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Kapitel 1: Einleitung

Kapitel 1: Einleitung

Tollwut ist eine Zoonose, die sowohl fur Tiere als auch fir Menschen todlich
verlauft. Die ersten Falle von tollwitigen Hunden wurden bereits 2300 v. Chr. im
babylonischen Konigsreich dokumentiert. Der Erreger der Tollwut, das Tollwutvirus
(Rabies Virus, RV), besitzt ein sehr breites Wirtsspektrums und konnte sich weltweit
verbreiten. Aktuell werden im Zusammenhang mit einer Tollwutinfektion jahrlich bis
zu 55 000 Todesfélle verzeichnet, davon tber 10 000 allein in Indien (World Health
Organization, 2004). Vor allem die Drittwelt-Lander in Afrika und Asien sind betroffen,
da dort Menschen in engem Kontakt zu Tieren leben und ihnen zudem die Mittel
fehlen, Impfungen oder Postexpositionsprophylaxen durchfiihren.

Westeuropa gilt als nahezu tollwutfrei. In Deutschland konnte die Fuchstollwut
mit Hilfe einer flachendeckenden Impfkampagne eliminiert werden (Forschungs
Report 01/2008 des Bundesministeriums fur Ernahrung, Landwirtschaft und
Verbraucherschutz). Die kirzlich in  Deutschland aufgetretenen humanen
Tollwuterkrankungen sind nicht auf die Ubertragung durch einheimische Fiichse
zurtickzufihren, sondern auf Auslandsaufenthalte (Schankin et al., 2005) oder die
Transplantation von Organen einer Tollwutvirus-infizierten Spenderin (Schankin et
al., 2005).

Das Tollwutvirus kann bei Tieren und Menschen eine letale Enzephalomyelitis
verursachen. Die Ubertragung erfolgt in der Regel tiber den Biss infizierter Tiere, die
das Virus bereits bis zu 12 Tage vor Erkrankungsbeginn im Speichel ausscheiden
kénnen. Eine Kontaktinfektion Uber offene Wunden ist ebenfalls méglich und es
wurde von Féallen berichtet, in denen das Einatmen von virushaltigem Staub zu einer
Infektion Uber die Schleimh&aute gefihrt hatte (Johnson et al.,, 2006). Dieser
Ubertragungsweg ist Thema aktueller Untersuchungen. Die Inkubationszeit kann bis
zu zwei Jahre dauern, allerdings betragt sie in den meisten Fallen 3 bis 12 Wochen.
Nach einer Infektion gelangt das Virus in die peripheren Nerven, wo es durch die
Axone zum Zentralen Nervensystem (ZNS) wandert und schlie8lich im
Hippocampus, Hirnstamm und Ammonshorn entzindliche L&sionen verursacht. Es

werden fast ausschlief3lich Neurone zerstort. Nach der Vermehrung im Gehirn breiten
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sich die Virionen in periphere Organe aus, vor allem in die Speicheldriise (Lafon M.,
2004).

Die Tollwut &uf3ert sich in aggressivem Verhalten und grof3er Unruhe. Das
klassische Bild eines tollwitigen Hundes zeigt ein aggressives Tier mit Schaum vor
dem Maul, da der Schluckreflex aussetzt (Abb.1). Durch die grol3en Mengen an Virus
im Speichel tragt diese Symptomatik zu einer raschen Verbreitung des Virus bei.
Beim Menschen &ullert sich eine Tollwutinfektion mit Kopfschmerzen, Fieber,
Hyperventilation und Lahmungserscheinungen. Der Patient verliert das Bewusstsein
und fallt in ein Koma. Bei Tieren sind die Symptome der ,rasenden Wut* nur zum Tell
vorhanden. Vermutlich basieren die Symptome auf die Stérung von
Neurotransmittersysteme. Es gibt allerdings auch eine ,stumme* paralytische Form
der Tollwut, bei der sich das infizierte Tier unnatirlich ruhig und zurtickgezogen

verhalt.

e g

Abbildung 1: Tollwutvirus-infizierter Hund mit aggr essiv gefletschten Zahnen. Die genauen

Ursachen fur die Wesensveranderung sind noch weitestgehend ungeklart.

Seit 1885 ist es dank Louis Pasteur moglich, sich vorbeugend gegen Tollwut
impfen zu lassen. Dies geschieht beim Menschen und Haustieren mit inaktivierten
Rabies Viren, bei Hunden und Wildtieren mit attenuierten Lebendimpfstoffen. Die
Impfung wilder Tiere erfolgt Uber Kodervakzine. Postexpositionell kann eine passive
Immunisierung  durchgefuhrt werden, indem hohe Konzentrationen an
neutralisierenden Antikoérper verabreicht werden. Zusatzlich erfolgt in diesen Fallen
eine aktive Immunisierung. Ist das Virus in das Gehirn vorgedrungen, ist ein tédlicher

Ausgang meist nicht mehr zu vermeiden (Warrell and Warrell, 2004). Nur in
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vereinzelten Fallen gab es Uberlebende einer Tollwutvirusinfektion (Willoughby, Jr. et
al., 2005).

1.1 Das Tollwutvirus

1.1.1 Taxonomie

Das Tollwutvirus gehdort zu der Gattung der Lyssaviren innerhalb der Familie der
Rhabdoviridae. Aufgrund ihres nichtsegmentierten, einzelstrangigen RNA-Genoms
werden sie neben den Paramyxoviridae, den Bornaviridae und den Filoviridae der
Ordnung der Mononegavirales zugeordnet (Tab.l). Wichtige humanpathogene
Vertreter der Paramyxoviridae sind das Masernvirus und das Humane
Respiratorische Synzytialvirus (HRSV). Zu den Filoviren gehoren die besonders hoch
virulenten Ebola- und Marburgviren. Obwohl die Anzahl der kodierenden Virusgene
in den einzelnen Familien unterschiedlich ist, wird aufgrund der groRen Ahnlichkeit
der Genomstruktur bei allen Mononegavirales vermutet, dass die grundlegenden
Funktionen der Virusreplikation und Virusproteinexpression durch &hnliche
Mechanismen reguliert werden. Sequenzvergleiche der Nukleoproteine innerhalb der
Mononegavirales zeigten drei konservierte Bereiche (Barr et al., 1991), die partiell
eine gemeinsame Sekundarstruktur aufweisen. Auch die Polymerase L zeigte nach
Sequenzvergleiche zwischen Paramxo- und Rhabdoviren eine Homologie von 85%
(Poch et al., 1990). Die beiden am besten untersuchten Rhabdoviren, Tollwutvirus
und Vesicular-Stomatitis-Virus (VSV) weisen in der Genomorganisation ebenfalls
eine hohe Ahnlichkeit auf (Tordo et al., 1986a; Tordo et al., 1986b).

Mit einem Wirtsspektrum, das Wirbeltiere, Invertebraten und Pflanzen umfasst
sind diese Rhabdoviren eine der am weitesten verbreiteten Virusfamilien. Mit
Ausnahme einiger bisher noch nicht zugeordneter Viren (z.B. Hematopoietic
Necrosis Virus), werden Rhabdoviren in 5 Genera einteilen (Tab. 1). Die Aufteilung
des Genus der Lyssaviren erfolgte zunadchts aufgrund der serologischen
Eigenschaften der G-Oberflachenproteine (4 Serotypen) und zunehmend anhand
von RNA-Sequenzhomologien. Lyssaviren werden in 7 unterschiedliche Genotypen
aufgeteilt (Tab.2). Nur fir Genotyp 2 Lyssaviren konnte bisher keine Ubertragung auf
den Menschen beobachtet werden (Markotter et al., 2006b; Markotter et al., 2006a).
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Tabelle 1: Nicht segmentierte Negativstrang RNA Vir  en (Ordnung Mononegavirales) (Murphy

F.A. et al., 1995)

Familie Unterfamilie Gattung Vertreter

Rhabdoviridae Lyssavirus Rabies Virus
Vesiculovirus Vesicular Stomatitis Virus (VSV)
Ephemerovirus Bovine Ephemeral Fever Virus
Nucleorhabdovirus Sonchus Yellow Net Virus
Cytorhabdovirus Lettuce Necrotic Yellow Virus

keinem Genus zugeordnet Infectious Hematopoietic Necrosis Virus

Paramyxoviridae

Paramyxovirinae  Paramyxovirus Sendai Virus
Parainfluenza Virus Typ 1 und 3
Rubulavirus Mumps Virus

Parainfluenzavirus Typ 2 und 4

Morbillivirus Masern Virus
Hendravirus Hendravirus, Nipahvirus
Pneumovirinae Pneumovirus Respiratorisches Synzytialvirus

Filoviridae

Marburgvirus

Ebolavirus

Bornaviridae

Borna Disease Virus

Tabelle 2: Klassifizierung der Lyssavirenin 7 Geno  typen.

