A und NS3 stattfindet.

3.2.5 Herstellung von Konstrukten mit verkiirzter NS2A-Sequenz

Um NS2A-Dominen zu ermitteln, die fiir die Interaktion mit NS3 entscheidend sind, sollten
verschiedene Plasmidkonstrukte hergestellt werden, die C- bzw. N-terminal verkiirzte NS2A-
Proteine exprimierten. Hierzu wurden 3°- bzw. 5’-terminal verkiirzte NS2A-Fragmente

mittels PCR amplifiziert. Die dazu eingesetzten Primer sind in Tabelle 28 aufgelistet.
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Tabelle 28: Zur Herstellung der Verkiirzungskonstrukte eingesetzte Primer.

Klon Primer

pGST-NS2A-K190 BNI 57 und BNI 263
pGST-NS2A-P98 BNI 57 und BNI 264
pGST-NS2A-Q25 BNI 57 und BNI 265

pGST-NS2A-M13 BNI 57 und BNI 277

pNS2A-G1-GST BNI 306 und BNI 305
pNS2A-M17-GST BNI 307 und BNI 305
pNS2A-M30-GST BNI 308 und BNI 305
pNS2A-S97-GST BNI 309 und BNI 305
pNS2A-M188-GST | BNI 310 und BNI 305

pNS2A-A196-GST | BNI 311 und BNI 305
pNS2A-A214-GST | BNI 379 und BNI 285

Die vom C-Terminus her verkiirzten NS2A-Fragmente wurden mit den Enzymen Sacll und
Xbal restringiert und gegen die vollstindige NS2A-Sequenz des bereits unter 3.2.1
hergestellten Plasmids pGST-NS2A ausgetauscht (sieche Abb. 19). Dagegen wurden die vom
N-terminalen Ende her verkiirzten NS2A-Proteine C-terminal mit GST fusioniert (Abb. 20).
Hierzu wurde zunéichst das fiir GST kodierende Gen mit Hilfe der Primer BNI 284 und
BNI 285 synthetisiert, wobei das pGST-NS2A-Konstrukt als DNA-Matrize diente. Auch die
NS2A-Abschnitte wurden mittels PCR synthetisiert (Primer sieche Tab. 28). Die NS2A-
Fragmente G1-R224, M17-R224 und M30-R224 wurden mit Hilfe der Enzyme Ndel und
BamHI restringiert und zusammen mit dem BamHI-Sphl restringierten GST-Fragment mittels
Dreifragmenteligation in die durch Ndel und Sphl restringierte Vektor-DNA kloniert
(Abb. 20 A). Dagegen wurden die NS2A-Fragmente S97-R224, M188-R224, A196-R224 und
A214-R224 mittels Ncol und BamHI restringiert. Die dabei entstandenen Fragmente wurden
jeweils zusammen mit dem GST-Fragment, das mittels BamHI und Sphl restringiert worden

war, in die durch Ncol-Sphl restringierte Vektor-DNA eingefiigt (Abb. 20 B).
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NS2A-Fragmente

Sacll )ltbal
[ G1 K190|
Sacll bzw. Xbal
G1 P98
Sacll bzw. Xbal
[G1 Q25
Sacll  pzw. Xbal + pCITE-GST-NS2A Sacll, Xbal
| G1 M13

!

Sacll, 700 Xbal, 1380

“Verkiinztes

osT  Ns2A
pPGST-NS2A-K190
-P98 [-Q25 /-M13

PCITE

Abbildung 19: Klonierungsschema der Konstrukte zur Expression C-terminal verkiirzter GST-NS2A-
Proteine. Im oberen Abblidungsabschnitt sind die vom 3”-Ende her verkiirzten NS2A-Fragmente als Balken
dargestellt. Die jeweils kodierte erste und letzte AS ist dabei angezeigt. Weiterhin sind die Restriktionsenzyme
markiert, mit deren Hilfe die NS2A-Abschnitte in das bereits erzeugte Plasmid pGST-NS2A eingefiigt wurden.
Der Kreis stellt schematisch ein nach Ligation entstandenes Plasmid dar, wobei das GST- bzw. die
unterschiedlichen, verkiirzten NS2A-Fragmente jeweils als Pfeil dargestellt sind.

NS2A-Fragmente
NSZA-Fragmente

Neol BamH] BamH! Sphl
Ndel BamH| BamHl  Sphl
_ 597 R224 | * GST|
G1 R224 * E Neol bzw. BamH] BamHl Sphl
Ndel bzw. BamH1 BamHl  Sphl M188 R224 | + iﬁ
| J
| M17 R224 + W‘ Nlcol bzw. BamH| BamHl Sphl
Ndel bzw.  BamHl BamH  Sphi [A196 R224| + [GST
Ncol bzw. BamH BamHl Sphl
M30 R224 + T

|A214 R224| + |[GST|

+ pCITE Ndel, Sphl + pCITE Neol, Sphi
/ /!

£

Ndel, 531 Neol, 862
(verkGretes} BamHI, 1200 : BamH, 1209
NS2A X (verkirztes)
NS2A
GST | GsT \) |
pG1-/ pM1T7-/ N pS97-/ pM188-/ I
pM30-NS2A-GST | - PA196-/ pAZ14-NSZAGST V' | o p1 100
.'lr..
\. / /
/ . y
A _pome B~ pomE

Abbildung 20 A und B: Klonierungsschemata des Plasmids pNS2A-GST und der Konstrukte zur
Expression N-terminal verkiirzter NS2A-GST-Proteine. A: pG1-, pM17-, pM30-NS2A-GST. B: pS97-,
pM188-, pA196, pA214-NS2A-GST. Im oberen Abbildungsteil sind das NS2A-Fragment, bzw. die vom 5”-Ende
her verkiirzten NS2A-Fragmente als Balken dargestellt, wobei jeweils die ersten und letzten kodierten AS
angegeben sind. Graue Balken stellen die GST-Fragmente dar. Weiterhin sind die Enzyme angegeben, die zur
Restriktion der Fragmente eingesetzt wurden. Nach einer Dreifragmenteligation der jeweiligen NS2A-
Fragmente, dem GST-Fragment und dem restringierten Vektor entstanden die Plasmide, die beispielhaft und
schematisch als Kreis dargestellt sind. Hier wird nochmals auf die eingesetzten Restriktionsenzyme verwiesen.
AufBerdem ist die Fragmentorientierung im Plasmid dargestellt.
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3.2.6 Koimmunprizipitationsanalysen von NS3 und C-terminal verkiirzten GST-NS2A

Fusionsproteinen

Fir die Koimmunprizipitationsanalysen der C-terminal verkiirzten GST-NS2A-
Fusionsproteine wurden die entsprechenden Konstrukte jeweils gemeinsam mit pNS3 in T7-
Vaccinia-Virus infizierte BHK-Zellen transfiziert. Nach metabolischer Markierung der
Proteine mit S Methionin/Cystein wurden die Zelllysate unter nicht denaturierenden
Bedingungen hergestellt. Mittels Immunprézipitation mit den Antiseren a-GST bzw. a-NS3
wurden die Proteine prézipitiert und durch SDS-PAGE aufgetrennt. Bei Immunprézipitation
mit a-NS3-Antiserum konnte in allen Fillen ein ca. 70 kDa grof3es Protein nachgewiesen
werden, welches dem NS3 entspricht (Abb. 21 A, Spalten 1-7). Letzteres konnte nicht in den
als Kontrolle eingesetzten Zelllysaten von pGST bzw. pCITE®-2a(+) transfizierten Zellen
nachgewiesen werden (Abb. 21 A, Spalten 8 und 9). In den Kotransfektionsansédtzen mit
pGST-NS2A-R224, -K190, -P98 und -Q25 konnten nach Immunprizipitation mit o-NS3-
Antiserum neben dem NS3-Protein jeweils auch Proteine von 45, 43, 35 und 28 kDa
nachgewiesen werden (Abb. 21 A, Spalten 1-4). Aufgrund der GroBe entsprechen die Proteine
dem GST-NS2A bzw. den C-terminal verkiirzten GST-NS2A Fusionsproteinen. Dies deutet
auf eine erfolgte Koimmunprézipitation und damit stabile Interaktion von NS3 mit den
jeweiligen Proteinen hin. Durch Prizipitation mit a-GST-Antiserum konnte die Identitét der
GST-Fusionsproteine nachgewiesen werden (Abb. 21 B, Spalten 1-5). In Analogie zu den
eben beschriebenen Daten konnte nach Kotransfektion von pNS3 mit pGST-NS2A-R224, -
K190, -P98 und -Q25 und nachfolgender Immunprézipitation mit o.-GST neben den GST-
NS2A Fusionsproteinen auch NS3 prézipitiert werden, was eine Interaktion zwischen diesen
Proteinen bestitigt. Interessanterweise konnte keine Koimmunprézipitation der Proteine GST-
NS2A-M13 und NS3 festgestellt werden. Durch a-NS3-Antikorper wurde lediglich das NS3-
Protein prézipitiert, eine Bande in der Hohe des GST-NS2A-M13 Proteins fehlte aber
(Abb. 21 A, Spalte 5). Analolg dazu konnte durch das a-GST-Antiserum ausschlieBlich die
GST-NS2A-M13-Bande detektiert werden, was die Funktionalitit des pGST-NS2A-M13
Konstrukts beweist; eine NS3-Bande wurde nicht festgestellt (Abb. 21 B, Spalte 5). Die
Tatsache, dass in diesem Fall keine Koimmunprézipitation stattfindet, deutet darauf hin, dass
der Proteinabschnitt zwischen den AS M13 und R224 an der Interaktion mit NS3 beteiligt ist.
Die Tatsache, dass GST alleine nicht mit NS3 koprézipitierte (Abb. 21 A und B, Spuren 7)

zeigt, dass die Koimmunprézipitation nicht tiber den GST-Anteil vermittelt wird. Zudem
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prézipitierte das GST-Protein nicht bei Verwendung des a-NS3 Antiserums (Abb. 21 A,
Spur 8) und das NS3 nicht bei Verwendung des a-GST-Serums (Abb. 21 B, Spur 6). Dies
zeigt, dass keine Kreuzreaktion zwischen o-GST und NS3 bzw. a-NS3 und GST stattfindet.

[kDa]

30

+ + + + Interaktion
R224 | K190 | P98 | Q25 | M13 - GST | GST pCITE®- pGST-NS2A
pNS3
< NS3
— - < GST-K190
54 4 -+ 4+ + 1
<« GST-Q25

a-NS3

Abbildung 21 A: Interaktion von NS3 mit C-terminal verkiirzten GST-NS2A-Proteinen. Nach T7-
Vaccinia-Virus Infektion und Plasmidtransfektion von BHK-J-Zellen erfolgte eine radioaktive
Proteinmarkierung mittels S Methionin/Cystein. Die unter nicht denaturierenden Bedingungen gewonnenen
Zelllysate wurden einer Prézipitation durch a-NS3-Antiserum und Pansorbin unterzogen. AnschlieBfend wurden
die Proben per SDS-PAGE aufgetrennt (12%ig) und durch Fluorographie analysiert. M = "*C-Proteinmarker

[kDa].

[kDa]

Interaktion

R224 | K190 | P98 | Q25 | M13 | - GST | GST | peiTE™

pGST-NS2A

pNS3

<+ NS3

« GST-NS2A

< GST-K190

< GST-P98
,GST-Q25
GST-M13
'‘GST

Abbildung 21 B: Interaktion von NS3 mit C-terminal verkiirzten GST-NS2A-Proteinen. Legende siehe

Abb. 21 A.
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3.2.7 Koimmunprizipitationsanalysen von NS3 und N-terminal verkiirzten NS2A-GST

Fusionsproteinen

Analog zu den unter 3.2.6 durchgefiihrten Versuchen wurden fiir die
Koimmunprézipitationsanalysen der N-terminal verkiirzten NS2A-GST-Fusionsproteine die
entsprechenden Konstrukte jeweils gemeinsam mit pNS3 in T7-Vaccinia-Virus infizierte
BHK-Zellen transfiziert. Nach radioaktiver Markierung der Proteine mittels
»S Methionin/Cystein wurden die Zellen unter nicht denaturierenden Bedingungen lysiert.
Die mittels a-GST- bzw. a-NS3-Antiserum prézipitierten Proteine wurden durch SDS-PAGE
aufgetrennt. Nach Immunprézipitation mit a-NS3-Antiserum wurde in allen Proben das ca.
70 kDa groBe NS3-Protein detektiert (Abb. 22 A, Spuren 1, 2, 4, 6, 8 und B, Spuren 2, 4, 6).
Letzteres wurde in zur Kontrolle mit pGST transfizieren Zellen nicht nachgewiesen
(Abb. 22 B, Spur 1). Neben den NS3-Banden wurden mittels a.-NS3-Antiserum zusitzlich
Proteine koprézipitiert, bei denen es sich der Grofle nach um die N-terminal verkiirzten
NS2A-GST Fusionsproteine handelte (Abb. 22 A, Spuren 1, 2, 4, 6, 8 und B, Spuren 2, 4, 6).
Da auf derselben Hohe auch die durch a-GST-Antiserum prézipitierten Banden (Abb. 22 A,
Spuren 3, 5, 7, 9 und B, Spuren 3, 5, 7) liefen, war deren Identitit eindeutig bewiesen. Auch
durch den Einsatz des o-GST-Antiserums wurde das koexprimierte NS3-Protein
kopriézipitiert, was auf die Interaktion zwischen NS3 und den Proteinen G1-, M17-, M30-,
S97-, M188-, A196-, bzw. A214-NS2A-GST hindeutet. Aus den unter 3.2.6 und 3.2.7
erzielten Ergebnissen lisst sich ableiten, dass die Interaktion mit NS3 im AS-Abschnitt M13
bis Q25 bzw. am C-Terminus des NS2A-Proteins stattfinden muss.
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- + + + + + + + + Interaktion
- G1 G1 M17 | M17 | M30 | M30 | S97 $97 | pNS2A-GST
[kDa] M + + + + + + + + + pNS3
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Abbildung 22 A: Interaktion von NS3 mit N-terminal verkiirzten NS2A-GST-Proteinen. Nach T7-
Vaccinia-Virus Infektion und Transfektion von BHK-J-Zellen erfolgte eine radioaktive Markierung durch
»S Methionin/Cystein. Die unter nicht denaturierenden Bedingungen gewonnenen Zelllysate wurden einer
Prizipitation mit a-NS3-Antiserum und Sepharose-A bzw. a-GST-Antiserum und Sepharose-G unterzogen. Die
Probenauftrennung erfolgte mittels SDS-PAGE (12%ig). M = “C-Proteinmarker [kDa].

- + + + + + + Interaktion
GST M188 M188 A196 A196 A214 A214 | pNS2A-GST
[kDa] M - + + + + + + pNS3

66 — < NS3
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30 — A214-GST
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a-GST | a-NS3 | a-GST | a-NS3 | a-GST | a-NS3 | a-GST

Abbildung 22 B: Interaktion von NS3 mit N-terminal verkiirzten NS2A-GST-Proteinen. Legende siehe
Abb. 22 A.
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3.3 Untersuchungen zur subzelluliren Lokalisation und Membrantopologie von NS2A

Zur Uberpriifung und weiterfiihrenden Interpretation der bisher erzielten Ergebnisse sollte die
Membrantopologie des NS2A-Proteins untersucht werden. Wie schon erwihnt, handelt es
sich um ein hydrophobes Protein, das wahrscheinlich membrandurchspannend ist. Da
Virusreplikation und "Partikelassembly" an der ER-Membran abzulaufen scheinen

(Lindenbach & Rice, 2001), liegt die Vermutung nahe, dass NS2A im ER lokalisiert ist.

3.3.1 Analyse der subzelluliren Lokalisation von NS2A mittels IF

Um die Lokalisation von NS2A zu untersuchen, wurde das in BHK-J-Zellen exprimierte
Protein mittels indirekter IF bei einer Wellenldnge von 520 nm nachgewiesen. Gleichzeitig
wurde ein spezifisch das ER anfidrbender Farbstoff eingesetzt, der bei einer Wellenldnge von
461 nm fluoresziert. Durch Uberlagerung der erhaltenen Fluoreszenzsignale kann untersucht

werden, ob NS2A und ER kolokalisieren.

3.3.2 Herstellung der Expressionsplasmide pNS1-2A-Flag und pFlag-NS2A

Fiir die NS2A-Lokalisationsstudien wurde das Konstrukt pNS1-2A-Flag hergestellt. Um eine
authentische Lokalisation des NS2A-Proteins zu erhalten, wurde dem zu exprimierenden
NS2A das NS1-Protein inklusive seiner Signalsequenz (24 C-terminale AS des E-Proteins)
vorangeschaltet. Letztere bewirkt die Translokation ins ER, wodurch die Proteine NS1-NS2A
durch eine ER stdndige Protease gespalten werden konnen. Aus dieser Prozessierung ergibt
sich wiederum der authentische N-Terminus des NS2A-Proteins. Da gegen das NS2A-Protein
keine spezifischen Antikorper vorhanden sind, wurde an den C-Terminus des NS2A ein Flag-
Tag fusioniert. Zur Synthese der Flag-Sequenz wurden die beiden Primer BNI 215 und
BNI 216 annealt und in den durch Xbal und Sphl restringierten Vektor pCITE®-2a(+)
kloniert, wodurch das Plasmid pFlag entstand (Abb. 23 A). Das 'NS1-2A-PCR-Fragment, das
mit Hilfe der Primer #6222 und BNI 214, sowie dem GFV-Gesamtklon als Matrize
entstanden war, wurde durch die Enzyme BamHI und Xbal restringiert und in die Plasmid-
DNA des durch die entsprechenden Enzyme restringierten Konstruktes pFlag eingefiigt
(Abb. 23 A). Im letzten Schritt wurde der noch fehlende Abschnitt "‘E-NS1° durch PCR mit
den Primern BNI 188 und BNI 6 und dem GFV-Gesamtklon als DNA-Matrize amplifiziert.
Nach Restriktion mit Ndel und BamHI wurde dieses Fragment in die vorklonierte Plasmid-

DNA eingefiigt. Somit kodierte das Plasmid fiir die Proteine "E-NS1-NS2A-Flag. Auflerdem
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wurde das Plasmid pFlag-NS2A hergestellt. Dieses bestand aus dem Vektor pCITE®-2a(+),
der NS2A mit N-terminaler Flag-Tag-Fusion exprimiert. Zur Herstellung dieses Konstruktes
wurde das Flag-Fragment per Annealing mit den beiden Primern BNI 59 und BNI 60
synthetisiert. Durch PCR mit den Primern BNI 57 und #2501 wurde das NS2A-Fragment
amplifiziert, wobei die cDNA des GFV-Gesamtklons als Matrize diente. Das
Annealingprodukt, das mit den Enzymen Sacll und EcoRI restringierte NS2A-Fragment und
die Ncol/EcoRI-restringierte pCITE®-2a(+)-DNA wurden ligiert. Nach Transformation wurde
die Plasmid-DNA prépariert und sequenziert. Als Negativ-Kontrollen dienten die Plasmide
pCITE®-2a(+) bzw. pFlag-VP30. Letzteres exprimiert das VP30-Protein des Ebola-Virus mit
N-terminaler Flag-Tag-Fusion. Laut Computervorhersage ist das VP30-Protein nicht

membrandurchspannend.

Xbal Sphll
1. BENI 215 — Flag < BNI 216 + pCITE Xbal, Sphll —» pFlag
BamHI Xbal
2. | #6222 -='NS1-2A < BNI 214 | + pFlag BamHl, Xbal —» p'NS1-2A-Flag
Ndel BamHI
3. BNI 188 —"E-NS1"—BNI6 | + p'NS1-2A-Flag » pNS1-2A-Flag
Ndel, BamHI
A
Ncol Sacll Sacll EcoRI
BNI 59 — Flag < BNI 60 ' + BNI 57— NS2A « #2501
+ pCITE Ncol, EcoRlI
v
Flag-NS2A
B priag

Abbildung 23 A und B: Klonierungsschemata der Konstrukte pNS1-2A-Flag und pFlag-NS2A. A: pNS1-
2A-Flag. B: pFlag-NS2A. Die durch PCR erzeugten Fragmente sind durch Balken dargestellt, wobei die
verwendeten Primer, sowie der Name des PCR-Produkts bzw. der vom PCR-Produkt kodierten Genabschnitte
aufgefiihrt sind. Weiterhin sind die zur Restriktion der Fragmente eingesetzten Enzyme angegeben. Unter A ist
die schrittweise durch jeweils Zweifragmenteligation erfolgte Klonierung des Plasmids pNS1-2A-Flag
dargestellt, dagegen wird unter B eine Dreifragmenteligation zur Erzeugung des Konstruktes pFlag-NS2A
gezeigt.

79



Ergebnisse

3.3.3 Kolokalisationsstudien

Einen Tag nach Transfektion der Plasmide pNS1-2A-Flag, pFlag-NS2A, pFlag-VP30 bzw.
pCITE®-2a(+) wurde das ER mittels ER-Trackers angefirbt. Zum Nachweis der Flag-
markierten Proteine wurde anschlieBend eine indirekte IF mit Hilfe von mAK a-Flag und
FITC konjugiertem o.-Maus IgG-Antiserum durchgefiihrt. Die Zellen wurden unter UV-Licht
der Wellenlidngen 520 nm und 461 nm mikroskopiert (Leica TCS NT) und fotografiert (Leica

DFC 350FX). Die Ubereinanderlegung der Bilder erfolgte am Computer durch das Programm
OpenLab 4.0.4.

Nach Transfektion der Plasmide pNS1-2A-Flag bzw. pFlag-NS2A zeigten die Flag-
markierten Proteine unter Anregung bei 520 nm ein durch Punkte gekennzeichnetes,
perinukleares Muster, wie es fiir ER-assoziierte Proteine typisch ist (Abb. 24 A1 bzw. B1). In
Abbildung 24 A2 bzw. B2 ist jeweils das mittels ER-Tracker angefédrbte ER sichtbar. Nach
dem Ubereinanderlegen der beiden bei unterschiedlichen Wellenlingen erzeugten Bilder
konnte man erkennen, dass das NS2A-Protein mit dem ER kolokalisiert (Abb. 24 A3 bzw.
B3). Im Gegensatz dazu konnte nach Transfektion des Kontrollplasmides pFlag-VP30 ein
Fluoreszenzsignal im gesamten Zytoplasma beobachtet werden (Abb. 24 CI1). Auch die
Uberlagerung mit dem nach ER-Firbung entstandenem Bild (Abb. 24 C2) zeigt, dass VP30
kein ER stiindiges Protein ist (Abb. 24 C3). Die zur Kontrolle mit pCITE®-2a(+) transfizierten
Zellen zeigten bei 520 nm keine Immunfluoreszenz, da hier kein Flag-markiertes Protein
exprimiert wurde (Abb. 24 D1). Daher ist in den Abbildungen 25 D2 und D3 lediglich das
geféarbte ER zu sehen.
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FITC DAPI FITC+DAPI

pFlag-NS2A | pNS1-2A-Flag

pFlag-VP30

pCITE

Abbildung 24: Lokalisation des NS2A-Proteins. Einen Tag nach Transfektion T7-Vaccinia-Virus infizierter
BHK-J-Zellen wurde das ER mittels ER-Tracker angefirbt. Die anschlieBend fixierten Zellen wurden mit Hilfe
des mAK o-Flag (Maus) und o-Maus IgG-FITC-Antiserum zur indirekten IF vorbereitet. 1: Alle Bilder der
Spalte 1 wurden unter Bestrahlung der Wellenldnge von 520 nm fotografiert (FITC). 2: Dagegen entstanden die
Fotos der Spalte 2 bei einer Wellenliinge von 461 nm (DAPI) 3: Spalte 3 zeigt die libereinandergelegten Bilder
von Spalte 1 und 2 (FITC und DAPI) A: pNS1-2A-Flag B: pFlag-NS2A. C: pFlag-VP30 D: pCITE®-2a(+)

3.3.4 Vergleich verschiedener Computervorhersagen der NS2A-Topologie

Eine erste Vorstellung der NS2A-Membrantopologie entstand durch Computervorhersagen
mit Hilfe folgender Programme: TMHMM?2.0 (Sonnhammer et al., 1998 und Krogh et
al., 2001), HMMTOP (Tusnddy & Simon, 1998 und Tusnddy & Simon, 2001), SOSUI
(Hirokawa et al., 1998), TMpred (Hofmann & Stoffel, 1993), TopPred (Claros &
von Heijne, 1994). Abbildung 25 zeigt die durch verschiedene Programme vorhergesagten
Membrantopologien des GFV-Proteins NS2A. Um die in vivo Situation bestmoglich

nachzuahmen, d.h. die Translokation des N-terminalen NS2A-Endes in das ER zu
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gewihrleisten, wurde bei den Vorhersagen der NS2A-AS-Sequenz die des NS1 inklusive
dessen Signalsequenz vorangeschaltet. (In Abbildung 25 ist allerdings lediglich der NS2A-
Bereich gezeigt.) Auch der C-Terminus von NS2A entsprach der natiirlichen Endung; der

letzten AS des NS2A (R224) wurde die erste AS des NS2B (S1) angehéngt.

Die einzige Prognose mit sieben Transmembrandoméinen (TMD) entstand durch das
Programm HMMTOP. Alle anderen Computerprogramme sagten sechs TMD in mehr oder
weniger libereinstimmenden Bereichen vorher. Daher diente die Vorhersage des TMHMM-
Programms mit sechs TMD als Ausgangspunkt fiir den Entwurf der im folgenden
beschriebenen Konstrukte. Dieses Computerprogramm zeichnet sich laut Sonnhammer et al.

(1998) durch sehr hohe Genauigkeit aus.

Vorhergesagte Membrantopologie des NS2A-Proteins

TMHMM

SOsuI

TMpred

TopPred

HMMTOP

Abbildung 25: Verschiedene Modelle der Membrantopologie von NS2A, basierend auf Ergebnissen
unterschiedlicher Computerprogramme. Gezeigt werden hier lediglich die Membrantopologievorhersagen fiir
den NS2A-Abschnitt, wihrend zur Berechnung auch die AS-Sequenzen von “E-NS1 miteinbezogen wurden. Die
schematisch dargestellte Membran wird von den vorhergesagten TMD (schwarze Kisten) durchspannt. Die
Positionen der jeweils ersten und letzten NS2A-AS, die noch auflerhalb der Membran liegen, sind
gekennzeichnet. ER: Lumen des Endoplasmatischen Retikulums. Zy: Zytoplasma.
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3.3.5 Untersuchung der NS2A-Topologie durch Insertion von Glykosylierungsstellen

Die N-Glykosylierung von Asparaginresten gerade entstehender Polypeptidketten findet im
Lumen des ER statt. Hierbei iibertragt die N-Oligosaccharyltransferase ein schrittweise
aufgebautes Oligosaccharid auf Asparagin-Reste der Sequenz N-X-S/T. Jede AS auBler Prolin
kann dabei die Stelle von X einnehmen (Berg et al., 2003). Durch das angehéngte
Oligosaccharid nimmt das Molekulargewicht des glykosylierten Proteins um 2 kDa zu. Die
Endoglykosidase PNGaseF spaltet N-glykosydisch gebundene Seitenketten wieder ab, was
durch die Abnahme des apparenten Molekulargewichts zu verfolgen ist. Um die
computervorhergesagte Membrantopologie von NS2A zu iiberpriifen, wurde an
verschiedenen Stellen des Proteins jeweils eine Glykosylierungsstelle eingefiigt. Dabei wurde
darauf geachtet, dass diese laut TMHMM-Modell (Abb. 25) entweder im Zytoplasma oder im
ER-Lumen, aber nicht in einer TMD lagen. Nach EP bzw. Transfektion der unterschiedlichen
Konstrukte und anschlieBender Radioimmunprézipitation konnte man bei einer
Molekulargewichtszunahme von 2 kDa davon ausgehen, dass sich die untersuchte Stelle im

ER-Lumen befindet.

3.3.5.1 Einfiigen von Glykosylierungsstellen in den GFV-Gesamtklon und dessen
Expression

An den in Abbildung 27 mit GI und GII markierten Stellen wurden mit Hilfe der Primer
BNI 81 und BNI 82, bzw. BNI 83 und BNI 84 durch gerichtete Mutagenese
Glykosylierungsstellen eingebaut. Dies erfolgte entsprechend dem in Abbildung 6 A und B
(3.1.1) dargestellten Klonierungsschema. Die erfolgreiche Klonierung wurde durch
Sequenzierung iiberpriift. Nach Linearisierung durch Xhol-Restriktion, einer Phenol-
Chloroform-Extraktion und Ethanolfdllung wurde die so erhaltene DNA in vitro transkribiert.
Je 3 ug der entstandenen RNA wurden durch EP in BHK-J-Zellen eingeschleust. Ein Tag
spater erfolgte eine radioaktive Markierung der translatierten Proteine durch Zugabe von
S Methionin/Cystein. Die geernteten Zelllysate wurden mit Hilfe von HIAF priizipitiert. Die
durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden mittels Fluorographie analysiert.
Gegeniiber den GFV-WT-NS2A-spezifischen Proteinen (Abb. 26, Spalte 1) zeigten die der
Glykosylierungsvarianten (Abb. 26, Spalten 2 und 3) keine Molekulargewichtszunahme. Eine
Glykosylierung der NS2A-Positionen I und II fand also offenbar nicht statt.
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GFV-WT Gly | Gly Il mock
[kDa] M 1 2 3 4
30,0/ <« NS4B
<« prM
< NS2A
<« NS2Aa
143 —

<+ NS2B

HIAF

Abbildung 26: Radioimmunprézipitation der Glykosylierungsvarianten. Nach EP in vitro transkribierter
mutierter bzw. nicht mutierter GFV-RNA in BHK-J-Zellen und radioaktiver Markierung mittels
»S Methionin/Cystein wurden die Zellen unter nicht denaturierenden Bedingungen lysiert. Die Prizipitation
erfolgte mit Hilfe von HIAF und Pansorbin. Die Prizipitate wurden mittels SDS-PAGE (14%ig) aufgetrennt.
M = "““_Proteinmarker [kDa].