Gattung Genotyp Vertreter
Lyssavirus Genotyp 1 Rabies Virus
Genotyp 2 Lagos Bat Virus
Genotyp 3 Mokola Virus
Genotyp 4 Duvenhage-Virus
Genotyp 5 und 6 European Bat Lyssavirus Typ 1 und 2
Genotyp 7 Australian Bat Lyssavirus
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1.2 Struktur und Genomorganisation

Die Viruspartikel (Virionen) der Rhabdoviren sind von einer Lipidhtlle umgeben.
Der Ursprung der Lipidhtlle liegt in der Zellmembran der infizierten Wirtszelle, die bei
der Freisetzung des Virions durch Knospung (Budding) das virale Genom und die
viralen Proteine umschlief3t. Die infektiosen Partikel sind stdbchenférmig und ahneln
optisch einer Gewehrpatrone (bullet shaped). Der Aufbau eines Virions ist mit nur 5

Proteinen bemerkenswert einfach (Abb.2).
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Abbildung 2: Aufbau eines Tollwutvirions. Der helikale Ribonukleoproteinkomplex (RNP),
bestehend aus N, P und L und der viralen RNA, wird durch das Matrixprotein kondensiert und bildet
eine geschossahnliche Form. Das Virion ist umgeben von einer Lipidhtille, in der die Glykoproteine als

Trimere eingebettet sind.

Das Matrixprotein und das Glykoprotein stellen die Hullstrukturproteine dar.
Das Matrixprotein ist mit der Innenseite der Membran assoziiert und vermittelt
vermutlich die Interaktion zwischen RNP und der Virushidllmembran. Als
Hullstrukturprotein ist es zusammen mit dem Glykoprotein fir die Partikelbildung und
fur den Austritt der Virionen aus der Zelle verantwortlich. Ein M-defizientes Virus
zeigt kaum nachweisbare Assembly- oder Buddingaktivitaten und ist nicht pathogen
(Mebatsion et al., 1999). Zusatzlich verliert die Deletionsmutante die typisch
geschossahnliche Form (Abb.3). G ist ein glykosyliertes Protein, welches lber eine
hydrophobe Transmembran-Domé&ne im C-terminalen Bereich in der Hillmembran
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des Virus verankert ist. Es bildet als Homotrimer auf der Aul3enseite des Virions
Spikes, die an der Adsorption der Viruspartikel an zellulare Rezeptoren beteiligt sind.
Zusatzlich vermitteln die Spikes die Membranfusion des Virions mit der Wirtszelle.
Ein kurzer C-terminaler Bereich stellt den zytoplasmatischen Teil des Glykoproteins
dar (Anilionis et al., 1981), welcher vermutlich eine Verbindung zwischen G und M
vermittelt. G ist nicht essentiell fur die Knospung von Viren (Budding) und Virus-
Morphogenese (Assembly), jedoch sind G defiziente Viren nicht infektiés (Mebatsion
et al., 1996).

Abbildung 3: Elektronenmikroskopische Aufnahmen ein er M-Deletionsmutante (SAD AM) des
Tollwutvirus. Nach der Immunogoldfarbung mit MAb gegen das Glykoprotein zeigen Aufnahmen im
Elektronenmikroskop, dass Virionen des SAD AM-Virus statt der geschosséhnlichen Struktur
entweder stdbchenférmige oder runde Strukturen ausweisen (vermutlich Querschnitte von
stabchenférmigen Virionen). Dieser Effekt wird durch die zusétzliche Expression des Matrixproteins
aufgehoben (Mebatsion et al., 1999).

Das RNA Genom des RV hat eine Grof3e von 12 kb und konnte erstmals flr
die Stamme PV (11932 nt) und SAD B19 (11928 nt) vollstandig entschlisselt werden
(Tordo et al., 1986; Tordo et al., 1988; Conzelmann et al., 1990). Es besteht aus

einer nichtsegmentierten einzelstrangigen RNA negativer Polaritat, die zusammen
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mit dem Nukleoprotein N, dem Phosphoprotein P und der Polymerase L das helikale
Ribonukleoprotein-Komplex (RNP) bildet. Das Nukleoprotein umschliel3t die RNA
vollstdndig und bildet so ein RNase-resistentes Nukleokapsid. Vermutlich dient dies
zusatzlich als Schutz der RNA vor der Erkennung des Immunsystems (Albertini et al.,
2006). Die Polymerase L bildet mit P den viruseigenen Polymerase-Komplex
(Arnheiter et al., 1985) und stellt dabei die enzymatische aktive Untereinheit des
RNPs dar. Das Phosphoprotein ist ein nicht-katalytischer Ko-Faktor der Polymerase
(Canter and Perrault, 1996; Banerjee, 1987a) und fungiert bei der Verpackung der
RNA als Chaperon fiir das Nukleoprotein (Mavrakis et al., 2006). Durch die Bildung
stabiler N-P Komplexe wird verhindert, dass das Nukleoprotein unspezifisch
zellulare RNA inkorporiert und der Verpackung der viralen RNA in RNPs zur
Verfliigung steht. Kirzlich konnte gezeigt werden, dass das Phosphoprotein eine
weitere wichtige Funktion erfullt. Als Interferon-Antagonist verhindert es in der

Wirtszelle die Aktivierung viraler Abwehrmechanismen (Brz6zka et al., 2006).

1.2.1 Antivirale Interferonantwort und Tollwutinfek tion

Interferone sind Zytokine, die eine Hauptrolle bei der Aktivierung direkter
antiviraler Abwehrmechanismen und der Regulation des adaptiven Immunsystems
spielen. Die Relevanz der Interferone wird deutlich, wenn man die fehlende
Immunantwort in IFN-defizienten M&usen gegen verschiedene Viren beobachtet
(Basler CF, Garcia-Sastre A, 2002).

Es werden grundsatzlich drei Typen von Interferonen (IFN) unterschieden.
Typl Interferone (IFN-a, IFN-B) werden als Antwort auf eine virale Infektion produziert
und ausgeschuttet. Hauptinduktor der IFN-Synthese sind 5'-triphosphat- und
doppelstrangige RNA-Molekule. IFN wird in den meisten Zelltypen, jedoch besonders
in plasmazytoiden Zellen (pDC), synthetisiert. Die Expression der Typll Interferon-
Gene, IFN-y, ist auf aktivierte CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten und natural killer (NK)
Zellen beschrankt. Beide Interferon-Typen fungieren mit unterschiedlichen
Spezifikationen als Immunmodulatoren, die einen Effekt auf fast alle Phasen der
angeborenen und adaptiven Immunreaktion haben (Goodbourn et al., 2000).
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1.2.1.1 Induktion von IFN a/B

Viren kénnen durch intra- und extrazellulare Rezeptoren erkannt werden, zu
denen die membranassozierten Toll-like Rezeptoren (TLRs) oder die intrazellularen
RIG-like Rezeptoren, wie RIG-I (retinoic acid inducible gene) oder MDA5, gehdren.
Nachdem ein Pathogen erkannt wurde, fuhrt dies zur Aktivierung von
Signalubertragungs-Kaskaden, die in der Phosphorylierung von IRF-3 oder IRF-7
(interferon regulatory factor) minden. Aktivierte IRFs fungieren im Zellkern als
Transkriptionsfaktoren und induzieren die Transkription der Interferongene
(Yoneyama et al., 2002; Yoneyama et al., 1998; Lin et al., 1998; Lin et al., 1999)
(Abb.4).

Abbildung 4 : Schematische Darstellung der Interferoninduktion. Pathogene kénnen uber ihre
sognannten PAMPs (pathogen-associated molecular patterns) von verschiedenen extra- sowie
intrazellularen Rezeptoren erkannt und gebunden werden. Die Rekrutierung von TBK-1 (TANK-
binding kinase-1) an die rezeptorgebundenen Komplexe fuhrt zur Phosphorylierung von IRF-3 oder
IRF-7, die anschlieBend in den Zellkern transportiert werden und als Transkriptionsfaktoren die
Synthese des Typ | Interferons stimulieren.
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Die Expression zahlreicher antiviraler und immunstimulierender Proteine wird
durch IFN reguliert. Nach der Bindung von IFN an die Rezeptoren bilden sich
Homodimere aus phosphoryliertem STAT-1 (Signal Transducer and Activator of
Transcription) (IFN-y) oder Heterodimere mit phosphoryliertem STAT-2 (IFN-a/B), die
in den Zellkern einwandern und dort die Expression verschiedener antiviraler
Proteine stimulieren (Abb.5).

IFN a/B

Zytoplasma

So

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Induktion antiviraler Proteine. Durch die Bindung
von Interferon an den Rezeptoren werden STAT-1 und STAT-2 phosphoryliert, die dann als
Homodimere oder Heterodimere in den Zellkern wandern und dort die Synthese antiviraler Proteine

stimulieren.

IFN regulierte Genprodukte kdnnen direkte oder indirekte antiviralen Effekte
haben (Sarkar and Sen, 2004; Samuel, 2001) und auf verschiedenen Ebenen aktiv
sein. So wirken sie z.B. als Inhibitoren der Virus-Transkription/-Replikation wie das

Interferon-stimulierbare Gen (ISG)-20 (Staeheli, 1990) und Mx (Meier et al., 1990).
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Auch auf der Ebene der Virustranslation gibt es viele Mdglichkeiten zur Intervention
wie z.B. durch die Proteinkinase R (PKR) oder die 2°-5"Oligoadenylase (OAS)
(Costa-Pereira et al., 2002). In beiden Fallen ist das Vorhandensein viraler RNA flr

eine Aktivierung des Abwehrsystems notwendig.

1.2.1.2 Inhibition der IFN Induktion durch das Phos  phoprotein

Fur das Tollwutvirus konnte gezeigt werden, dass das Phosphoprotein die
Schlusselrolle bei der Inhibition IFN-regulierter antiviraler Mechanismen spielt. P
blockiert zum einen die Phosphorylierung des IRF-3 durch TBK-1, weshalb keine
IRF-3-Dimerisierung stattfinden kann. Da dieses Dimer als Transkriptionsfaktor fur
die Induktion der beta-Interferonsynthese verantwortlich ist, wird die Signalkaskade
an dieser Stelle unterbrochen und eine zellulare Immunabwehr bleibt aus (Brzézka et
al., 2005). Zusatzlich ist das Phosphoprotein in der Lage, an einer weiteren Stelle der
Immunabwehr zu intervenieren. Es bindet phosphoryliertes STAT1 und STATZ2, die
somit nicht in den Zellkern transportiert werden. Sie erfullen daher nicht mehr ihre
Funktion als Transkriptionsfaktoren fur die Expression antiviraler Proteine (Brzézka et
al., 2006).

1.3 Der Replikationszyklus des Tollwutvirus

Der erste Schritt einer Virusinfektion erfolgt durch die Bindung der
Oberflachenglykoproteine an zellulare Rezeptoren (Tuffereau et al., 1998a). Als
zellulare Rezeptoren des RV wird der nicotinsdurabhangige Acetylcholinrezeptor
(nACh) (Lentz et al., 1983), NCAM (neural cell adhesion molecule) (Thoulouze et al.,
1998) und ein Neurotrophinrezeptor (p75"'") (Tuffereau et al., 1998b) diskutiert.
Nach rezeptorvermittelter Endozytose wird das Vesikelinnere angeséauert, woraufhin
die Membrane von Virion und Endosomen verschmelzen und der RNP-Komplex in
das Zytoplasma der Wirtszelle freigesetzt wird. Das Matrixprotein dissoziiert dabei
vom RNP, welches dann im unkondensierten Zustand im Zytoplamsa vorliegt. So
kann die viruseigene RNA-Polymerase ungehindert an den RNPs entlangwandern
und die viralen Gene transkribieren. Nach mRNA-Transkription und RNA-Replikation

10
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werden neu synthetisierte Virus RNPs durch das Matrixprotein kondensiert und als
neue umhillte Virionen durch Knospung (Budding) and der Zytoplasmamembran der

Wirtszelle freigesetzt (Abb.6).

13
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des Replikati onszyklus des Tollwutvirus.  Nach der
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Bindung des Virions an einen zellularen Rezeptor, wird es Uber Endozytose aufgenommen. Nach
Ansauerung der Endosomen verschmilzt die Membrane des Virions mit der des Endosoms und das
RNP wird in das Zytoplasma der Wirtszelle entlassen, wo die virale Transkription und RNA-
Replikation erfolgt. AnschlieRend werden die RNPs durch M (rot) kondensiert und als umhdiillte Viren

in den Uberstand freigesetzt.

1.4 Transkription und RNA-Replikation

Die Tollwutvirus Transkription und Replikation erfolgt ausschliellich im
Zytoplasma der infizierten Zelle. Sowohl die genomische RNA negativer, als auch
antigenomische RNA positiver Polaritat, liegen in der infizierten Zelle als RNP-
Komplex vor. Nur die RNPs, nicht aber freie RNA, werden von der RNA-Polymerase
als Matrize (Template) erkannt. Am 3"-Promotor (Genompromotor, GP) beginnt die
Transkription der subgenomischen RNAs und die replikative Synthese des
Antigenoms. Im Gegensatz dazu kann vom 3’-terminalen Promotor des Antigenoms
(Antigenompromotor, AGP) nur die Replikation initiiert werden (Abb.7).

11
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Neben den 5’-gecappten und polyadenylierten Protein-kodierenden mRNAs wird
beginnend am 3-Ende des Genoms ein kurze, nicht-gecappte und
nichtpolyadenylierte leader-RNA (55 — 58 nt lang) synthetisiert. Ein Signal innerhalb
der leader-Sequenz ist fur die Verpackung der RNA in RNPs verantwortlich
(Blumberg et al., 1983). Nach der leader-RNA-Synthese werden 5 monocistronische
RNAs synthetisiert, die am 3"Ende polyadenyliert sind und am 5 Ende eine CAP-
Struktur aufweisen (Banerjee, 1987b). Diese Modifikation der mRNA erfolgt durch
den viruseigenen RNA-Polymerase-Komplex, da die entsprechende Modifikationen
der zellularen mRNAs im Zellkern erfolgen und dementsprechend die dazu
bendtigten zellulare Enzyme im Nukleus lokalisiert sind, nicht aber im Zytoplasma,
dem Ort der Tollwutvirus RNA-Synthese.

Das Genom ist das Template fur die Synthese von 6 subgenomischen RNAs. Die
Transkription ist obligat sequenziell. Zunachst wird die leader-Sequenz transkribiert.
Bei der weiteren Transkription dissoziiert ein Teil der Polymerasen vom Template. Da
in diesen Fallen keine Reinitiation der mRNA-Synthese stattfindet, entsteht ein
Transkriptionsgradient, wobei vom 3’Ende zum 5°-Ende des viralen Genoms die
Menge der neusynthetisierten mRNA abnimmt. Dies konnte erstmals anhand von
Untersuchungen mit VSV gezeigt werden (Iverson and Rose, 1981). Die Lokalisation
der viralen Gene bestimmt demnach Hoéhe der Expression. Das im 3’-terminalen
Bereich kodierte N-Protein wird demnach in groRen Mengen synthetisiert. Dies ist
sinnvoll, da N als Strukturprotein fir die Verpackung der Virus-RNA in RNPs in
grollen Mengen bendétigt wird. Die am 5 -terminalen Ende kodierte enzymatische
Untereinheit der RNA-Polymerase L wird dagegen nur in geringen Mengen fur die
Virusreplikation benétigt.