3.3.5.2 Herstellung der Expressionsplasmide mit Glykosylierungsloop

Nilsson & von Heijne (1993) fordern einen minimalen Abstand von 12 bis 14 AS von der
Membran bis zum Akzeptor Asparagin, damit eine Glykosylierung stattfinden kann. Die
unterbliebene Glykosylierung der unter 3.3.5.1 beschriebenen Mutanten an Position GI und
GII konnte demnach auch darauf zurtickzufiihren sein, dass die Glykosylierungsstellen zu nah
an der Membran gelegen sind. Um eine Distanz der Glykosylierungsstelle zur Membran von
12-14 AS zu gewihrleisten, verwendeten Lundin et al. (2003) einen Glykosylierungsloop mit
folgender AS-Sequenz YTQKLSVPDGFKVSNSSARGWVIHPLGLRSEF. Letztere stellt
einen extrazelluliren Loop des als Anionenaustauscher menschlicher Erythrozyten
fungierenden Proteins "Band 3" dar (Tanner et al., 1988). In Analogie zu der von Lundin et al.
beschriebenen Untersuchung sollte ein Glykosylierungsloop an verschiedenen Stellen des
NS2A eingefiigt werden. Hierzu wurde zunichst an den in Abbildung 27 mit L1-L8
markierten Stellen jeweils eine Xhol-Schnittstelle durch gerichtete Mutagenese in die NS2A-
Sequenz des Plasmids pNS1-2A-Flag (siehe Abb. 23 A, 3.3.2) eingefiigt. Die hierbei
verwendeten Primer sind in Tabelle 29 aufgelistet. AnschlieBend wurde die DNA mittels X0l
restringiert und der durch Annealing der beiden Primer BNI 255 und BNI 256 erzeugte
Glykosylierungsloop eingefiigt. Ob das Loop-Fragment mit dem Glykosylierungsloop in
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gewiinschter Richtung einkloniert worden war, wurde durch Screening-PCR und
Sequenzierung tberpriift. Laut Computervorhersagen (TMHMM bzw. SOSUI) sollte die
Einfiihrung der Glykosylierungsloops nicht zur Verdnderung der NS2A-Membrantopologie

fiihren.
:1 NS1|NS2A

PTCCATGGTAGTGATGGGTGTTGGTATCCCATGGAAATTAGGCCARGGARAACGCATGARAGCCATCTGGTGCGCTCCTGGGTTACAGCTGGAGAR ™ i
F H G s D G C Ww Y P M E I R P R K T H E s H L VvV R S w vV T A G E I
325 330 335 340 I;Z 350 1
CATGCTGTCCCTTTTGGTTTGGTGAGCATGATGATAGCAATGGAAGTGGTCCTAAGGAAARGACAGGGACCARAGCARATGTTGGTTGGAGGAGTAGTG
H AV P F 6 L V5 M M I A M E V V L R K RQ G P K QO MLV G G V V
5 10 15 20 25 L3 GI 35

CTCTTGGGAGCAATGCTGGTCGGGCAAGTAACTCTCCTTGATTTGCTG
L L 6 A ML V G Q V TULUILUDILL K L T v A V G L H F H E M N
40 45 50 55 60 L4
A/

- TG TATATGGCGTTGATTGCTGCCTTTTCAATCAGACCAGGGCTGCTCATCGGCTTTGGGCTCAGGACCCTATGGAGCCCTCGGGAACGCCTT
D A M ¥YMATLTI AATF S5 IR RUZPGILULTIGT FOGIU LU RTULMWSUPZBRERL
70 75 80 85 90 GII 100

GTGCTGACCCTAGGAGCAGCCATGGTGGAGATTGCCTTGGGTGGCGTGATGGGCGGCCTGTGG
vVL.®Z T™LGAAMVETIALGS GVMGGLWIE KT YULNA AV SLOCTIIULT

105 110 LS 120 L6 130 135
v v
e e A e e e e e S e T RO SISO . 1 G C T GAGGTGAGACTTGUCGCAATG
I N A vV A 5 R K A § NT I L P L M A L L TPV TMAUEV R L A A M
140 145 L7 155 160 165

TTCTTTTGTGCCGTGGTTATCATAGGGGTCCTTCACCAGAATTTCAAGGACACCTCCATGCAGAAGACTATACCTCTGGTGGCCCTCACACTCACATCT
F F C A M Vv I I GV L HQNUVFKDT S MQ K TTIPULUVVATLTIULT S
170 175 180 185 L8 195 200

TACCTGGGCTTGACACAACCTTTTTTGGGCCTGTGTGCATTTCTGGCAACCCGCATATT T
Yy L G L TOQPTFTLGTULTCATFTULA ATH RTITFTGTRR
205 210 215 220

Abbildung 27: Positionen der in die NS2A-Sequenz eingefiigten Glykosylierungsstellen. Die Abbildung
zeigt die GFV-NS2A-Nukleotid- und AS-Sequenz. An den mit L1-L8 markierten Stellen wurden innerhalb des
Plasmids pNS1-2A-Flag durch gerichtete Mutagenese Xhol-Schnittstellen erzeugt, um danach die Loopsequenz
inklusive Glykosylierungsstelle einfiigen zu konnen. Loopposition 1 liegt im NSI, wihrend sich die
Looppositionen 2 bis 8 im NS2A befinden. An den mit GI und GII gekennzeichneten Positionen wurden
innerhalb des GFV-Gesamtklons Glykosylierungsstellen ohne Loopstruktur eingefiigt. Farblich nicht unterlegte
Bereiche durchspannen nach der TMHMM-Vorhersage die Membran, rot markierte Bereiche liegen im ER-
Lumen, gelb markierte Bereiche im Zytoplasma.

Tabelle 29: Zur Einfiigung der XholI-Schnittstelle eingesetzte Primer.

Xhol-
Klon Primer

Stelle
L1 pNS1(F323Xhol)-2A-Flag BNI 237 und BNI 238
L2 pNS1-2A(Q25Xhol)-Flag BNI 239 und BNI 240
L3 pNS1-2A(F62Xhol)-Flag BNI 241 und BNI 242
L4 pNS1-2A(P98Xhol)-Flag BNI 243 und BNI 244
L5 pNS1-2A(1148Xhol)-Flag BNI 245 und BNI 246
L6 pNS1-2A(P157Xhol)-Flag BNI 396 und BNI 397
L7 pNS1-2A(F183Xhol)-Flag BNI 247 und BNI 248
L8 pNS1-2A(R223Xhol)-Flag BNI 249 und BNI 250
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3.3.5.3 Expression der Glykosylierungsloop tragenden NS2A-Varianten im T7-Vaccinia-

Virus-System

Um zu untersuchen, ob eine Glykosylierung an den in Abbildung 27 markierten Stellen
erfolgt, wurden die Glykosylierungsloopkonstrukte in T7-Vaccinia-Virus infizierte BHK-
Zellen transfiziert. Exprimierte Proteine wurden nach metabolischer Markierung durch
S Methionin/Cystein und anschlieBender Immunpriizipitation mit Hilfe des mAK o-Flag
analysiert. Nach der Proteinauftrennung durch SDS-PAGE und Fluorographieanalyse zeigten

sich die in Abbildung 28 dargestellten Expressionsmuster.

Nach Expression der Plasmide pQ25(Loop/NS2A), pF62(Loop/NS2A), pP98(Loop/NS2A),
pI148(Loop/NS2A), pF183(Loop/NS2A) und pR223(Loop/NS2A) wurde mittels mAK
a-Flag ein ca. 27 kDa grofles Protein prézipitiert, welches dem NS2A-Loop-Flag
Fusionsprotein entsprach (Abb. 28 A, Spalten 3-8). Dagegen war das durch die Plasmide
pNS1-2A-Flag bzw. pF323(Loop/NS1) exprimierte NS2A-Protein um ca. 2 kDa kleiner.
Letzteres wurde zur besseren Auftrennung der glykosylierten und nicht glykosylierten
Proteine in dem in Abbildung 28 A dokumentierten Versuch aus dem Gel herauslaufen
gelassen. In analogen Versuchen konnte aber der Groenunterschied belegt werden (Daten
nicht gezeigt). Nach Expression der Konstrukte pQ25(Loop/NS2A), pF62(Loop/NS2A) und
pI148(Loop/NS2A) konnte ein zusétzliches Protein detektiert werden, das geringfligig groBer
als das NS2A-Loop-Flag-Protein war und fiir dessen glykosylierte Variante gehalten wurde
(Abb. 28 A, Spalten 3, 4, 6). Fir das Konstrukt pF323(Loop/NS1) konnte eine
Molekulargewichtszunahme des NS1-Proteins beobachtet werden. Letzteres wurde als ca.
50 kDa Doppelbande (Abb. 28 A, Spalte 2) detektiert, wihrend sich die fiir unmodifiziertes
NS1-Protein typische Doppelbande bei ca. 46 kDa zeigte (Abb. 28 A, Spalten 1 und 3-8).
Auffallend war noch eine andere, dem ungespaltenen NS1-2A-Flag-Protein zugeschriebene
Bande. Diese lief nach Expression sdmtlicher Glykosylierungskonstrukte gegeniiber dem
durch das Kontrollplasmid exprimierten Protein erh6ht (Abb. 28 A, Spalten 2-8). Bei den
Konstrukten pF323(Loop/NS1), pQ25(Loop/NS2A), pF62(Loop/NS2A), pl148(Loop/NS2A)
und pP157(Loop/NS2A) konnte noch eine geringfiigig liber dieser liegende Bande detektiert
werden, die fiir die glykosylierte Form des entsprechenden Proteins gehalten wurde

(Abb. 28 A, Spalten 2, 3, 4, 6 und B, Spalten 1 und 3).
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a-Flag

(5323! I_stl Ll=62 / LPQ& / Il“s 51831' 5223 mock pNS1-2A-Flag
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glyNS1-2A-Loop-Flag
NS1-2A-Loop-Flag
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<“— NSZA-Loop-Flag

Abbildung 28 A: Expressionsmuster der Glykosylierungsloopkonstrukte. Nach Transfektion in T7-
Vaccinia-Virus infizierte BHK-Zellen wurden die zu exprimierenden Proteine metabolisch mittels
»S Methionin/Cystein markiert. Die unter nicht denaturierenden Bedingungen gewonnenen Zelllysate wurden
einer Prizipitation durch mAK a-Flag und Sepharose-A unterzogen. AnschlieBend wurden die prézipitierten
Proteine mit Hilfe von SDS-PAGE (12%ig) aufgetrennt und durch Fluorographie analysiert.

M = "“C-Proteinmarker [kDa].

a-Flag

ag

F62 P98 P157
L L L mock pNS1-2A-Flag
NSsR sk | Kesk)
[kDa] M 1 2 3 4
97 —
66 — “— glyNS1-2A-Loop-FI
< N1-2ALoop-Fiag
46 —
30 —

lyNS2A-Loop-Flag(**)
2= NS2A-Loop-Flag(*)

Abbildung 28 B: Expressionsmuster der Glykosylierungsloopkonstrukte. Legende siche Abb. 28 A. Mit

Sternchen sind besonders schwache Banden markiert.
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3.3.5.4 Nachweis der Glykosyvlierung durch Deglvkosylierung mittels PNGaseF

Um zu untersuchen, ob es sich bei den NS2A-Flag- bzw. NS1-2A-Flag Fusionsproteinen um
die glykosylierte Form handelte, oder die beobachtete Molekulargewichtszunahme lediglich
auf der zusidtzlichen Loopexpression basierte, wurden die durch den mAK a-Flag
prazipitierten Proteine mittels PNGaseF deglykosyliert und anschlieBend per SDS-PAGE
aufgetrennt. Die durch sdmtliche Konstrukte exprimierten NS1-Proteine konnten
deglykosyliert werden, was die Enzymaktivitit der PNGaseF beweist (Abb. 29, Spalten 1-16).
Ebenso war das NS2A-Flag Fusionsprotein der Konstrukte pQ25(Loop/NS2A),
pF62(Loop/NS2A) und pl148(Loop/NS2A) gegeniiber der PNGaseF sensitiv, was dafiir
spricht, dass es sich bei den entsprechenden Proteinen um die glykosylierten Varianten
handelte (Abb. 29, Spalten 5, 7, 11). Daraus folgt, dass sich diese Proteinabschnitte
offensichtlich im ER-Lumen befinden. Dagegen konnten die durch die Konstrukte
pF323(Loop/NS1), pP98(Loop/NS2A), pF183(Loop/NS2A) und pR223(Loop/NS2A)
exprimierten NS2A-Flag-Fusionsproteine nicht deglykosyliert werden (Abb. 29, Spalten 3, 4,
9, 10, 13, 14, 15, 16), weshalb die entsprechenden Glykosylierungsstellen sich sehr
wahrscheinlich nicht im ER-Lumen befinden. Die erfolgte bzw. nicht erfolgte
Deglykosylierung ist ebenfalls auf der Ebene der NS1-2A-Flag Proteine zu verfolgen.
Wihrend die NS2A-Flag-Bande des Konstruktes pI148(Loop/NS2A) nach PNGaseF-
Behandlung noch ganz schwach zu detektieren war, fand die Deglykosylierung des NS1-2A-
Flag-Proteins eindeutig statt (Abb. 29, Spalten 11 und 12). Erstaunlicherweise konnte auch
das durch pF183(Loop/NS2A) exprimierte NS1-2A-Flag-Protein deglykosyliert werden,
wihrend dies beim NS2A-Flag-Protein nicht moglich war. Die Deglykosylierung der durch
das Konstrukt pP157(Loop/NS2A) exprimierten Proteine konnte nicht verfolgt werden, da

sich keine auswertbaren Banden ergaben (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 29: Proteindeglykosylierung mittels PNGaseF. Nach Transfektion der
Glykosylierungsloopkonstrukte in T7-Vaccinia-Virus infizierte BHK-Zellen wurden die zu exprimierenden
Proteine metabolisch mittels **S Methionin/Cystein markiert. Die unter nicht denaturierenden Bedingungen
gewonnenen Zelllysate wurden einer Prézipitation durch mAK a-Flag und Sepharose-A unterzogen. Die
prézipitierten Proteine wurden mittels PNGaseF deglykosyliert und anschliefend durch SDS-PAGE (14%ig)
aufgetrennt. M = "“C-Proteinmarker [kDa]. Beispielhaft sind Banden unterschiedlicher Proteine bzw. deren
Glykosylierungsvarianten durch Sternchen, Pfeile oder Punkte gekennzeichnet.