Eine Besonderheit der RNA-Polymerasen von Negativ-Strang RNA-Viren ist ihre
duale Funktion als RNA-Replikase und als Transkriptase. Die Regulation der
unterschiedlichen Polymerasefunktionen ist bis heute nur unvollstdndig verstanden.
Insbesondere das Umschalten der Polymerasefunktion vom Transkriptase- zum
Replikasemodus, in dem die internen Transkriptionssignale Uberlesen werden, ist
Gegenstand aktueller Fragestellungen. Lange wurde fir VSV postuliert, das das
Nukleoprotein (N) die Regulation der Polymeraseaktivititen verantwortlich ist
(Blumberg et al., 1983; Blumberg et al, 1981). Im Gegensatz zum
Transkriptionsmodus bendétigt die Polymerase von Negativ-Strang RNA-Viren im

Replikationsmodus zusétzlich Nukleoprotein (Abraham and Banerjee, 1976; Ball and
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White, 1976). Es wurde postuliert, dass das Nukleoprotein koreplikativ mit dem
Genprodukt der leader-RNA (le) verpackt die Polymerase so modifiziert, dass sie die
leader/N-Sequenz Uberliest und ein vollstandige Antigenom-Kopie des RNP-
Templates synthetisiert (Blumberg et al., 1981). Fur unterschiedliche
Mononegavirales konnte allerdings gezeigt werden, dass die Verfluigbarkeit des
Nukleoproteins zwar essentiell fir die RNA-Replikation ist und die RNA-Syntheserate
bestimmt, eine Veranderung im Verhéltnis von Replikation und Transkription konnte
aber nicht beobachtet werden (Fearns et al., 1997; Wertz et al., 1998). Die
Regulation der RNA-Synthese wird demnach nicht nur durch das Nukleoprotein

bestimmt.

D
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Abbildung 7: Tollwutvirus mRNA-Transkription und RN P-Replikation. Die Polymerase des
Tollwutvirus fungiert als Transkriptase und Replikase. Die mRNA wird sequentiell synthetisiert, durch
die Dissozation an den Gengrenzen entsteht ein Gradient. Fir die Replikation bendtigt die
Polymerase zuséatzlich das Nukleoprotein, die ko-transkriptionelle Verpackung fihrt zum Uberlesen
der Gengrenzen. Das Antigenom dient anschlieBend als Matrize zur Synthese des Virus-Genoms.
Das Verhaltnis von Antigenom und Genom wird durch die Aktivititen der jeweiligen Promotoren
bestimmt. Modifiziert aus (Finke and Conzelmann, 2005).

13



Kapitel 1: Einleitung

1.4.1 Das Matrixprotein als Regulator der viralen R NA-Synthese

Obwonhl fur VSV bereits friihzeitig eine selektive Transkriptionsinhibition durch
M gezeigt und eine regulatorische Funktion des M Proteins auf die RNA-
Polymerasefunktion postuliert wurde (Carroll and Wagner, 1979), wurde die
Regulationsfunktion des M Proteins erst mit der Entdeckung des regulatorischen
Einflusses des Tollwutvirus M Proteins auf die virale Polymeasefunktion weiter
verfolgt.

Ein M-Gen-deletiertes Tollwutvirus zeigte eine erhéhte Transkriptionsrate und
eine signifikante Abnahme der Replikation, was ein klarer Hinweis fur das
Matrixprotein als Regulator der RNA-Synthese ist (Finke et al.,, 2003). Das
Matrixprotein hat demnach eine Doppelfunktion, da es neben der RNA-Regulation
als Hullstrukturprotein an der Kondensierung der RNPs und an den Budding- und
Assemblyereignissen beteiligt ist. Dass dies in der Tat zwei voneinander
unabh&ngige Prozesse sind, konnte durch weitere Experimente gezeigt werden. Die
Relokalisation von M an das distale Ende des Genoms hatte eine veranderte RNA-
Synthese zur Folge, wahrend das Virus die Fahigkeit beibehalten hatte, infektiose
Partikel zu bilden (Finke et al., 2003). Ahnliche Ergebnisse konnten mit einer Mutante
erzielt werden, die an einer Stelle im Matrixprotein eine Punktmutation aufwies. Das
Virus zeigte eine deutliche Steigerung der Transkriptionseffizient und war in der
Replikation attenuiert (Finke and Conzelmann, 2003) .

Nachdem so geklart werden konnte, dass das Matrixprotein an der Regulation
der RNA-Synthese beteiligt war, blieb die Frage nach dem Mechanismus der RNA-
Polymerase Regulation durch das M Protein offen. Dies ist u.a. fur den moglichen
Einsatz des Tollwutvirus als viraler Vektor von Interesse, da eine regulierbare

Genexpression eine wichtige Vorraussetzungen dafir ist.

Das Ziel dieser Arbeit war es, den Mechanismus dieser Regulation zu
entschlisseln. Durch Mutationsanalysen sollte das Matrixprotein an einzelnen Stellen
modifizieren werden. In einem phanotypischen Screen, der auf einem in trans-
Komplementierungstest basiert, sollten M-Mutanten identifiziert werden, die Defekte
in der in der RNA-Synthese Regulation haben, die aber im Virus-Assembly noch
intakt sind. Zusatzlich zu den in trans-Komplementierungen von M-Gen deletierten

Tollwutviren sollten geeignete Mutanten in rekombinante Tollwutviren eingebaut und
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stabil exprimiert werden. Mit Hilfe der rekombinanten Viren sollten zum einen die
beobachteten Phanotypen im vollstandigen Viruskontext bestéatigt werden, zum
anderen sollten die rekombinanten Viren die Grundlage bieten flr eine genauere
Untersuchung der Mechanismen der RNA-Syntheseregulation durch das
Matrixprotein. Dabei standen Fragen zur Interaktion der viralen Proteine sowie zur
intrazellularen Lokalisation der Transkriptions-/Replikationsmaschinerie in der Zelle
und deren Einfluss auf die RNA-Synthese Regulation im Vordergrund. Parallel zu
diesen funktionellen Untersuchungen sollte in einem methodischen Teil dieser Arbeit
eine real-time PCR zur Detektion und Quantifizierung der viralen RNA-Molekile

etabliert werden.
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Kapitel 2: Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Chemikalien wurden von den Firmen Dynal (Protein G Dynabeads), BD (Agar,
Bactotrypton,  Hefeextrakt), Biorad (Acrylamid/Bisacrylamid-Losung (29:1),
Boehringer Mannheim/Roche (Proteaseinhibitoren Complete ™, Heringsperma DNA,
DTT), Fluka (Dextransulfat, MgCL,, NP40, Tricin, Xylencyanol), Fresenius Kabi
Norge AS (OptiPrep™), GE General Electric ( a-**P-CTP, a-**P-rUTP, Protein A
Sepharose), ICN Biochemicals Inc. (APS), J.T.Baker (Isopropanol), Life
Technologies/Invitrogen (Agarose), Merck (CaCl,, DMSO, Ethidiumbromid,
Formamid, Glutaraldehyd, KsFe[CN]s, K4sFe[CN]s, KCI, KH,PO,4, Methanol, MgSQOy,
NaAc, NaCl, Na-citrat, Na,HPO,, NaH,PO,;, NaOH, NH4CIl, Orange G,
Paraformaldehyd, Phenolrot, Triton X-100), Roth (Aceton, DEPC, Ethanol,
Essigsaure, Formaldehyd, Glycin, Glycerin, HCI, Harnstoff, Methanol, -
Mercaptoethanol, Magermilchpulver, PIPES, SDS, Tricin, Tris-HCI, TEMED, Tween-
20, Polyethylenglykol 4000), Sigma-Aldrich (ATP, Ampicillin, Bromphenolblau,
Butyryl-cAMP, Cytosine-B-D-arabinofuranoside, EGTA, Ficoll, Kanamycin, NazVOy,
PMSF, TEMED, Uridin), Serva (Polyvinylpyrrolidon, Serdolit MB1) und VWR (EDTA)
bezogen.