3.3.5.5 Nachweis der Glykosvlierung durch Vergleich von NS2A-Loop-Varianten mit

und ohne Glykosylierungsstellen

Um tber einen weiteren Versuchsansatz unterscheiden zu konnen, ob der beobachtete
GroBenshift des NS2A-Flag-Fusionsproteins lediglich auf die Einfiihrung des
Glykosylierungsloops oder auch auf eine erfolgte Glykosylierung zuriickzufiihren ist, wurde
zu jedem Konstrukt noch eine Variante hergestellt, bei der durch gerichtete Mutagenese mit
den Primern BNI 321 und BNI 322 die Glykosylierungsstelle innerhalb der Loopsequenz
entfernt wurde. Die AS-Abfolge der Glykosylierungsstelle N-S-S wurde zu N-S-A mutiert.
Nach Transfektion der Loopkonstrukte mit bzw. ohne Glykosylierungsstelle konnten in
einigen Fillen auf Hohe der NS1-2A-Flag-Proteine GroBenunterschiede festgestellt werden.
War die Glykosylierungsstelle bei den Konstrukten pQ25(Loop/NS2A), pF62(Loop/NS2A),
pl148(Loop/NS2A) vorhanden, so war eine geringfiigig liber dem NS1-2A-Flag-Protein
liegende Bande zu detektieren (Abb. 30 B, Spalten 1 und 3, Abb. 30 C, Spalte 1). Letztere
fehlte, wenn die Glykosylierungsstelle entfernt worden war (Abb. 30 B, Spalten 2 und 4,
Abb. 30 C, Spalte 2). Daher war der Beweis erbracht, dass es sich bei dem groBeren Protein

89



Ergebnisse

um die glykosylierte Variante handelte. Demzufolge befanden sich die entsprechenden
Glykosylierungsstellen im ER-Lumen. Letzteres war bei den Konstrukten pP98(Loop/NS2A),
pF183(Loop/NS2A) und pR223(Loop/NS2A) nicht der Fall, da hier keine zusitzliche,
glykosylierte Variante des NS1-2A-Flag-Proteins nachzuweisen war (Abb. 30 B, Spalten 5
und 6, Abb. 30 C, Spalten 3-6). Ein Vergleich der durch das Konstrukt pP157(Loop/NS2A)
mit bzw. ohne Glykosylierungsstelle war nicht moglich, da die entsprechend detektierten
Banden zu schwach waren, als dass sie ausgewertet hiitten werden konnen (Daten nicht
gezeigt). Das zur Kontrolle eingesetzte Plasmid pF323(Loop/NS1) exprimierte bei intakter
Glykosylierungsstelle ein NS1-Protein, das tiber Koimmunprézipitation mittels mAK o-Flag
durch eine ca. 50 kDa groBBe Doppelbande nachgewiesen werden konnte (Abb. 30 A,
Spalte 1). Fehlte dem Konstrukt die Glykosylierungsstelle innerhalb der Loopsequenz, so
folgte daraus die Detektion einer erniedrigt laufenden Bande (Abb. 30 A, Spalte 2).

+ - Glykosylierung + - + - - - - Glykosylierung
+ - NSS + = + - + - - NSS
F323(L. s1 . Q25(Loop/ | F62(Loop/ | P98(Loop/ 2
[kDa] M (Loop/NS1) pNS1.2A [kDa]M NS2A) NS2A) NS2A) mock pNS1-2A
1 2 1 2 3 4 5 6 7 glyNS1-2A-
6 — ‘:/\Loop-Flag
66 —
NS1-2A-Loop-Flag
45 —_—
6 — “glyNS1-Loop(*)
NS1-Loop(*) a
A 5 a-Flag

Abbildung 30 A und B: Vergleich der Expressionsmuster von Loopkonstrukten mit bzw. ohne
Glykosylierungsstellen. Die Konstrukte mit bzw. ohne Glykosylierungsstelle innerhalb der Loopsequenz
wurden in T7-Vaccinia-Virus infizierte Zellen transfiziert. Nach metabolischer Markierung mittels
»S Methionin/Cystein wurden die Zellen unter nicht denaturierenden Bedingungen lysiert. AnschlieBend
erfolgte eine Proteinprizipitation durch mAK a-Flag und Sepharose-A. Die per SDS-PAGE (12%ig)
aufgetrennten Proteine wurden mit Hilfe von Fluorographie analysiert. M = "“C-Proteinmarker [kDa].
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Abbildung 30 C: Vergleich der Expressionsmuster von Loopkonstrukten mit bzw. ohne
Glykosylierungsstellen.

3.3.6 Untersuchung der NS2A-Topologie mittels Insertion von HA-Tags und
anschlieBender Immunfluoreszenzanalyse

Um die in den vorangegangenen Versuchen erzielten Ergebnisse zu tiberpriifen, wurde jeweils
statt der Glykosylierungsstelle enthaltenden Loopsequenz eine kurze, fiir das Hemagglutinin-
(HA-) Tag kodierende Sequenz (YPYDVPDYA) in die unter 3.3.5.2 beschriebenen
Konstrukte eingefiigt. Dazu wurden zunichst die DNA der Loopkonstrukte mit Xhol
restringiert, wodurch der Loop entfernt wurde. Die so restringierte DNA wurde anschliefend
mit der HA-Tag-Sequenz, die durch Annealing der Primer BNI 382 und BNI 383 entstanden
war, ligiert. Nach Transformation in Bakterien wurde die entsprechende Plasmid-DNA der
Konstrukte pF323(HA/NS1), pQ25(HA/NS2A), pF62(HA/NS2A), pP98(HA/NS2A),
pl148(HA/NS2A), pP157(HA/NS2A), pF183(HA/NS2A) und pR223(HA/NS2A) isoliert und
per Screening-PCR und Sequenzierung tiberpriift. Laut Computervorhersage (TMHMM bzw.
SOSUI) sollten die Topologiemodelle der HA-Tag-markierten NS2A-Proteine dem des
NS2A-WT-Proteins entsprechen.

Nach Transfektion der HA-Tag enthaltenden pNS1-2A-Konstrukte in T7-Vaccinia-Virus
infizierte BHK-J-Zellen wurde eine selektive Permeabilisierung der Zellen durchgefiihrt. Eine

niedrige Digitoninkonzentration macht lediglich die Plasmamembran durchléssig, da diese
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verglichen mit intrazelluldaren Membranen tiber eine hohere Konzentration an Cholesterol
verfiigt (Lange, 1991). Die ER-Membran bleibt also intakt. Daher ist nach Inkubation mit
mAK a-HA nur ein positives Fluoreszenzsignal zu sehen, wenn das HA-Tag im Zytoplasma
exponiert ist. Befindet sich das HA-Tag im ER-Lumen, kann der entsprechende Antikorper
nicht daran binden, und es ist keine Fluoreszenz zu beobachten. Als Positivkontrolle dienten
mit Triton X 100 behandelte Zellen. Die vollstindige Permeabilisierung fiihrte dazu, dass
sowohl im Zytoplasma als auch im ER lokalisierte HA-Tags fiir den Nachweis mittels
indirekter IF zuginglich sind. Wie Abbildung 31 zeigt, konnte nach Transfektion der
Plasmide pQ25(HA/NS2A), pF62(HA/NS2A), pF183(HA/NS2A) und pR223(HA/NS2A) ein
positives IF-Signal sowohl nach Permeabilisierung mittels Triton X 100 als auch Digitonin
beobachtet werden. Daher ist davon auszugehen, dass die entsprechenden HA-Tag
enthaltenden NS2A-Bereiche im Zytoplasma lokalisiert sind. Dagegen wurde nach
Transfektion der Plasmide pF323(HA/NS2A), pP98(HA/NS2A), pl148(HA/NS2A) und
pP157(HA/NS2A) lediglich nach Triton X 100 Behandlung ein positives Fluoreszenzsignal
erhalten (Abb. 31). Demzufolge liegen die entsprechenden Bereiche nicht im Zytoplasma.
Auffillig war, dass nach Transfektion des Plasmids pP157(HA/NS2A) die Fluoreszenz nach
Behandlung mit Triton X 100 schwécher war, selbst wenn die Permeabilisierung durch eine
0,5%ige Triton X 100 Losung erfolgte. Mit pNS1-2A-Flag transfizierte Zellen fluoreszierten
weder nach Digitonin- noch Triton X 100 Behandlung, da diese kein HA-markiertes Protein

exprimierten (Abb. 31).
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Abbildung 31: IF nach selektiver Permeabilisierung. Die pNS1-2A-Konstrukte, bei denen an
unterschiedlichen Positionen ein HA-Tag eingefiigt worden war, wurden in T7-Vaccinia-Virus infizierte BHK-J-
Zellen transfiziert, die 24 h spiter mit 4%igem Paraformaldehyd fixiert wurden. Durch Behandlung mit
Digitonin wurden lediglich duflere Zellmembranen permeabilisiert, wihrend ER-Membranen intakt blieben.
Alternativ wurden Zellen mit Triton X 100 behandelt, wodurch eine Permeabilisierung sdmtlicher Membranen
erfolgte. AnschlieBend wurde eine indirekte IF (mAK a-HA (Maus) und a-Maus IgG-FITC) durchgefiihrt.

-HA: Negativkontrolle mit pNS1-2A-Flag
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4. DISKUSSION

4.1 Charakterisierung von GFV-NS2A "charged-to-alanine-scanning" Mutanten und

kompensierenden "second site" Mutanten

Um Hinweise auf Eigenschaften und mogliche Interaktionspartner des Gelbfieber-Virus
(GFV) Nichtstruktur- (NS-) Proteins 2A zu erlangen, wurde ein sogenanntes "charged-to-
alanine-scanning" durchgefiihrt. Hierbei werden geladene Aminoséuren (AS) zu ungeladenem
Alanin ausgetauscht. Durch diesen Ladungswechsel moglicherweise beeinflusste
Interaktionen zwischen Proteinen koénnen in einem vom Wildtyp (WT) abweichenden
Phénotyp resultieren, woraus wiederum Riickschliisse auf mutmaBliche Interaktionspartner
und Proteinfunktionen gezogen werden konnen. Mittels solcher "charged-to-alanine"
Mutanten war es z.B. moglich, die Interaktionsregionen der GFV-Proteine NS2B und NS3,
die fiir die Bildung des Serinproteasekomplexes entscheidend sind, zu bestimmen (Droll et

al., 2000).

Die in dieser Arbeit an verschiedenen Stellen der GFV-NS2A-Sequenz eingefiigten "charged-
to-alanine" Mutationen fiihrten nach Elektroporation (EP) der entsprechenden in vitro
Transkripte zu drei verschiedenen Phénotypgruppen. Ein Verteilungsmuster der
verschiedenen Phénotypen innerhalb des NS2A war nicht zu erkennen. Die meisten der
untersuchten Mutanten waren replikationskompetent und bildeten infektiose Partikel. Damit
entsprach der Phédnotyp dem des GFV-WT, wodurch eine weitere Untersuchung dieser
Mutanten nicht von Interesse war. Es fiel allerdings auf, dass im Vergleich zu GFV-WT RNA
nach EP der von Mutante K23A-R24A abgeleiteten RNA kleinere Plaques im "infectious
center assay" (ICA) entstanden. Hier war offensichtlich die Bildung oder Freisetzung
infektioser Partikel beeintrdchtigt. Besonders interessant erschienen die im Phéinotyp vom
GFV-WT abweichenden Mutanten, bei denen davon auszugehen war, dass ein fiir das Virus
essentieller AS-Abschnitt von der Mutation betroffen war. So hatten drei der untersuchten
"charged-to-alanine" Mutationen (D50A-K53A; D70A und E162A-R164A) einen fiir das
Virus letalen Effekt. Die beiden Mutanten R22A-K23A-R24A und R99-E100A-R101 waren
dagegen replikationskompetent, konnten aber keine infektiosen Partikel bilden. Der
Zuriickerlangung von Infektiositit und/oder Replikationskompetenz wéhrend des Versuchs
lag entweder eine Riickmutation zum GFV-WT oder die Entstehung einer kompensierenden

"second site" Mutation zugrunde.
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Eine Riickmutation wurde nach drei separaten EP der Mutante D70A gefunden. Zur
Erzeugung dieser Mutation wurde lediglich ein Nukleotid ausgetauscht (gac:gec), welches
offensichtlich aufgrund der hohen Fehlerrate von 2 x 107 Fehler/kopiertes Nukleotid
(Pugachev et. al, 2004) der RNA abhingigen RNA Polymerase ("RNA dependent RNA
polymerase" = RdRp) des GFV sehr schnell zuriickmutieren konnte. Die hohe RdRp-
Fehlerrate von RNA-Viren resultiert aus dem Fehlen einer Korrekturfunktion
("proofreading") dieses Enzyms. Aufgrund dieser Fehleranfélligkeit und einer zusitzlich
hohen Replikationsrate finden wéhrend der Replikation von RNA-Viren sehr viele
Mutationen in kurzer Zeit statt. Sind diese fiir das Virus von Vorteil, so setzen sie sich schnell
durch (Ball, 2001).

Kompensierende "second site" Mutationen konnten in unterschiedlichen Bereichen des GFV-
Genoms gefunden werden. Z.B. wurde nach drei voneinander unabhéngigen EP des in vitro
Transkripts der Mutante R99A-E100A-R101A ein Austausch der AS Lysin an Position 124
im NS2A zu Glutaminsidure analysiert (K124E). Obwohl Ursprungsmutation und
kompensierende "second site" Mutation im NS2A-Protein lagen und daher nicht auf die
Interaktion mit einem anderen Protein geschlossen werden kann, ist die Entstehung dieser
neuen Mutation sehr interessant. Wie die urspriinglich zu Alanin mutierten AS an den
Positionen R99, E100 und R101 liegt auch die AS K124 in einem hydrophilen,
wahrscheinlich exponierten und daher fiir Interaktionen zugéinglichen Bereich des NS2A-
Proteins. Durch den Austausch des positiv geladenen Lysins zu negativ geladener
Glutaminsédure erfolgt ein Ladungswechsel, der den von der zuvor eingefiigten "charged-to-
alanine" Mutation hervorgerufenen Defekt offensichtlich ausgleichen kann. Eventuell kann
auf diese Weise eine vermutete Rekrutierungsfunktion von NS2A zuriickerlangt werden. Eine
solche Aufgabe des NS2A-Proteins wird diskutiert, da in vitro Studien mit rekombinantem
Glutathion-S-Transferase- (GST-) Kunjin-Virus- (KUN-) NS2A-Fusionsprotein sowohl eine
Interaktion mit RNA-Transkripten der 3 -nichttranslatierten Region (NTR) als auch mit den
Replikationskomponenten NS3 und NS5 zeigten (Mackenzie et al., 1998).

Auch nach EP des in vitro Transkripts mit der Mutation E162A-R164A entstanden im NS2A
liegende, kompensierende "second site" Mutationen. Nach drei EP wurde ein AS-Austausch
an Position 168 im NS2A gefunden. Zweimal war Methionin durch Lysin (M168K) ersetzt
worden, einmal wurde die AS Arginin (M168R) analysiert. In diesem Fall konnte die
Kompensation allerdings eher auf membrantopologische Verdnderungen des NS2A-Proteins

als auf einen Ladungswechsel zurilickzufiihren sein, was daher niher unter 4.3 diskutiert wird.
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Nach EP der von der NS2A-Mutante R22A-K23A-R24A abgeleiteten RNA entwickelte sich
einmal eine kompensierende "second-site" Mutation im NS2B. An Position 39 wurde statt
Methionin ein Leucin analysiert (M39L). Da diese beiden AS ungeladen sind, findet kein
Ladungswechsel statt, durch den die Kompensation zu erkldren gewesen wire. Der
wesentliche Unterschied findet sich in den Seitenketten der beiden AS. Wihrend Methionin
tiber eine relativ wenig reaktive Thioetherseitenkette verfiigt, besitzt Leucin eine
Kohlenwasserstoffseitenkette, die innerhalb von Proteinstrukturen hdufig an hydrophoben
Wechselwirkungen beteiligt ist. Die AS an Position 39 befindet sich im hydrophoben
N-Terminus des NS2B-Proteins in direkter Nachbarschaft zu drei Leucinen (LL37, L38 und
L41). Ein zusitzliches Leucin an Position 39 konnte also mutmaBliche hydrophobe
Wechselwirkungen verstirken. Offensichtlich kann der durch die "charged-to-alanine"
Mutation an den Positionen R22-K23-R24 hervorgerufene Defekt auf diese Weise
ausgeglichen werden. NS2B fungiert als essentieller Kofaktor der NS3-Serinprotease
(Chambers et al., 1993; Falgout et al., 1993). Uber N- und C-terminale hydrophobe Bereiche
konnte das NS2B in der Membran des Endoplasmatischen Retikulums (ER) verankert sein,
wihrend es durch einen mittigen, geladenen und hoch konservierten Bereich (Rice et
al., 1985) mit der Serinproteasedoméine des NS3-Proteins interagiert und somit einen stabilen
Komplex bildet (Chambers et al., 1993; Falgout et al., 1993). Aus den Arbeiten von
Khromykh et al. (1999) und Mackenzie et al. (1999) entstand die Theorie, dass eine
Verpackung von flaviviralen Proteinen zu infektidsen Partiklen nur erfolgen kann, wenn die
RNA-Replikation an einem membranstindigen Ort ablduft, damit die anschlieBende
Partikelbildung durch die Membran hindurch ablaufen kann. Weiterhin wurde fiir KUN
gezeigt, dass Replikation und RNA-Verpackung eng zusammenhingen (Khromykh et
al., 2001). Sollte das GFV-NS2A eine durch die Mutation verlorengegangene
Rekrutierungsfunktion erfiillen, konnte diese eventuell durch die entstandene "second site"
Mutation im NS2B ausgeglichen werden. Eine stirkere Verankerung des NS2B in der ER-
Membran konnte eine effizientere Bindung des Replikationskomplexes nach sich ziehen,
sodass ein Ablauf des Replikationsvorgangs direkt an der Membran trotzdem gewéhrleistet
ware.

Nach einer analogen EP des in vitro Transkripts der Mutante R22A-K23A-R24A entwickelte
sich die kompensierende "second site" Mutation D343G im NS3. In einer vorangegangenen
Arbeit konnte interessanterweise die gleiche kompensierende "second site" Mutation nach EP

der GFV-NS2A Mutante Q189S beobachtet werden (Kiimmerer & Rice, 2002). Dies deutet
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stark auf eine Interaktion der beiden Proteine NS2A und NS3 hin. Eventuell konnte diese
Interaktion tiber Ladungsbindungen stattfinden, denn es féllt auf, dass nach der Umwandlung
der positiv geladenen AS R22, K23 und R24 zu ungeladenem Alanin eine kompensierende
"second site" Mutation entstand, bei der die negativ geladene Asparaginsdure an Position 343
zu ungeladenem Glycin mutierte. Der Bereich, in dem sich die "second site" Mutation D343G
entwickelte, befindet sich in der am RNA-Replikationsprozess malgeblich beteiligten
Helikasedomédne des NS3-Proteins. In Abbildung 32 ist ein auf Kristallstrukturanalyse
basierendes Modell der GFV-Helikase gezeigt, in dem die AS D343 auf der Oberfliche eines
Loops positioniert ist (Wu et al., 2005). Daher ist es gut moglich, dass diese NS3-Doméne an
der Interaktion mit NS2A, anderen viralen oder auch zelluldren Proteinen beteiligt sein

konnte.

Abbildung 32: Kristallstruktur der flaviviralen Helikase
(aus Wu et al., 2005, abgeindert). Die Helikase besitzt drei
Dominen von etwa gleicher Grofle. Helikasedomaéne 1 ist griin,
Doméne 2 braun und Domine 3 ist blau dargestellt. Die
Position der AS D343 ist hervorgehoben.

Erstaunlicherweise konnten die im 3°-NTR gefundene "second site" Mutationen
c10847g+t10854a den durch die urspriinglich eingefiigte Mutation R99A-E100A-R101A
erzeugten Defekt nicht ausgleichen. Wihrend die Ursprungsmutation nicht zum WT-GFV
zuriickmutiert war, konnte im gesamten GFV-Genom keine andere "second site" Mutation
gefunden werden, die die Zuriickerlangung der Infektiositét hétte hervorrufen konnen. Ein
Grund hierfiir konnte sein, dass sich ein Gemisch aus verschiedenen Mutanten gebildet hat,
aus dem durch Direktsequenzierung Mutationen einzelner Subvarianten nicht detektiert
wurden. Um dies auszuschlieBen, hitte man eine mehrmalige Plaquereinigung des
Virusstocks durchfiihren konnen. Da Mackenzie et al. (1998) fiir KUN eine Interaktion
zwischen dem NS2A-Protein und dem RNA-Transkript des 3°-NTRs hatte nachweisen
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konnen, wire es nicht verwunderlich gewesen, wenn auch fiir GFV ein Hinweis auf eine

solche Interaktion hitte gefunden werden konnen.

4.1.1 Charakterisierung der replizierenden. nicht infektiosen NS2A-Mutanten

Zwei der untersuchten GFV-NS2A "charged-to-alanine" Mutanten stellten sich zwar als
replikationskompetent heraus, waren aber nicht in der Lage, infektiose Partikel zu bilden. Zur
Abschitzung des Replikationsverhaltens dieser beiden Mutanten wurde die in Zelllysaten
enthaltene Envelopeproteinmenge durch Western Blot Analyse ermittelt. Zusétzlich wurde
untersucht, ob diese Mutanten weiterhin subvirale Partikel bilden, wie es auch beim GFV-WT
der Fall ist. Hierzu wurden die Zellkulturiiberstinde auf sekretiertes E-Protein hin untersucht,
da dieses lediglich in Form von infektiésen oder subviralen Partikeln in den

Zellkuturiiberstand entlassen wird (miindliche Mitteilung, Dr. C. Rice).

Sowohl nach EP geerntetem Uberstand als auch in Zelllysaten der mit in vitro Transkripten
der Mutanten R22A-K23A-R24A und R99A-E100A-R101A elektroporierten Zellen konnte
das E-Protein, wenn auch in geringeren Mengen als bei mit WT-GFV RNA elektroporierten
Zellen, nachgewiesen werden. Daraus lédsst sich ableiten, dass die untersuchten Mutanten
hochst wahrscheinlich subvirale Partikel in den Uberstand abgeben und langsamer als der
GFV-WT replizieren. In diesem Zusammenhang wird diskutiert, ob ein Mechanismus bei
Plusstrang-RNA-Viren existiert, der die Amplifikation und Verpackung defekter RNA
minimieren und dadurch die hohe Fehlerrate der RdRp ausgleichen konnte (Khromykh et
al., 2001). In zu spiiteren Zeitpunkten nach EP geernteten Zelllysaten bzw. Uberstinden
konnte eine Zunahme des E-Proteins verfolgt werden, was durch die Entstehung einer
kompensierenden "second site" Mutation zu erklidren sein konnte. Eine solche wiirde zur
Bildung infektioser Partikel und dadurch zu Reinfektionen von Zellen fiihren, was in
analogen Versuchen gezeigt werden konnte. Die beobachtete Expressionszunahme konnte
also darauf beruhen, dass die virusexprimierende Zellzahl zunimmt. Ein direkter
Replikationsratenvergleich konnte mit Hilfe eines Replikonsystems bestimmt werden, bei
dessen Einsatz sich eine vorteilhafte "second site" Mutation nicht in diesem Male

durchsetzen wiirde, da eine Reinfektion von Zellen nicht méglich wire.

98



Diskussion

4.1.2 Trans-Komplementation der NS2A -Defekte

Die beiden replikationskompetenten "charged-to-alanine" Mutanten R22A-K23A-R24A und
R99A-E100A-R101A waren nicht in der Lage, infektidse Partikel zu bilden. Ob dieser Defekt
in frans komplementiert werden konnte, wurde mittels WT-GFV-NS1-2A exprimierender
Zellen eruiert. Letztere wurden mit Hilfe des nicht zytopathogenen Sindbis-Virus (SIN)
Expressionssystems (Agapov et al., 1998) hergestellt. Wie in vorangegangenen Studien
gezeigt werden konnte, interferiert dieses SIN Expressionssystem nicht mit der Replikation
des GFV (Lindenbach & Rice, 1997). Weiterhin konnte unter Verwendung von
pSINrep19/NS1-2A sowohl eine GFV-NS1-Deletions-Mutante (Lindenbach & Rice, 1997)
als auch eine NS2Aoa-Mutante erfolgreich in trans komplementiert werden (Kiimmerer &

Rice, 2002).

Wie fiir die bereits untersuchte GFV-NS2A-Mutante K190S (Kiimmerer & Rice, 2002)
konnte auch fiir die R22A-K23A-R24A-Mutante eine Komplementation durch in trans zur
Verfiigung gestelltes GFV-WT-NS2A nachgewiesen werden. Allerdings entwickelten sich im
Verhiltnis zu GFV-WT kleinere Plaques und niedrigere Titer. Dies lédsst darauf schlie3en,
dass NS2A effizienter in der cis- als in der rrans-Konfiguration agiert. Die
Versuchsergebnisse der R99A-E100A-R101A-Mutante sprechen ebenfalls fiir eine trans
Komplementation, obwohl nach EP in keiner der beiden Zelllinien Plaques im ICA
entstanden waren. Allerdings konnte im Uberstand der NS1-2A-exprimierenden Zellen
sowohl nach 24 als auch 48 h ein Titer detektiert werden, wogegen im Zellkuturiiberstand der
elektroporierten BHK-Zellen kein Virus nachweisbar war. Drei Tage nach EP wurde
allerdings auch in den BHK-Zellen infektioses Virus gefunden, das offensichtlich durch die
Entwicklung einer kompensierenden "second site" Mutation entstanden war. Letztere hatte
sich nach diversen EP der R99A-E100A-R101A-RNA niemals innerhalb von 24 h entwickelt.
Daher ist davon auszugehen, dass der zu diesem Zeitpunkt detektierte Titer der NS1-2A-
Zellen auf eine trans Komplementation und nicht auf die Entstehung einer kompensierenden
"second site" Mutation zuriickzufiihren ist. Um dies sicher beweisen zu konnen, hétte der aus
den NS1-2A-Zellen geerntete 24 h-Uberstand auf BHK-Zellen titriert werden miissen. Wenn
hierbei keine Plaques entstanden wiren, hitte die Entstehung einer kompensierenden "second
site" Mutation ausgeschlossen werden konnen, wodurch die trans Komplementation dann

eindeutig nachgewiesen worden wire.
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4.1.3 Untersuchung von Spaltstellenmutanten

Nach der Ergebnisanalyse des "charged-to-alanine-scannings" fiel auf, dass die GFV-NS2A-
Mutante R22A-K23A-R24A den gleichen Phénotyp wie die in einer vorangegangenen Arbeit
untersuchte GFV-NS2A-Mutante Q189S (Kiimmerer & Rice, 2002) zeigte. Beide Mutanten
waren replikationskompetent, konnten aber keine infektiosen Partikel bilden. Weiterhin fiel
auf, dass nach EP der in vitro transkribierten RNA beider Mutanten eine kompensierende
"second site" Mutation an der Position D343 im NS3 entstanden war. Schaut man sich diese
beiden NS2A-Bereiche ndher an, so wird ersichtlich, dass es sich jeweils um
Erkennungssequenzen der flaviviralen Serinprotease handelt. Diese erkennen und spalten eine
Abfolge von zwei AS mit basischem Rest und eine darauffolgende AS mit kurzer Seitenkette
(Chambers et al., 1990a). Im Fall von GFV sind die Spaltstellen an den Positionen P2, P1 und
P1” [(R/K/Q)-(R/K) | (G/S/A/T)] hoch konserviert (Chambers et al., 1990a). Neben den
Spaltstellen zwischen den einzelnen Nichtstrukturproteinen, konnte auch im C-terminalen
NS2A-Bereich (Q189-K190 | T191) die interne serinproteaseabhidngige NS2Aa-Spaltstelle
identifiziert werden (Nestorowicz et al., 1994; Kiimmerer & Rice, 2002). Im N-terminalen
Teil des NS2A-Proteins findet sich die AS-Abfolge R24-Q25-G26, die eine potentielle,
serinproteaseabhéngige Spaltstelle darstellt. Da es sich bei den im Fall von GFV-
Serinproteasespaltstellen bisher identifizierten AS an Position P1 immer um Arginin oder
Lysin handelt (Chambers et al., 1990a), konnte eine mutmaBliche Prozessierung im Bereich
der AS R24-Q25-G26 eventuell suboptimal ablaufen. Allerdings wurde fiir GFV bereits
gezeigt, dass eine Mutation der AS Arginin an P1 zu Glutamin der Serinproteasespaltstelle
zwischen den Proteinen NS4B und NS5 eine Spaltung weiterhin erlaubt (Lin et al., 1993).
Auflerdem kommt Glutamin neben Arginin und Lysin auch an Position P2 von GFV-
Serinproteasespaltstellen vor (Chambers et al., 1990a). Neben der AS-Sequenz weisen auch
Untersuchungen von NS2Ao-Spaltstellenmutanten auf die Existenz einer zweiten, NS2A-
internen Serinproteasespaltstelle hin. Nach dem Austausch einzelner AS an den Positionen P2
und P1 wurde neben einem geringfiigigen GroBenshift des NS2A-Proteins eine weitere Bande
detektiert, die diesem GroBenshift folgte (miindliche Mitteilung, Dr. B. Kiimmerer), woraus

auf die Entstehung eines weiteren NS2A-Spaltprodukts geschlossen werden kann.