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien wurden von den Firmen Amersham Bioscience (ECL-
Hyperfilme), Beckmanns (Zentrifugenréhrchen), Eppendorf (Eppendorfhitchen Safe-
Lock Tubes, PCR-Reaktionsgefalie), Falcon (Polystyrolréhrchen, Zellkulturplatten,
Zellkulturschalen), Kodak  (Rontgenfilme), Millipore (Sterilfilter), Nunc
(Gewebekulturflaschen), Roth (Gel-Blotting-Papier), Schleicher & Schuell
(Nitozellulose-Membran), ~ Strategene  (Duralon-UV™ Membran) und VWR

(Whatmanpapier) bezogen.
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2.1.3 Gerate

AgarosegelgieRapparatur: PegLab

Brutschrank mit CO,-Begasung: Sanyo

Filmentwicklermaschine OptimaxTR: MS Laborgerate

Fluoreszenzmikroskop Axiovert 35: Zeiss

Fluoereszenz-Laser-Mikroskop LSM 510: Zeiss

Gelelektrophoresekammern (horizontal): PegLab, Owl Separation
Systems

Gelelektrophoresekammern (vertikal): PegLab, Owl Separation
Systems

Gelblotter: PegLab, Owl Separation
Systems

Glasgerate: Schott

Hybridisierungsschrank: UVP, HB-1000

Invertmikroskop: Nikon

LightCycler 2.0: Roche

LC CarouselCentrifuge 2.0: Roche

Luminometer: Berthold

Magnetrihrer: VELPScientifica

PAA-Gelgiel3apparatur: Marke Eigenbau

Photoapparatur Eagle Eye: BioRad

Photometer: Eppendorf

Phospho-Imager StormScan:
Bildplatten:
Radioaktivmessgeréat LB122:

Schittler:
Spannungsgerate:
Sterile Werkbanke:
Thermocycler:
Transilluminator:
Thermomixer:
UV-Crosslinker:
Vortex, MS1 Minishaker:
Wet-Blotter System:
Zentrifugen:
Tischzentrifuge:
Tischkuhlzentrifuge:
Tischultrazentrifuge:
Kihlzentrifuge:
Ultrazentrifuge:

Molecular Dynamics
Molecular Dynamics
Berthold

EB Swip
PharmaciaBioTech
BDK

Biometra

Bachhofer (254nm)
Eppendorf, Schutron
MS Laborgerate

IKA

Owl Seperation Systems

Heraeus

Eppendorf, 5417R
Beckmann OptimaTLX
Heraeus 3.0R
Beckmann L8-55M
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2.1.4 Enzyme
Enzyme wurden von den Firmen New England Biolabs (Restriktionsendonukleasen,

BSA, T4-DNA Ligase, Pfu-Polymerase), Bohringer Mannheim (Micrococcal Nuclease
S7), Biomaster (Tag-Polymerase) und Stratagene (Reverse Transkriptase) bezogen.

2.1.5 Serologische Reagenzien

Kaninchen a-Aktin, polyklonal Sigma

a-Kaninchen-IgG, Peroxidase konjugiert Dianova

a-Huhn-1gG, Peroxidase konjugiert Dianova

a-Maus-lgG, Peroxidase konjugiert Dianova

a-Kaninchen-1gG, AlexaFluor®633 konjugiert Molecular Probes
a-Kaninchen-1gG, AlexaFluor®488 konjugiert Molecular Probes
a-Maus-1gG, AlexaFluor®633 konjugiert Molecular Probes
a-Maus-1gG, AlexaFluor®488 konjugiert Molecular Probes
a-Kaninchen-lgG, TexasRed® konjugiert Dianova

Kaninchen a-M (M2D4, M1B3), Peptidseren gestellt von Prof.Conzelmann
Kaninchen a-N/P (S50), Peptidserum gestellt von Prof. Conzelmann
Maus a-P (26G6), monoklonal gestellt von D. Blondel

2.1.6 Polyklonales Peptidserum gegen Phosphoprotein aus Kaninchen

Zur Analyse des Phosphoproteins wurde eine Peptidsynthese in Auftrag gegeben
und ein Peptid aus der P-Sequenz synthetisiert (NRNIEDNQAHLQGEPC). Mit
diesem Peptid wurden je zwei Kaninchen immunisiert (Metabion), um ein
polyklonales Serum zu gewinnen. Die Tiere wurden dreimal im Abstand von 5 Tagen
vor der ersten Blutung mit diesem Peptid immunisiert. Die Seren wurden mit ELISA
auf Reaktion mit dem Antigen getestett Am Abstand von 7 Tagen wurde

anschlieBend zweimal immunisiert, bevor das Serum aus den Tieren gewonnen
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wurde. Die Praimmuniseren und Immunseren FCA 1 wurden von der Firma Metabion

bezogen und in unserem Labor charakterisiert.

2.1.7 Zellkulturmedien und Puffer

BHK-21 Medium (Glasgow MEM)

Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM)
Tryptosephosphat-Broth 50x

Penicillin- Streptomycin- Losung (P/S)
MEM-Amino Acids, 50x

Dulbecco’s PBS (ohne Ca** und Mg?®")
Trypsin-EDTA (0,25% Trypsin, 1mM Na-EDTA)
Fotales Kalberserum (FKS)

Neugeborenes Kalberserum (NKS)

2.1.8 Sonstige Puffer

Anodenpuffer: 200mM Tris-HCI pH [8,9]
Kathodenpuffer: ~ 100mM Tris-HCI pH [8,25]; 100 mM Tricin; 0,1% (w/v) SDS
TAE-Puffer: 400mM Tris-HCI pH [7,8]; 5mM NaAc; 5mM EDTA

Weitere Puffer sind bei der jeweiligen Methode angegeben.

2.1.9 Verwendete kommerziell erhaltliche ,Kits*

Folgende kommerziell erhaltliche Kits wurden fur diese Arbeit verwendet: Nick
Translation Kit (Amersham Bioscience), Riboprobe® in vitro Transcription
Combination System T3/T7, Dual Luciferase Reporter System (Promega);
Nucleobond AX100 (Macherey-Nagel); Western Blot Chemiluminescence Reagent
Plus (NEN); QiaQuick® Gel Extraction Kit, QiaQuick® Nucleotide Removal Kit,

QiaQuick® PCR Purification Kit, Rneasy® Mini Kit (Qiagen); Mammalian Transfection
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Kit (Stratagene); FUGENE 6 Transfection Reagent (Roche), Light Cycler® FastStart
DNA Master”"“S Hybridization Probes (Roche).

2.1.10 Weitere Reagenzien

1 kb DNA-Leiter (LifeTechnologies), Precision Plus Protein™ Standards (Bio-Rad),
dNTP Set (Bioline), RNasin (Pharmacia), RNALadder (Invitrogen).

2.1.11 Nukleinsauren, Virusstamme, Bakterien, Zelle n
2.1.11.1 Oligonukleotide

Oligonukleotide und Hybridisierungsproben fur die quantitative PCR wurden von der
Firma Metabion bezogen. Verédnderte Nukleotide in Mutagenese-Primern sind
unterstrichen und kursiv hervorgehoben. Die Oligonukleotide werden jeweils in 5-3°
Orientierung  angegeben. Die  Nukletidsequenzen  von Primern  und
Hybridisierungssequenzen, die in der RT-PCR verwendet wurden, sind in
Kap.2.2.1.3.5. gesondert aufgefuhrt.