Um diese mutmaBliche NS2AB-Spaltstelle néher zu untersuchen, wurden die Spaltungsmuster
von optimierten bzw. zerstorten Spaltstellenmutanten untersucht. Hierbei ist anzumerken,

dass zur Zerstorung der mutmaBlichen NS2AR-Spaltstelle je zwei AS ausgetauscht werden
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mussten, da nach Austausch von nur einer AS eine neue Serinproteaseerkennungssequenz
entstanden wire. Im Vergleich zum GFV-WT exprimierte die Mutante mit optimierter
Spaltstelle (Q25R) eine geringfiigig groBere Menge des ca. 15 kDa-groBen NS2Ao--
Proteins, das nach gleichzeitiger Spaltung an der NS2Aa- und der NS2AB-Spaltstelle
entstehen konnte (siche Abb. 14, 3.1.8). Wenn die Spaltung an der mutmaBlichen NS2AR-
Spaltstelle durch die Mutation Q25R tatséchlich gesteigert wiirde, konnte dies der Grund fiir
die beobachtete Zunahme des gespaltenen Proteins sein. Ansonsten entsprachen die
Expressionsmuster der Q25R-Mutante und des GFV-WT einander. Wie erwartet exprimierte
die bereits untersuchte Mutante mit zerstorter NS2Aa-Spaltstelle (K190S) (Kiimmerer &
Rice, 2002) das NS2Aa-Protein nicht. Analog dazu wurde erwartet, dass nach EP der in vitro
Transkripte von Mutanten mit zerstorter NS2AB-Spaltstelle kein mutmaBliches NS2Af3-
Protein exprimiert werden wiirde. Erstaunlicherweise wurden aber schwache Banden in der
fiir das NS2AB-Protein vermuteten GroBe detektiert, nachdem die in vitro Transkripte der
Mutanten R22A-K23A-R24A bzw. K23A-R24A in BHK-Zellen elektroporiert worden
waren. Ebenso erstaunte die unerwartete Detektion eines Proteins, das fiir das
Spaltungsprodukt NS2Aa-f3 gehalten wurde. Aufgrund dieser Ergebnisse stellt sich die Frage,
ob es sich bei den mutmaBlichen NS2AB- bzw. NS2Aa-B-Banden wirklich um jene handelt.
Leider konnte die Beobachtung des zuvor detektierten Grof3enshifts der NS2A-Bande und der
zweiten, diesem Shift folgenden Bande nicht wiederholt werden, weshalb sich die NS2Af-
Bande nicht eindeutig identifizieren lieB. Die Ergebnisse lassen keine Schlussfolgerung zu, ob
die mutmaBliche NS2Ap-Spaltstelle als solche erkannt und zur Prozessierung genutzt wird.
Die gegeniiber dem GFV-WT niedriger laufenden NS2Aa-Banden der Mutanten R22A-
K23A-R24A und K23A-R24A lassen sich moglicherweise durch den AS-Austausch und das
dadurch veridnderte Molekulargewicht des Proteins erkldren. Die ausgetauschten AS Arginin
(174,2 Da) und Lysin (146,18 Da) haben jeweils ein groleres Molekulargewicht als das fiir
sie eingesetzte Alanin (89,09 Da). Aufgrund der schwicheren Proteinbanden, die im
Vergleich zu GFV-Lysaten nachgewiesen werden konnten, stellt sich die Frage, ob die
entsprechenden Proteine der Mutanten R22A-K23A-R24A und K23A-R24A eventuell
instabiler als die des GFV-WT sein konnten. Nach Zerstorung beider NS2A-interner
serinproteasetypischen AS-Abfolgen durch die Einfiihrung der Doppelmutation R22A-K23A-
R24A+K190S konnten mittels "hyperimmune ascitic fluid" (HIAF), einem GFV spezifischen

Antiserum, keine NS2A-spezifischen Banden detektiert werden. Die NS2A-Prézipitation
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durch HIAF erfolgt wahrscheinlich tiber Interaktion mit anderen flaviviralen Proteinen.
Eventuell konnte diese Interaktion durch die eingefiihrte Doppelmutante unterbunden sein,
wodurch das Fehlen der NS2A-spezifischen Banden erklért werden konnte.

Wie die Ergebnisse des "charged-to-alanine-scannings" gezeigt haben, ist die Prozessierung
an den NS2A-internen Proteasespaltstellen fiir die Replikation nicht essentiell. InfektiGse
Partikel konnen nach Zerstérung der GFV-NS2Aa- bzw. der NS2A-2B-Spaltstelle oder nach
Zerstorung beider Serinproteasespaltstellen nicht mehr gebildet werden (Nestorowicz et
al., 1994). Dagegen blieb die Infektiositdt nach Zerstorung der mutmallichen NS2AR-
Spaltstelle erhalten (K23A-R24A und R22A-R24A). Waren allerdings zusétzlich die AS an
den Positionen P3 und P4 zu Alanin mutagenisiert (R22A-K23A-R24A), konnten keine

infektiosen Partikel mehr gebildet werden.

4.2 Untersuchung der Proteininteraktion zwischen NS2A und NS3

Nach EP der beiden replizierenden aber nicht infektiosen GFV-NS2A-Mutanten Q189S
(Kiimmerer & Rice, 2002) und R22A-K23A-R24A (siehe 3.1.6) konnte jeweils eine
kompensierende "second site" Mutation an Position 343 im NS3 detektiert werden. Dies liefl
eine Interaktion zwischen den Proteinen NS2A und NS3 vermuten, welche in dieser Arbeit
mittels Koimmunprézipitationsanalysen belegt werden konnte. Da die im NS3 entstandene
"second site" Mutation D343G sowohl den Defekt der NS2A-Mutante R22A-K23A-R24A als
auch den der NS2A-Mutante Q189S kompensieren konnte, wurde eine Korrelation zwischen
der Bildung/Freisetzung infektioser Partikel und der NS2A-NS3-Interaktion vermutet.
Demnach wurde erwartet, dass keine Interaktion zwischen WT-NS3 und NS2A mit den
Mutationen R22A-K23A-R24A oder Q189S stattfinden kann. Im Gegensatz dazu wurde eine
Interaktion zwischen den mutierten NS2A-Varianten und dem an Position D343 mutierten
NS3 angenommen. Wire eine Korrelation zwischen NS2A-NS3-Interaktion und
Partikelbildung gefunden worden, wire eine Hemmung der Bildung infektioser Partikel in
bezug auf eine antivirale Therapie mittels Peptidinhibitoren denkbar gewesen. Eine solche
Korrelation konnte durch die Ergebnisse der Koimmunprézipitationsanalysen allerdings nicht
bestitigt werden. Da auch mutiertes NS2A mit WT-NS3 interagierte, ist die NS2A-NS3-
Interaktion allein nicht hinreichend fiir die Bildung infektioser Partikel. Daher stellte sich die
Frage, worin der kompensierende Effekt der "second site" Mutation des NS3 bestehen konnte.
Wie schon erwiéhnt, wird aufgrund von Interaktionsstudien zwischen KUN-NS2A und der

3°-NTR, dem NS3 und NS5 eine Helferrolle fiir das NS2A-Protein beim Replikationsprozess
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angenommen (Mackenzie et al., 1998). Z.B. konnte NS2A durch Verankerung in der ER-
Membran einerseits und Interaktion mit dem Replikationskomplex andererseits dafiir
verantwortlich sein, den Replikationsvorgang an der ER-Membran ablaufen zu lassen.
Eventuell ist eine Rekrutierungsfunktion von NS2A durch die eingefiihrte Ursprungsmutante
R22A-K23A-R24A oder Q189S gestort, sodass die Replikation zwar noch ablaufen kann,
aber dies nicht mehr am ER erfolgt und daher das "Assembly" gestort sein konnte.

Wie Rinck et al. (2001) zeigen konnten, interagiert das NS2-Protein des bovinen viralen
Diarrhoe-Virus (BVDV) mit einem zellulidren J-Doménen-Protein, einem Mitglied der Dnal-
Chaperone Familie. Auch das GFV-NS2A interagiert mit diesem J-Doménen-Protein
(miindliche Mitteilung Dr. N. Tautz). Daher kénnte ebenso fiir GFV die Interaktion mit einem
zelluldren Chaperone bei der Bildung infektioser Partikel eine Rolle spielen.

Wie bereits diskutiert, bestand keine Korrelation zwischen Bildung bzw. Freisetzung von
infektiosen Partikeln und der NS2A-NS3-Interaktion. Waren beide fiir die Infektiositét
essentiellen AS-Bereiche (R22A-K23A-R24A+Q189S) im NS2A mutiert, konnte keine
Interaktion mit NS3 nachgewiesen werden. Daraus ergab sich die Vermutung, dass beide
genannten NS2A-AS-Bereiche als Interaktionsorte agieren, wobel aber eine der beiden
Stellen ausreichend ist, um diese Interaktion zu vermitteln. Dies wurde mit Hilfe von
Koimmunprézipitation von C- bzw. N-terminal verkiirzten NS2A-Proteinen und dem NS3
tiberpriift. Sowohl die C-terminal als auch N-terminal verkiirzten, mit GST fusionierten
NS2A-Proteinvarianten interagierten mit NS3. Lediglich fiir ein Konstrukt konnte keine
Interaktion nachgewiesen werden. Hierbei handelte es sich um das am N-terminalen Ende
fusionierte, aus den NS2A-AS GI1 bis M13 bestehende Verkiirzungskonstrukt (siehe
Abb. 33). Wihrend in den AS-Abfolgen der anderen Konstrukte jeweils wenigstens eine
Erkennungssequenz der Serinprotease [(R/K/Q)-(R/K) | (G/S/A/T)] (Chambers et al., 1990a)
enthalten war, fehlte eine solche in diesem, nicht interaktionsfihigem, verkiirzten Protein. Das
vorliegende Versuchsmodell kann auf die Situation des GFV-WT iibertragen werden (siche
Abb. 34). Dem GFV-NS2A ist statt dem GST- das NS1-Protein vorangeschaltet. Weder NS1-
NS2A noch GST-NS2A werden durch eine Serinproteaseerkennungssequenz getrennt.
Dagegen wird durch das Anfiigen der GST-Sequenz an den C-Terminus von NS2A eine AS-
Abfolge erzeugt, die von der Serinprotease erkannt werden konnte (Abb. 34). Eine
tatsidchliche Abspaltung des GST-Anteils ist in der Koimmunprézipitationsanalyse allerdings
nicht gegeben, da der Kofaktor der Serinprotease (NS2B) im Versuchsansatz nicht

mitexprimiert wurde. Im Fall von GFV-WT werden die aufeinander folgenden Proteine
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NS2A und NS2B tatsdchlich durch das flavivirale Enzym prozessiert (Nestorowicz et
al., 1994). Daher kann davon ausgegangen werden, dass die nachgewiesene Interaktion
zwischen NS2A und NS3 iiber die Erkennungssequenzen der Serinprotease stattfindet, wobei
allerdings eine einzige solche Stelle fiir den Interaktionsprozess ausreichend ist. Dies wird
auch durch die Untersuchungsergebnisse der Spaltmutanten bestétigt (siehe 4.1.3). Ein
Nachweis von NS2A-spezifischen Banden mit Hilfe von HIAF erfolgt wahrscheinlich tiber
Koprizipitation mit anderen Proteinen. Nach Zerstorung beider NS2A-interner
Erkennungssequenzen der Serinprotease konnte aber keine NS2A-spezifische Bande
nachgewiesen werden, wihrend nach Zerstorung von nur einer der beiden
Erkennungssequenzen ein Nachweis und damit wahrscheinlich eine Koimmunprizipitation

erfolgte.

NS2AR NS2Aa
F20R2:G; Ry Q5G4 QieoKirao T Interaktion
o ¢ ¢ mit NS3
[GsT] | NS2A R224 | +
GSsT) | K190 | +
GsT| P98 | I
GsT] [Q25] Ry2sR02i6, i
GST| [WA3
(A214] [GST] i
A196 | +
[M188 +
[S97 | [GST i
[M30 | [esT il
[m17 GST +
Gl NS2A | 6sT] i

Abbildung 33: Schematische Darstellung der untersuchten NS2A-Verkiirzungskonstrukte. Im oberen
Bildabschnitt sind NS2A und die vom C-Terminus her verkiirzten NS2A-Proteine als Balken dargestellt, wobei
die jeweils C-terminalen, endstindigen AS aufgefiihrt sind. Diese Proteine sind am N-Terminus mit GST (grauer
Balken) fusioniert. Im unteren Bildabschnitt sind dagegen NS2A und die vom N-Terminus her verkiirzten
NS2A-Proteine mit N-terminal endstdndiger AS abgebildet. Diese Proteine sind am C-Terminus mit GST
fusioniert. Die beobachtete bzw. nicht beobachtete Interaktion zwischen den einzelnen Verkiirzungskonstrukten
und NS3 ist mit +/- angezeigt. Auflerdem sind die NS2A-internen Erkennungssequenzen der Serinprotease
gezeigt, wobei eine tatsichlich erfolgende Spaltung bisher lediglich fiir die sogenannte NS2Aa-Spaltstelle
(Nestorowicz et al., 1994; Kiimmerer & Rice, 2002) gezeigt werden konnte. Zusitzlich sind die
Ubergangssequenzen zwischen NS2A und dem fusionierten GST beschrieben. Raute: Erkennungssequenz der
Serinprotease; durchgestrichene Raute: Keine von der Serinprotease prozessierte Sequenz.
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F. R..G NS2p NS2a
2302311 R,Q,:G 0 Q5K 50T 14 Ry23R2248,
GST G1 NS2A R224 GST
NS2p NS2a
Ta51As5,6, R,,Q,:G, Q50K 90T 101 Ry23R248,
0 ¢ . ¢
NS1 G1 NS2A R224 NS2B

Abbildung 34: Vergleich von Versuchsmodell und authentischem GFV-Polyproteinabschnitt. Im oberen
Teil der Abbildung ist die Situation des Versuchmodells im unteren Bereich die des GFV-Polyproteinabschnitts
gezeigt. Die jeweiligen Ubergangssequenzen von GST-NS2A bzw. NS2A-GST und die AS-Abfolge zwischen
NS1-NS2A bzw. NS2A-NS2B sind angezeigt. Ausgefiillte Raute: Erkennungssequenz der Serinprotease;
unausgefiillte Raute: Spaltstelle einer bisher unbekannten Protease, die im ER-Lumen agiert; durchgestrichene,
ausgefiillte/unausgefiillte Raute: Sequenz wird nicht prozessiert.

4.3 Untersuchungen zur subzelluliren Lokalisation und Membrantopologie von NS2A

Um die Eigenschaften des NS2A-Proteins nidher charakterisieren zu konnen, wurde die
Membrantopologie dieses Proteins untersucht. Das stark hydrophobe, kleine (22 kDa) NS2A
ist wahrscheinlich membrandurchspannend (Lindenbach & Rice, 2001) und spielt
offensichtlich bei der Bildung bzw. Freisetzung der infektidésen Partikel eine Rolle
(Kiimmerer & Rice, 2002; diese Arbeit). Da das "Partikelassembly" wahrscheinlich an der
Membran des ER stattfindet, wurde vermutet, dass es sich bei dem an diesem Prozess
beteiligten NS2A um ein ER stdndiges Protein handeln konnte. Dies konnte mittels
Kolokalisationsstudien bestétigt werden. Analog dazu wurde in IF-Studien des KUN-NS2A
ebenfalls eine ER-Assoziation festgestellt (Mackenzie et al., 1998). Ebenso konnte dies fiir
Flag fusioniertes HCV-NS2 gezeigt werden (Yamaga & Ou, 2002).