Bezeichnung Sequenz

M-20AA GACACTCAAAAATCCGCTGCAGCGTCAGCCCCTC
20rev GGATTTTTGAGTGTCCTCGTCCCTGC

M-31A TGGATGACGATGACGCTTGGCTTCCACCCCCTG
3lrev GTCATCGCTATCCAGAGGGGCTGAC

M-32A TGGATGACGATGACTTGGCTCTTCCACCCCCTG
M-32RM TGGATGACGATGACTTGCGCATGCCACCCCCTG
M-33A GACGATGACTTGTGGGCCCCACCCCCTG

33rev CCACAAGTCATCGTCATCCAGAGGG

M-34AAA ACGATGACTTGTGGCTTGCTGCAGCGGAATACGTCC
M-45A CGCTGAAAGAACTTGCAGGCAAGAAGAACATGA
45rev AAGTTCTTTCAGCGGGACGTATTCAGG

M-47A CGCTGAAAGAACTTACAGGCGCAAAGAACATGA
M-51A GCAAGAAGAACATGGCTAACTTTTGTATCAACG
Slrev CATGTTCTTCTTGCCTGTAAGTTCTTT

M-52A GCAAGAAGAACATGAGGGCATTTTGTATCAACG
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M-53A
M-55A
54rev
M-64A
63rev
M-67A
66rev
M-75AAA
75rev
M-78AAA
78rev
M-81AA
81rev
M-84AAA
83rev
M-87AAA
87rev
M-99R
99rev
M-104AAA
104rev
M-104A
M-107AAA
107rev
M-110AAA
110rev
M-113AAA
113rev
M-119AAA
119rev
M-130AAA
130rev
M-132A
M-133AAA
133rev
M-133F
M-164A
162rev
M-165A
165rev

GCAAGAAGAACATGAGGAACGCTTGTATCAACG
ACATGAGGAACTTTTGTGCCAACGGAAGGGTTA
AAAGTTCCTCATGTTCTTCTTGCCTGTAA
GGGTTAAAGTGTGTAGCGCAAATGGTTACTCGT
ACACACTTTAACCCTTCCGTTGATACA
TGTGTAGCCCGAATGGTGCCTCGTTCAGGATCC
ATTCGGGCTACACACTTTAACCCTTC
GGATCCTGCGGCACGCTGCAGCGTCATTCGACT
GTGCCGCAGGATCCTGAACGAGTAA
GGCACATTCTGAAAGCTGCAGCGGAGATATATT
TTTCAGAATGTGCCGCAGGATCCTG
GTCGAATGATTTCAGAATGTGCCGC
GTCGAATGATTTCAGAATGTGCCGC
TCATTCGACGAGATATATGCTGCAGCGCATAGGATGA
TATCTCGTCG AATGATTTCA GAATG
TATATTCTGGGAATGCTGCAGCGATCGGGTTAG
ATTCCCAGAATATATCTCGTCGAATG
AAAGTGGTTATTGGAAGGGCccTGTCAGGATC
TCCAATAACCACTTTGACTAACCCG
TGGCTTTGTCAGGAGCTGCAGCGCCTGAGGGCC
TCCTGACAAAGCCAGTCCAATAACC
TGGCTTTGTCAGGAGCCCCAGTCCCTGAGGGCC
CAGGATCTCCAGTGCTGCAGCGCTGAACTGGG
GACTGGAGATCCTGACAAAGCCAG
CAGTCCCTGAGGGCGCTGCAGCGGTATACAAAT
GCCCTCAGGGACTGGAGATGAGAT
AGGGCCTGAACTGGGCTGCAGCGTTGAGGAGAA
CCAGTTCAGGCCCTCAGGGACTGG
ACAAATTGAGGAGAGCTGCAGCGTTCCAGTGGG
TCTCCTCAATTTGTATACCCAGTT
CTGATTCCAGGGGCGCTGCAGCGGGGGAGGAGT
GCCCCTGGAATCAGCCCACTGGAAG
CTGATTCCAGGGGCCCTCTTGCGGGGGAGGAGT
GGGGCCCTCTTGAAGCGGCCACGTTGGAATACT
TTCAAGAGGGCCCCTGGAATCAGCC
GGGGCCCTCTTGAATCCGAGGAGTTGGAATACT
TGATTGCAAAACAGTGTCATGCGCAGGGCAGAG
CTGTTTTGCAATCACTCTTATTTGC
GCAAAACAGTGTCATATCGCTGGCAGAGTCT
GATATGACACTGTTTTGCAATCACTC
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M-166AAA

M-181AAA
181rev
M-182A
M-184AAA
184rev
M-193AAA
193rev
M-196AAA
196rev
SADMatg
SADMstop
PAstopeco
NAstopbam
T7

T3

Nstop

Natg
B-Aktin”
B-Aktin’

hamActinProbel
hamActinProbe2
hamActin-forw

hamActin-rev

RV N986+
RV N1068-

RV N Probel
RV N Probe2

TERM
CITE
NS1P
G4M

CAAAACAGTGTCATATCCAGGCGGCCGCGTGG
TGTATCA
AGAGCATGTCAACTAGCGGCCGCGATGTCTCTTC
TAGTTGACATGCTCTCGGGTTCATG
AGAGCATGTCAACTATGGGCCGACATGTCTCTTC
CAACTATGGTCTGACGCGGCCGCGCAGACACAAA
GTCAGACCATAGTTGACATGCTCTC
ACACAAAGGTCCGAAGCGGCCGCGGATTCCTCTC
TTCGGACCTTTGTGTCTGAAGAGAC
CCGAAGAGGACAAAGCGGCCGCGCTGCTTCTAG
TTTGTCCTCTTCGGACCTTTGTGTC
GACAGAGCTCTTCgATGAACCTCCTACGTAAG
TCTCTCGCTCTTCATTATTCTAGAAGCAGAGAG
ACGTCAGAATTCCAGCAAGATGTATAGCGATTC
ACGTCAGGATCCTGAGTCACTCGAATATG
GTAATACGACTCACTATAGGGC
AATTAACCCTCACTAAAGGG
CATCATGAAAAAAACATTAGATCAGAAGAAC
AACTGGGCAACACCCCTCCTTTCG
AATACCATGGATGCCGACAAGATTG
GGCATCGTGATGGACTCC
CCGCCAGACAGCACTGTGTTGGCGTA
FL-GCCAACCGTGAAAAGATGAC-Fluo
LCRed-640-AGATCATGTTTGAGACCTTCAACACC-Pho
GGAGAAGATCTGGCACC
CAGAGGCATACAGGGAC

GACCGACTAAGGACGC

GCGTCCTTAGTCGGTC
FL-TCAGAGCCCAATTCCCTTCTACA-Fluo
LCRed-705-TGTAGAAGGGAATTGGGCTCTGA -Pho
AGCAGCCAACTAAGCTTC
CATGTCTTTAGTCGAGGTTAA
GTCGAATCCGACAAGCTG
GGGTACAAACAGGAGAGC

22



Kapitel 2: Material und Methoden

2.1.11.2 Plasmide

2.1.11.2.1Verwendete Plasmide

pTIT

pTIT-M
pTIT-G
pTIT-P
pTIT-N
pTIT-L
pT7T-P

pT7T-N

pM-YFP
pM-CFP
pECFP-N1
PEYFP-C
pDSRED
pSADL16ASap
pSADAMSap
pATG2

PATG3

PATG4

PATG5

PECFP-N3-AATG

PEYFP-N3-AATG

pTIT-MAC13

Derivat von pSKII- mit zusétzlicher interner Ribosomenbindungssequenz
(IRES) und T7 Terminatorsequenz (Buchholz et al. 1999)

Derivat von pTIT mit Matrixprotein-kodierender Sequenz (Finke et al., 2003)
Glykoprotein kodierendes Derivat von pTIT (Finke et al., 2003)
Phosphoprotein kodierendes Derivat von pTIT (Finke and Conzelmann, 1999)
Nucleoprotein kodierendes Derivat von pTIT (Finke and Conzelmann, 1999)
L-Polymerase kodierendes Derivat von pTIT (Finke and Conzelmann, 1999)
Phosphoprotein kodierendes Derivat von pBluescript SKII- (Stratagene) mit
zusatzlichen T7-Promotor- und T7-
(Conzelmann and Schnell, 1994)

Nukleoprotein kodierendes Derivat von pSKII- von pBluescript SKII-

Terminatorsequenzen

(Stratagene) mit zusatzlichen T7-Promotor- und T7- Terminatorsequenzen
(Conzelmann and Schnell, 1994)

M-YFP Fusionsprotein kodierendes Plasmid (erhalten von Dr. S. Finke)
M-CFP Fusionsprotein kodierendes Plasmid (erhalten von Dr. S. Finke)
Enhanced Cyan Flurescent Protein kodierendes Plasmid (Clontech)

Enhanced Yellow Flurescent Protein kodierendes Plasmid (Clontech)
Discosoma sp. Red Fluorescent Protein kodierendes Plasmid (Clontech)
pSADL16 ohne

Erkennungssequenzen (erhalten von Dr. S. Finke)

Derivat von Sapl-Restrinktionsendonuklease-
Derivat von pSADL16Dsap mit inserierter Sapl Erkennungstelle im Bereich
der M-Deletion (erhalten von Dr. S. Finke)

Derivat von pTIT-M, bis zu dem 2. ATG Kodon in der M-Sequenz gekurzt
(erhalten von Dr. S. Finke)

Derivat von pTIT-M, bis zu dem 3. ATG Kodon in der M-Sequenz gekiirzt
(erhalten von Dr. S. Finke)

Derivat von pTIT-M, bis zu dem 4. ATG Kodon in der M-Sequenz gekiirzt
(erhalten von Dr. S. Finke)

Derivat von pTIT-M, bis zu dem 5. ATG Kodon in der M-Sequenz gekurzt
(erhalten von Dr. S. Finke)

Derivat von pEGFP-N3, mit ECFP Sequenz, ohne ATG Kodon (erhalten von
Dr. S. Finke)

Derivat von pEGFP-N3, mit EYFP Sequenz, ohne ATG Kodon (erhalten von
Dr. S. Finke)

Derivat von pTIT-M mit 13 AS Deletion im C-Terminus des M-Gens (erhalten
von Dr. S. Finke)
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pTITSapl Derivat von pTIT mit integrierter Sapl Erkennungsstelle (erhalten von Dr. S.
Finke)

2.1.11.2.2 Plasmide aus dieser Arbeit

M-20AA Derivat des pTIT-M Plasmids mit einer Mutation entprechend der aa-Position
20-21, SP nach AA

M-31A Derivat des pTIT-M Plasmids mit einer Mutation entprechend der aa-Position
31, Lnach A

M-32A Derivat des pTIT-M Plasmids mit einer Mutation entprechend der aa-Position
32, W nach A

M-32RM Derivat des pTIT-M Plasmids mit einer Mutation entprechend der aa-Position
32-33, WL nach RM

M-33A Derivat des pTIT-M Plasmids mit einer Mutation entprechend der aa-Position
33,Lnach A

M-34AAA Derivat des pTIT-M Plasmids mit einer Mutation entprechend der aa-Position
34-36, PPP nach AAA

M-45A Derivat des pTIT-M Plasmids mit einer Mutation entprechend der aa-Position
45, T nach A

M-47A Derivat des pTIT-M Plasmids mit einer Mutation entprechend der aa-Position
47, K nach A

M-51A Derivat des pTIT-M Plasmids mit einer Mutation entprechend der aa-Position
51, R nach A

M-52A Derivat des pTIT-M Plasmids mit einer Mutation entprechend der aa-Position
52, N nach A

M-53A Derivat des pTIT-M Plasmids mit einer Mutation entprechend der aa-Position
53, Fnach A

M-55A Derivat des pTIT-M Plasmids mit einer Mutation entprechend der aa-Position
55, I nach A

M-64A Derivat des pTIT-M Plasmids mit einer Mutation entprechend der aa-Position
64, P nach A

M-67A Derivat des pTIT-M Plasmids mit einer Mutation entprechend der aa-Position
67, Y nach A

M-75AAA Derivat des pTIT-M Plasmids mit einer Mutation entprechend der aa-Position
75-77, ILK nach AAA

M-78AAA Derivat des pTIT-M Plasmids mit einer Mutation entprechend der aa-Position
78-80, SFD nach AAA

M-81AA Derivat des pTIT-M Plasmids mit einer Mutation entprechend der aa-Position

81-82, El nach AA
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M-84AAA Derivat des pTIT-M Plasmids mit einer Mutation entprechend der aa-Position
84-86, SGN nach AAA

M-87AAA Derivat des pTIT-M Plasmids mit einer Mutation entprechend der aa-Position
87-89, HRM nach AAA

M-99R Derivat des pTIT-M Plasmids mit einer Mutation entprechend der aa-Position
99, Gnach R

M-104AAA Derivat des pTIT-M Plasmids mit einer Mutation entprechend der aa-Position
104-106, SPV nach AAA

M-104A Derivat des pTIT-M Plasmids mit einer Mutation entprechend der aa-Position
104, S nach A

M-107AAA Derivat des pTIT-M Plasmids mit einer Mutation entprechend der aa-Position
107-109, PEG nach AAA

M-110AAA Derivat des pTIT-M Plasmids mit einer Mutation entprechend der aa-Position
110-112, LNW nach AAA

M-113AAA Derivat des pTIT-M Plasmids mit einer Mutation entprechend der aa-Position
113-115, VYK nach AAA

M-119AAA Derivat des pTIT-M Plasmids mit einer Mutation entprechend der aa-Position
119-121, TFl nach AAA

M-130AAA Derivat des pTIT-M Plasmids mit einer Mutation entprechend der aa-Position
130-132, PLE nach AAA

M-132A Derivat des pTIT-M Plasmids mit einer Mutation entprechend der aa-Position
132, Enach A

M-133AAA Derivat des pTIT-M Plasmids mit einer Mutation entprechend der aa-Position
132, GEE nach AAA

M-133F Derivat des pTIT-M Plasmids mit einer Mutation entprechend der aa-Position
133, G nach F

M-164A Derivat des pTIT-M Plasmids mit einer Mutation entprechend der aa-Position
164, | nach A

M-165A Derivat des pTIT-M Plasmids mit einer Mutation entprechend der aa-Position
165, Qzu A

M-166AAA Derivat des pTIT-M Plasmids mit einer Mutation entprechend der aa-Position
166-168, GRV nach AAA

M-181AAA Derivat des pTIT-M Plasmids mit einer Mutation entprechend der aa-Position
181-183, WSD nach AAA

M-182A Derivat des pTIT-M Plasmids mit einer Mutation entprechend der aa-Position
182, Snach A

M-184AAA Derivat des pTIT-M Plasmids mit einer Mutation entprechend der aa-Position
184-186, MSL nach AAA

M-193AAA Derivat des pTIT-M Plasmids mit einer Mutation entprechend der aa-Position

193-195, EDK nach AAA
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M-196AAA

pP-CFP
pP-YFP
pN-CFP
pN-YFP
PSAD20AA
PSAD34AAA
PSAD35AA
PSADATA
PSAD99R
PSADI04AAA
PSAD130AAA
PSAD132A
PSAD193AAA
PSAD196AAA
PSADI184AAA

Derivat des pTIT-M Plasmids mit einer Mutation entprechend der aa-Position
196-198, DSS nach AAA

Derivat von pT7T-P mit zusatzlicher CFP

Derivat von pT7T-P mit zusétzlicher YFP

Derivat von pT7T-N mit zusatzlicher CFP

Derivat von pT7T-N mit zusatzlicher YFP

Derivat von pSADL16 mit einer Mutation an aa-Position 20-21
Derivat von pSADL16 mit einer Mutation an aa-Position 34-36
Derivat von pSADL16 mit einer Mutation an aa-Position 35-36
Derivat von pSADL16 mit einer Mutation an aa-Position 47
Derivat von pSADL16 mit einer Mutation an aa-Position 99
Derivat von pSADL16 mit einer Mutation an aa-Position 104-106
Derivat von pSADL16 mit einer Mutation an aa-Position 130-132
Derivat von pSADL16 mit einer Mutation an aa-Position 132
Derivat von pSADL16 mit einer Mutation an aa-Position 193-195
Derivat von pSADL16 mit einer Mutation an aa-Position 196-198
Derivat von pSADL16 mit einer Mutation an aa-Position 184-186

2.1.11.3 Virusstamme

2.1.11.3.1 Verwendete Viren

SADL16

MVA-T7

RV-R58G

NPgrL

rekombinantes Tollwutvirus mit der Nukleotidsequenz von
SAD B19 (Schnell et al., 1994)

rekombinates Vaccinia Virus, das die T7-Polymerase
stabil exprimiert (Sutter et al., 1995)

rekombinantes Tollwutvirus mit Mutation an aa-Position 58
von R zu G (Finke and Conzelmann, 2003)

M- und G-Gen deletiertes Derivat von SADL16 (Finke et
al., 2003)