Um zunichst eine Vorstellung der Membrantopologie des NS2A-Proteins zu bekommen,
wurden verschiedene Computerprogramme eingesetzt, die aufgrund der AS-Eigenschaften
von Proteinen eine Vorhersage treffen, an welchen Stellen sich Transmembrandoménen
(TMD) befinden konnten. Die Orientierung der ER bzw. zytoplasmastindigen Bereiche
erfolgt in dem vorliegenden Fall durch das vorangeschaltete NS1, fiir das eine ER
Lokalisation bekannt ist (Falgout & Markoff, 1995). Vier unterschiedliche
Computerprogramme erwarteten sechs TMD innerhalb des NS2A-Proteins in mehr oder

weniger libereinstimmenden Bereichen, lediglich einmal wurde ein Modell mit sieben TMD
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berechnet (sieche Abb. 25, 3.3.4). Diese Membrantopologiemodelle sollten im Versuch
zunichst durch Einfiigen einer Glykosylierungsstelle in die NS2A-AS-Sequenz iiberpriift
werden. Da eine Glykosylierung nur im ER-Lumen erfolgen kann, wurden auf Basis des
GFV-Gesamtklons zwei verschiedene Positionen im NS2A ausgewihlt, die laut
Computervorhersage im ER liegen sollten. Diese Positionen wurden mutagenisiert, sodass
dadurch jeweils Glykosylierungsstellen entstanden. Bei erfolgter Glykosylierung wurde
gegeniiber dem GFV-WT eine Zunahme des NS2A-Molekulargewichtes um ca. 2 kDa
erwartet. Eine solche Zunahme konnte allerdings nicht beobachtet werden. Anders verhielt es
sich bei Studien des HCV-NS2-Proteins. Nach Erzeugung von Glykosylierungsstellen und
Deglykosylierungsstudien konnte in diesem Fall ein Membrantopologiemodell fiir das
untersuchte Protein entwickelt werden (Yamaga & Ou, 2002). Die Glykosylierung wird aber
wie auch in weiteren Studien (Santolini et al., 1995; Flint & McKeating, 1999) als ineffizient
beschrieben, wofiir aber keine Begriindung gefunden wurde (Yamaga & Ou, 2002). Nilsson
& Heijne (1993) fordern einen minimalen Abstand von mindestens 12-14 AS zwischen
Membran und Glykosylierungsstelle, damit eine Glykosylierung erfolgen kann. Um diesen
Abstand einzuhalten, fiigten Lundin et al. (2003) zur Untersuchung der Membrantopologie
des HCV-NS4B-Proteins einen aus 32 AS bestehenden Loop mit mittelstindigem
Glykosylierungsmotiv an verschiedenen Stellen des Proteins ein. In diesem Zusammenhang
wurde vermutet, dass im Fall von GFV-NS2A die in die AS-Sequenz direkt eingefiigten
Glykosylierungsstellen zu nah an der Membran liegen konnten, als dass eine Glykosylierung
erfolgen kann. Daher wurde zur Untersuchung der GFV-NS2A-Membrantopologie der
beschriebene und bereits verwendete Glykosylierungsloop (Lundin et al., 2003) an
verschiedenen Stellen des NS2A-Proteins eingeftigt.

Im Gegenteil zu den direkt und ohne Loop erzeugten Glykosylierungsstellen wurden die
entsprechenden Proteine im folgenden Versuch auBerdem transient liberexprimiert. Der
Beweis, dass der beobachtete GroBenshift durch die Glykosylierung der Proteine
hervorgerufen worden war, erfolgte auf zwei verschiedene Weisen. In einem Versuchsansatz
wurden mittels PNGase F N-glykosydisch gebundene Seitenketten abgespalten. Gegentiber
diesem Enzym sensitive Proteine sollten jeweils liber eine Glykosylierungsstelle im ER
verfiigen. Analog dazu wurden die Expressionsmuster der Loopkonstrukte mit bzw. ohne
Glykosylierungsstelle verglichen. Ergab sich hier ein GroBenshift, war ebenfalls von einer

erfolgten Glykosylierung und damit von einem ER sténdigen Proteinabschnitt auszugehen.

106



Diskussion

Die Ergebnisse dieser beiden unterschiedlichen Versuchsansitze ergaben iibereinstimmend,
dass offensichtlich eine Glykosylierung an den im folgenden aufgezihlten NS2A-Stellen
erfolgt: F323(NS1), Q25(NS2A), F62(NS2A) und [148(NS2A). Dagegen konnte eine
Glykosylierung nach Transfektion der Konstrukte pP98(Loop/NS2A), pF183(Loop/NS2A)
und pR223(Loop/NS2A) nicht nachgewiesen werden. Fiir pP157(Loop/NS2A) konnten die
Deglykosylierung und der Expressionsmustervergleich nicht ausgewertet werden. Nach
PNGase F Behandlung der durch das Konstrukt pF183(Loop/NS2A) exprimierten Proteine
fiel auf, dass das NS1-2A-Loop Protein gegeniiber dem Enzym sensitiv war, das NS2A-Loop
Protein aber nicht. Eventuell konnte sich an betreffenden Positionen ein topologischer
"switch" abspielen, sodass eine kleine Teilmenge des entsprechenden Proteinbereichs in das
ER-Lumen ragt und folglich glykosyliert werden kann. Der Hauptanteil des exprimierten
Proteins konnte dagegen ins Zytoplasma transloziert werden. Der Vorteil von solchen
gemischten Membrantopologien wiirde darin bestehen, dass ein und dasselbe Protein
mehrere, verschiedene Funktionen erfiillen konnte. Durch multifunktionelle Proteine konnten
Viren das Problem 10sen, die Informationen moglichst vieler Aufgaben und Funktionen auf
einem in Relation dazu kleinen Genom unterzubringen. Auch fiir das L-Envelope-Protein des
Duck Hepatitis B-Virus (DHBV) wird ein solcher "Topologieswitch" angenommen, der eine
wichtige Rolle bei der Freisetzung und Reifung dieser Viruspartikel zu spielen scheint
(Grgacic, 2002). Das Verdndern der Topologieverhiltnisse wird in diesem Fall offensichtlich
durch posttranslationale Translokation einer bestimmten Domine des L-Proteins erreicht
(Grgacic, 2002). Moglich wire auch, dass eine Prozessierung topologische Veridnderungen
hervorruft, worauf das gespaltene Protein dann neue Funktionen erfiillen kann. Dies konnte

fiir das HCV-Envelope-Protein gezeigt werden (Cocquerel et al., 2002).

Wie schon erwihnt, wurden die in dieser Arbeit verwendeten Glykosylierungsloops bereits
zur Untersuchung der Membrantopologie des HCV-NS4B-Proteins genutzt (Lundin et
al., 2003). Nach transienter Expression des NS4B-Proteins, in dessen Sequenz an
verschiedenen Stellen die Loops eingefiigt worden waren, wurden die unter An- bzw.
Abwesenheit von mikrosomalen Membranen entstandenen Expressionsmuster verglichen.
Auch hier wurden von den Computervorhersagen teilweise abweichende Ergebnisse erzielt.
Auffillig war, dass die Glykosylierung des N-terminalen HCV-NS4B-Bereiches beobachtet
wurde, obwohl die Prozessierung des Polyproteins zwischen NS3 und NS4B durch die virale

Protease im Zytoplasma erfolgen muss. In diesem Zusammenhang fragen sich Lundin et al.
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lediglich, ob die NS4B-Topologie unveridndert bleibt, wenn das Protein alleine oder im
Verband des Polyproteins exprimiert wird. Dass die NS4B-Topologie durch die Einfiigung
des doch recht grolen Glykosylierungsloops verdndert werden konnte, wird nicht diskutiert.
Diese Moglichkeit sollte in Bezug auf das GFV-NS2A ausgeschlossen werden. Daher wurde
neben den Glykosylierungsstudien noch ein weiterer, alternativer Versuchsansatz
durchgefiihrt. Statt der 32 AS-groBlen Glykosylierungsloops wurden jeweils an den gleichen
Positionen wesentlich kleinere Hemagglutinin- (HA-) Tags (9 AS) in die NS2A-Sequenz
eingefiigt. Nach Transfektion der entsprechenden Konstrukte in Zellen wurden letztere mittels
Digitonin selektiv permeabilisiert, wodurch die &duBlere Zellmembran zerstort wird, die ER-
Membran aber intakt bleibt. Eine IF mit a-HA-Antikorper kann daher nur positiv sein, wenn
die untersuchte Stelle im Zytoplasma liegt. Im Gegenteil zum Glykosylierungsassay erlaubte
dieses Versuchsprinzip also eine Aussage tiber zytoplasmastdndige Proteinbereiche zu treffen.
Mit Hilfe von eingefiigten HA-Tags und selektiver Permeabilisierung wurden bereits
Membrantopologiemodelle fiir das HCV-Envelopeprotein (Cocquerel et al., 2002) sowie fiir
das Lassa-Virus-Glykoprotein C (Eichler et al., 2004) erstellt. In dieser Arbeit konnten mittels
dieses Assays die NS2A-Positionen Q25, F62, F183 und R223 als zytoplasmastidndig
analysiert werden. Dagegen wurden die AS-Bereiche der Positionen F323(NS1), P98(NS2A),
[148(NS2A) und P157(NS2A) nicht im Zytoplasma vermutet. Auffillig war, dass die IF der
mit Triton X 100 behandelten Kontrollzellen nach Transfektion des Konstruktes mit HA-Tag
an Position 6 eine schwichere IF zeigte, als nach Transfektion der tlibrigen Konstrukte zu
beobachten war. Daraus ergab sich die Frage, ob diese Position eventuell in einer TMD
lokalisiert und daher eine Bindung des a-HA-Antikorpers selbst nach Tritonbehandlung
beeintrichtigt sein konnte. Ob dies der Fall ist, bleibt aber ungeklirt, da ein

Kontrollkonstrukt, bei dem sich das HA-Tag in einer TMD befindet, nicht untersucht wurde.

In Tabelle 30 sind die aus den beiden unterschiedlichen Assays gewonnen Ergebnisse fiir die
acht untersuchten NS1- bzw. NS2A-Positionen gegeniibergestellt. Ubereinstimmend sind die
Resultate fiir die Positionen F323(NS1), [148(NS2A), P157(NS2A), F183(NS2A) und
R223(NS2A). Wihrend die AS-Bereiche F232(NS1), 1148(NS2A) und P157(NS2A) mit
groBer Wahrscheinlichkeit im ER-Lumen lokalisiert sind, befinden sich die Positionen
F183(NS2A) und R223(NS2A) offensichtlich im Zytoplasma. Widerspriichliche Ergebnisse
wurden durch die alternativen Versuchsansétze fiir die NS2A-AS-Positionen Q25, F62 und
P98 erzielt. Wihrend die untersuchten Stellen Q25(NS2A) und F62(NS2A) sowohl
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glykosyliert wurden als auch nach Digitoninbehandlung eine positive IF zeigten, fand an
Position P98(NS2A) weder eine Glykosylierung statt noch ergab sich im selektiven

Permeabilisierungsassay eine positive IF.

Tabelle 30: Vergleich der Ergebnisse von Glykosylierungsassay und selektivem Permeabilisierungsassay.
Fiir die einzelnen NS2A-Positionen ist jeweils angegeben, ob eine Glykosylierung stattgefunden (+) bzw. nicht
stattgefunden (-) hat. Bei erfolgter Glykosylierung ist davon auszugehen, dass der entsprechende AS-Bereich im
ER-Lumen lokalisiert ist, was durch (ER) gekennzeichnet ist. Das Ergebnis des Glykosylierungsassays fiir
Position 6 ist eingeklammert, da eine Glykosylierung lediglich auf dem Expressionsmuster basierend
angenommen wird, nicht aber mittels Deglykosylierung oder im Vergleich zum Loopkonstrukt ohne
Glykosylierungsstelle bewiesen werden konnte. War die IF nach Digitoninbehandlung der mit den Konstrukten
transfizierten Zellen positiv (+), ist von einem zytoplasmatischen AS-Abschnitt (Zy) auszugehen. Negative IF ist
durch (-) gekennzeichnet. Stimmen die Ergebnisse iiberein, ist die analysierte Lokalisation in der entsprechenden
Spalte angegeben. Sich widersprechende Ergebnisse sind durch (> <) markiert.

Loop-/HA- Glykosy- | IF nach Digitonin- | Lokali-
Position lierung behandlung sation
F323(NS1) +>ER - ER
Q25(NS2A) +>ER +>7Zy ><
F62(NS2A) +>ER +>7Zy ><
PI98(NS2A) - - ><
1148(NS2A) +>ER - ER
P157(NS2A) (+>ER) - (ER)
F183(NS2A) - +>7Zy Zy
R223(NS2A) - +>7Zy Zy

Aufgrund der bereits angedeuteten Zweifel, dass durch die Einfligung des relativ groflen
Glykosylierungsloops die Membrantopologie des GFV-NS2A beeinflusst werden konnte,
wird im folgenden bei sich widersprechenden Resultaten von den Ergebnissen des selektiven
Permeabilisierungsassays ausgegehend auf die Membrantopologie des NS2A-Proteins
geschlossen. Wie bereits erwidhnt, werden die Proteine NS1 und NS2A von einer
membranstidndigen Wirtszellprotease im ER prozessiert (Falgout & Markoff, 1995). Die im
NS1 befindliche Position F323 wurde dementsprechend sowohl durch die
Glykosylierungsversuche als auch durch den selektiven Permeabilisierungsassay im ER-
Lumen lokalisiert. Weiterhin ist bekannt, dass der C-Terminus des NS2A zur Abspaltung
vom NS2B-Protein im Zytoplasma liegen muss (Nestorowicz et al., 1994). Dies konnte
ebenfalls durch die Versuche dieser Arbeit belegt werden. Daher liegt auf der Hand, dass
NS2A die Membran mit einer ungeraden Anzahl von TMD durchspannen sollte. Die durch
die Computerprogramme vorhergesagte erste TMD im Bereich der AS 1-21 (vgl. Abb. 35)

scheint vorhanden zu sein, denn wéahrend Position F323(NS1) als ER-luminal bestimmt
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wurde, liegt Position Q25(NS2A) den Ergebnissen der selektiven Permeabilisierung zufolge
im Zytoplasma. Demzufolge wiirden auch die AS 24-26, die als Erkennungssequenz der
flaviviralen Serinprotease dienen konnten, im Zytoplasma lokalisiert sein, was fiir einen
moglicherweise ablaufenden Spaltungsprozess erforderlich ist. Sédmtliche fiinf
Computermodelle sagen an mehr oder weniger libereinstimmenden Positionen im Bereich
zwischen den AS 29 und 58 eine zweite TMD innerhalb des NS2A-Proteins vorher (Abb. 35).
Entweder ist diese trotz der iibereinstimmenden Vorhersagen nicht vorhanden, oder es liegen
zwei sehr kurze TMD direkt hintereinandergeschaltet vor, denn die Position F62(NS2A) liegt
laut Ergebnissen der selektiven Permeabilisierung im Zytoplasma. Da sich der AS-Bereich
um die AS-Position 98 laut den Ergebnissen wieder im ER befinden sollte, muss zwischen
den untersuchten AS-Positionen 62 und 98 eine TMD liegen. Diese wurde auch von
samtlichen Computerprogrammen vorhergesagt (AS 71-94), allerdings in umgekehrter
Orientierung (Abb. 35). Da die AS 148 des NS2A ebenfalls im ER liegen sollte, bedeutet
dies, dass entweder der komplette Bereich zwischen den AS 98 und 148 im ER lokalisiert ist
oder, dass zwei TMD zwischengeschaltet sind. Letztere werden vom HMMTOP-Programm
vorgeschlagen (104-120 und 126-141, siehe Abb. 35). Die Positionen 1148 und P157 liegen
sowohl nach den Glykosylierungsergebnissen als auch den Ergebnissen der selektiven
Permeabilisierung zufolge im ER-Lumen. Da die darauf folgenden Positionen F183 und R223
laut den Versuchsergebnissen im Zytoplasma liegen, miisste sich zwischen den untersuchten
Positionen P157 und F183 eine TMD befinden. Eine solche wird von den Programmen
TMHMM und TMpred fiir die AS 160-189 vorausgesagt (Abb. 35). Die AS 189-191 kodieren
fiir die Erkennungssequenz der Serinprotease, die an dieser NS2A-internen, sogenannten
NS2Aoa-Spaltstelle das NS2A-Protein prozessiert. Dazu miissen diese AS im Zytoplasma
liegen. Wie bereits erwidhnt, findet eine solche Spaltung auch am C-Terminus des NS2A-

Proteins statt, weshalb auch dieser im Zytoplasma lokalisiert sein sollte.
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Abbildung 35: Auf Computervorhersagen bzw. auf Versuchsergebnisse gestiitzte
Membrantopologiemodelle des GFV-NS2A-Proteins. In der oberen Reihe ist das C-terminale NS1-Ende, das
darauf folgende vollstindige NS2A und der N-Terminus des NS2B des GFV als Balken dargestellt. Die
Positionen, an denen HA-Tags bzw. Glykosylierungsloops eingefiigt wurden sind markiert. Weiterhin ist die
NS2Aa- und die mutmalliche NS2Af-Serinproteasespaltstelle gekennzeichnet. In den darunter liegenden
Reihen folgen beispielhaft fiir das 6-TMD-Computermodell die Topologievorhersage des Programms TMHMM
und das ebenfalls bereits in Abb. 25 (3.3.4) gezeigte HMMTOP-Modell mit 7 vorhergesagten TMD. Die
Topologievorhersage HMMTOP advanced ist unter Einbeziehung der Versuchsergebnisse durch das
entsprechende Computerprogramm errechnet worden. Basierend auf der HA-Tag-Analyse zeigt Modell 1 die
Membrantopologie mit der minimal moéglichen Anzahl von TMD, dagegen ist in Modell 2 die maximal
mogliche Anzahl der TMD aufgefiihrt. Oberhalb der schematisch dargestellten ER-Membranen befindet sich
jeweils das ER-Lumen (ER), darunter das Zytoplasma (Zy). Die per Computerprogramm vorhergesagten TMD
sind als schwarze Kiésten dargestellt. Die auf den Versuchsergebnissen basierenden TMD in Modell 1 und 2 sind
als schwarze Kisten dargestellt, die weifl beziffert sind. Die grauen Kisten stellen mutmalliche TMD dar, die
allerdings nicht durch Versuche belegt sind. Weiterhin sind die Positionen der jeweils ersten und letzten NS2A-
AS, die noch auflerhalb der Membran liegen, gekennzeichnet.

Aus den vorangegangenen Versuchen und Uberlegungen ergibt sich ein
Membrantopologiemodell fiir das NS2A-Protein mit mindestens drei TMD, wie es in
Abbildung 35 als Modell 1 gezeigt ist. Aufgrund der hydrophoben bzw. hydrophilen
Eigenschaften der NS2A-AS-Sequenz kénnten sich die in Modell 2 gezeigten TMD a-f
zusitzlich in diesem Protein befinden. Diese sind allerdings rein hypothetisch und noch nicht

durch Versuche bestitigt. Die in Abbildung 35 unter Modell 2 gezeigte hypothetische TMD b
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ist aufgrund der "charged-to-alanine-scanning" Versuche eher unwahrscheinlich. Die
Mutation der in dieser Region liegenden AS 50 und 53 zu Alanin hatte fiir das Virus letale
Folgen. Die beiden betroffenen AS liegen in einem Proteinabschnitt, der zwar recht
hydrophob ist, aber immer wieder durch hydrophile AS unterbrochen wird. Auch die
Ergebnisse der selektiven Immunozytochemie lassen vermuten, dass dieser Bereich keine
TMD darstellt. Werden nun aber die beiden hydrophilen AS Asparaginsidure und Lysin an den
Positionen 50 und 53 jeweils gegen hydrophobes Alanin ausgetauscht, konnte der Abschnitt
daraufhin in die Membran einlagert werden und NS2A seine Funktionalitit verlieren.
Eventuell konnte so der Replikationsstop der entsprechenden Virusmutante erklédrt werden.
Falls also die TMD b nicht existiert, sollte auch die in Abbildung 35 gezeigte, hypothetische
TMD a nicht vorhanden sein, da sonst die Topologieverhéltnisse umgekehrt wiirden. Das
Vorhandensein der hypothetischen TMD ¢ (Abb. 35, Modell 2) wird dagegen durch die
Ergebnisse des "charged-to-alanine-scannings" gestiitzt. Die hydrophilen AS R99, E100 und
R101 liegen direkt N-terminal von dieser TMD c. Falls letztere existieren sollte, so konnten
die durch die "charged-to-alanine" Mutagenese zu hydrophobem Alanin umgewandelten
AS 99, 100 und 101 eventuell mit in diese TMD einbezogen werden, sodass sie fiir eventuelle
Interaktionspartner nicht mehr zugénglich sind. Die TMD e und f sind beide sehr kurz und
sehr dicht aufeinanderfolgend und daher eher unwahrscheinlich. Trotzdem muss das Fehlen
von TMD e und f durch Versuche untersucht werden. Demnach scheint ein NS2A-
Membrantopologiemodell am wahrscheinlichsten, das dem in Abbildung 35 unter HMMTOP
advanced gezeigt wird. Hier wurden die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse mit in die
Berechnungen des Computerprogrammes HMMTOP einbezogen, woraus die abgebildete
Membrantopologie resultierte. Allerdings miissen noch weitere Analysen fiir die erste Hélfte
des NS2A-Proteins durchgefiihrt werden, da in diesem Abschnitt die Daten der
Glykosylierungsstudien und der Untersuchung mittels HA-Tag Insertion keine
tibereinstimmenden Ergebnisse lieferten. Auch die bisher noch nicht belegten aber vermuteten
TMD zwischen den AS-Positionen 103-119 und 126-142 miissen durch weitere Versuche

untersucht werden.

Unter 4.1.1 wurden die nach Mutagenese entstandenen, offensichtlich auf Ladungswechseln
beruhenden, kompensierenden "second site" Mutationen diskutiert. Der kompensierende
Effekt der im NS2A liegenden "second site" Mutationen M168K bzw. M168R, die jeweils

nach EP des in vitro Transkripts der Mutante E162A-R164A entstanden waren, konnte auf
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membrantopologischen Veridnderungen basieren und soll deshalb hier diskutiert werden.
Durch den Austausch geladener, hydrophiler AS zu ungeladenem und hydrophoben Alanin
konnten ndmlich nicht nur Protein-Protein-Interaktionen beeinflusst, sondern auch
Membrantopologien veridndert werden. Die beiden AS E162 und R164 liegen wahrscheinlich
N-terminal direkt vor der mutmaBlichen TMD 3 (sieche Abb. 35). Nach Mutagenese dieser
beiden hydrophilen AS zu hydrophobem Alanin konnten sie mit in die TMD 3 einbezogen
werden und demzufolge fiir mutmaBliche Interaktionen mit anderen Proteinen nicht mehr zur
Verfiigung stehen. Durch die entstandenen "second site" Mutationen M168K bzw. M168R,
bei denen jeweils eine hydrophobe in eine hydrophile AS umgewandelt wird, konnte der
durch die urspriinglich eingefiigte Mutation erzeugte Replikationsverlust kompensiert werden.
Da die AS-Position 168 in Nachbarschaft zu den urspriinglich mutierten AS liegt, konnten die
zundchst in die TMD mit einbezogenen AS 162 und 164 wieder dem ER-Lumen zur

Verfiigung stehen, sodass mutmaBliche Funktionen erfiillt werden konnten.

Abschlielend ist zu sagen, dass in dieser Arbeit bestétigt werden konnte, dass NS2A eine
wichtige Rolle in der Partikelbildung spielt. Mittels Mutagenesestudien konnten mehrere
Bereiche im NS2A gefunden werden, die fiir die Partikelbildung wichtig sind. Eine im NS3
entstandene kompensierende "second site" Mutation lie3 eine Interaktion von NS2A und NS3
vermuten, welche mittels Koimmunpréazipitationsanalyse bestétigt werden konnte. Allerdings
verhinderten die Mutationen, die die Partikelbildung unterbanden, die NS2A-NS3-Interaktion
nicht. Eine direkte Korrelation zwischen NS2A-NS3-Interaktion und Partikelbildung besteht
daher nicht. Ungeklirt bleibt weiterhin die Frage, an welchem Schritt der Partikelbildung
und/oder Freisetzung das NS2A-Protein eingreift. Weiterhin zeigen die Daten dieser Arbeit,
dass NS2A ein membrandurchspannendes, ER stidndiges Protein ist. Damit ist eine
Lokalisation am Ort des "Virusassemblys" gegeben, wo es moglicherweise eine Rolle bei der
Rekrutierung von RNA zur Verpackung und somit bei der Nukleokapsidbildung eine Rolle

spielen konnte.

113



Zusammenfassung

S. ZUSAMMENFASSUNG

Das Gelbfieber-Virus (GFV) ist der Prototyp der Familie Flaviviridae. Bei dem GFV-Genom
handelt es sich um ein einzelstringiges RNA-Molekiil (11 kb) positiver Polaritét. Letztere
kodiert fiir ein Polyprotein, das ko- und posttranslational durch zelluldre und virale Proteasen
in drei Struktur- und sieben Nichtstrukturproteine prozessiert wird.

Uber das flavivirale Nichtstrukturprotein NS2A ist bisher wenig bekannt. Neben einer Rolle
bei der Hemmung der zelluldren Interferonantwort scheint es an der Bildung und/oder
Freisetzung infektioser Partikel beteiligt zu sein. Dies konnte in dieser Arbeit durch ein NS2A
"charged-to-alanine-scanning" bestitigt werden. Die eingefligten Alaninaustausche
resultierten entweder in einem dem GFV-WT vergleichbaren Phinotyp, waren letal, oder
blockierten selektiv die Bildung/Freisetzung infektidser Partikel, ohne die RNA-Replikation
zu unterbinden. Letzteres war fiir die NS2A-Mutanten R22A-K23A-R24A und R99A-E100A-
R101A zu beobachten, deren Defekt durch in frans zur Verfiigung gestelltes GFV-WT-NS2A
ausgeglichen werden konnte. Zudem entwickelte sich nach EP der von der Mutante R22A-
K23A-R24A abgeleiteten RNA eine "second site" Mutation an Position D343 im NS3, die
den Effekt der urspriinglich eingefiigten Mutante kompensierte. Dies lief} eine Interaktion der
beiden Proteine NS2A und NS3 vermuten, welche in dieser Arbeit mittels
Koimmunprizipitationsstudien belegt werden konnte. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass
es sich bei den interaktionsvermittelnden AS-Bereiche um NS2A-interne
Serinproteaseerkennungssequenzen handelt. Allerdings wurde die Vermutung, dass zwischen
Bildung/Freisetzung infektioser Partikel und der NS2A-NS3-Interaktion eine direkte
Korrelation besteht, widerlegt. Allein die NS2A-NS3-Interaktion ist demnach fiir die
Bildung/Freisetzung infektioser Partikel nicht hinreichend.

Weiterhin wurde in dieser Arbeit mittels Kolokalisationsstudien das NS2A als ER stindiges
Protein identifiziert. Zur Ermittlung der NS2A-Membrantopologie wurden Vorhersagen
verschiedener Computerprogramme miteinander verglichen und durch zwei unterschiedliche
Versuchsansitze tiberpriift. Erstens wurde die Lokalisation von an verschiedenen Positionen
des NS2A eingefiigten Glykosylierungsstellen untersucht; zweitens wurde die Lokalisation
eingefiigter HA-Tags mittels selektiver Immunozytochemie tiberpriift. Aus den Ergebnissen
konnte ein GFV-NS2A-Membrantopologiemodell mit wenigstens drei

membrandurchspannenenden Doménen erstellt werden. Ein alternatives Modell mit fiinf
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Transmembrandoménen scheint allerdings wahrscheinlicher, wobei der Beweis der beiden

zusétzlichen, mutmallichen Doménen durch weitere Versuche noch aussteht.
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Anhang

7. ANHANG

7.1 Sequenzierte GFV-Genomabschnitte

Entwickelte sich nach der EP von zunichst nicht infektiosen GFV-NS2A-Mutanten spéter
noch ein ZPE, wurde RNA aus reinfizierten Zellen isoliert. Nach RT-PCR wurde die cDNA
sequenziert. Die durch Sequenzierung abgedeckten GFV-Genomabschnitte sind in folgender

Tabelle aufgefiihrt.

Tabelle 31: Durch Sequenzierung abgedeckte Nukleotidbereiche des GFV-Genoms.

Die gefundenen "second site" Mutationen lagen im *': NS2A; **: NS2B; *%: NS3; **: 3°-NTR.

*3: Die in der Spalte der sequenzierten GFV-Genomabschnitte gezeigten Zahlen beziehen sich auf die
Nukleotidabfolge des GFV-Genoms.

Ursprungsmutation "2nd-site" Mutation Sequenzierter GFV-Genomabschnitt*°
R22A+K23A+R24A M39L*? 3490-4730 und 5070-6905
R22A+K23A+R24A D3G*? 3500-4180 und 4200-4850 und 4880-6905
R22A+K23A+R24A D343G*? 3240-4590 und 5070-6070
R22A+K23A+R24A E347A% 3120-3850 und 5485-5900

D70A A70D*! 3130-4190

D70A A70D*! 3530-4080

D70A A70D*! 3500-3960

R99A+E100A+R101A V118E*! 3165-4220

R99A+E100A+R101A K124E*! 3260-4590 und 5750-6900
R99A+E100A+R101A K124E*! 3480-4190

R99A+E100A+R101A K124E*! 3470-4170

R99A+E100A+R101A c10837g**+t10844a** 1-10862

E162A+R164A MI169K*! 3400-4420

E162A+R164A MI169K*! 3500-4210

E162A+R164A MI169R*! 3160-4200
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