26



Kapitel 2: Material und Methoden

2.1.11.3.2 Viren aus dieser Arbeit

RV-20AA rekombinantes Tollwutvirus mit Mutation an aa-Position
20-21, SP zu AA

RV-34AAA rekombinantes Tollwutvirus mit Mutation an aa-Position
34-36, PPP zu AAA

RV-35AA rekombinantes Tollwutvirus mit Mutation an aa-Position
35-36, PP zu AA

RV-47A rekombinantes Tollwutvirus mit Mutation an aa-Position
47, Kzu A

RV-99R rekombinantes Tollwutvirus mit Mutation an aa-Position
99,GzuR

RV-104AAA rekombinantes Tollwutvirus mit Mutation an aa-Position
104-106, SPV zu AAA

RV-132A rekombinantes Tollwutvirus mit Mutation an aa-Position
132, Ezu A

RV-193AAA rekombinantes Tollwutvirus mit Mutation an aa-Position
193-195, EDK zu AAA

RV-196AAA rekombinantes Tollwutvirus mit Mutation an aa-Position

196-198, DSS zu AAA

2.1.11.4 Bakterienstimme

Zur Vermehrung der rekombinanten Plasmide wurde der Bakterienstamm E.coli XL1-
blue (Stratagene) verwendet.
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2.1.115 Zelllinien

Zelllinie Beschreibung Organismus

BSR BHK-21 Klon, J.Cox, BFAV Tlbingen Hamster

BSR T7/5 BSR-Zellen, exprimieren T7 Polymerase Hamster
(Buchholz et al., 1999)

HEp2 Karzinome Larynxepithelzellen Mensch

HEK 293T Embryonale Nierenzellen, exprimieren Mensch
SV40 large-T Antigen

NS20Y Neuroblastomzellen Maus

MGon136 BSR-Derivate mit M- und G-Gen unter Hamster

der Kontrolle des TetR-Promotors; nach
Zugabe von Doxycyclin werden M und G
exprimiert (Finke et al., 2003).

Zelllinie Kulturmedium

BSR, BSR T7/5, MG,,136 BHK4+:BHK-21-Medium, 2% Tryptosephosphatmix,
2-fach MEM Aminosaurelésung, 10% NKS, 1% P/S

HEp2-Zellen, NS20Y,

HEK 293T DMEM, 10% FKS, 1% P/S, 1% Glutamin
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2.2 Methoden

2.2.1 Arbeiten mit DNA

2.2.1.1 Reinigung von DNA Uber Silicamembranen

Zur Reinigung von DNA Molekilen nach Inkubation mit Restriktionsenzymen und
anderen DNA modifizierenden Enzymen wurde der ,QiaQuick Nucleotide Removal
Kit“ (Qiagen) nach Angaben des Herstellers verwendet. PCR Produkte wurden mit
dem ,QiaQuick PCR Purification Kit* (Qiagen) nach Angaben des Herstellers

gereinigt.

2.2.1.2 DNA-Sequenzierung

Alle Sequenzierungen wurden von der Firma Lafuga (Laboratory for Functional
Genome Analysis) an einem 3100-Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems)
durchgefuihrt. Dazu wurde ein 300ng Ansatz DNA mit 3 pMol der entsprechenden

Primer hergestellt.

2.2.1.3 DNA Restriktionsendonuklease

Der Einsatz von Restriktionsendonukleasen zur spezifischen Fragmentierung von
DNA erfolgte nach Angaben des Herstellers. Restriktionsendonukleasen wurden
hitzeinaktiviert und mit dem ,QiaQuick Nucleotide Removal Kit* (Qiagen) nach

Angaben des Herstellers aus dem Reaktionsgemisch entfernt.

2.2.1.4 DNA Ligation

Vektor- und cDNA Fragment wurden im Verhéltnis 1:5 (0,5 — 1 ug DNA) gemischt.
Die Ligation erfolgte nach Angaben des Herstellers (16°C, 12-16 h).
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2.2.1.5 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Fur die PCR wurden 100ng DNA mit je 10 pmol Primer gemischt. Nach Zusatz von
10ul Reaktionspuffer, 0,8ul dNTPs (25 mM) und 1pl Pfu-, bzw. Taqg-Polymerase
(2,5U) wurde die DNA zunachst fir 1 min bei 95T de naturiert. Anschlieend
erfolgten 35 Zyklen mit Denaturierung bei 95T (1 min), Hybridisierung des Primers
(3 min) und der Synthese der DNA-Strange bei 72 €T (2 min). Die
Hybridisierungstemperatur errechnet sich nach der Formel Ty = [2x(A+T)+4x(C+G)]-
5. Die PCR Produkte wurden mit dem QiaQuick PCR Purification Kit gereinigt und die

GroRRen der Reaktionsprodukte wurden mittels Agarosegelelektrophorese bestimmt.

2.2.1.6 Reverse Transkription (RT)

10 x RT-Puffer

0,5 mM Tris-HCI [pH8,3]
0,3 M KCI

0,1 mM MgCl,

0,05 MDTT

Zur Synthese von cDNA aus mRNA wurde 1 pg Gesamt RNA mit dem
entsprechenden Erststrang-Syntheseprimer und 0,5 pl RNasin in 42 pl Endvolumen
gemischt. Zur Denaturierung der RNA wurde der Ansatz zunachst erhitzt (65 T, 4
min). Anschlie3end erfolgte die Primerbindung bei (37 <, 10 min). Zur Erststrang-
Synthese wurden dann 2 pl dNTPs (je 25 mM), 5 ul 10 x RT-Puffer und 1 pl Reverse
Transkriptase (Stratagene) zugegeben und fir 1 h bei 37T inkubiert. 3 ul der RT

Reaktion wurde anschlie3end als Template bei der nachfolgenden PCR eingesetzt.

2.2.1.7 Quantitative PCR (gPCR); real-time PCR
Die Quantifizierung der DNA erfolgte mit dem Light Cycler® FastStart DNA

Master”"“® Hybridization Probes Kit (Roche) nach den Angaben des Herstellers. Die

Abkurzungen in den Primersequenzen stehen hier fur folgendes: FL = Fluoresceine-
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Label; LCRed -640/-705= LightCycler-Fluorescence-Label; Pho=Phosphat-
Modifikation; Fluo= Fluoresceine.

Zur Amplifikation von N, bzw. 3-Aktin wurden folgende Primer (je 0,5 uM) und Probes
(je 0,4 uM) verwendet:

RV N986+(RV Nfor) GACCGACTAAGGACGC

RV N1068- (RV Nrev) CGCCGCCAAACTTAAT

RV N Probel FL-TCAGAGCCCAATTCCCTTCTACA-Fluo

RV N Probe2 LCRed-705-AGTTTTTATCTCCACCAGAGAAC-Pho
hamActinProbel FL-GCCAACCGTGAAAAGATGAC-Fluo
hamActinProbe2 LCRed-640-AGATCATGTTTGAGACCTTCAACACC-Pho
hamActin-forw GGAGAAGATCTGGCACC

hamActin-rev CAGAGGCATACAGGGAC

Es wurde in jede Reaktion je 1 pl einer 1:10 Verdiunnung der template DNA
eingesetzt. Zunachst wurde die DNA denaturiert (95 T, 10 m). AnschlieRend folgten
40 Zyklen mit Denaturierung (95 €, 10 s), Hybridis ierung des Primers (58 C, 10 s)
und der Synthese der DNA-Strange bei 72 T (12 s).

Die Erstellung der Standardkurve und die Quantifizierung wurde mit Hilfe des von

Roche mitgelieferten Programms Light Cycler® Software Edition 4.05) durchgefiihrt.

2.2.1.8 Auftrennung von DNA Fragmenten im Agarosege |

DNA-Probenpuffer

15% (w/v) Ficoll 400
0,125% (w/v) Orange G
5x TAE

Zur Auftrennung von DNA Fragmenten wurden Agarosegele von 0,8% - 1,5% (w/v)
Agarose in TAE-Puffer verwendet. Dazu wurde die Agarose in TAE-Puffer durch
Erhitzen gelost. Das Agarosegel wurde mit TAE-Puffer (+0,02%Ethidiumbromid)
Uberschichtet, die DNA-Proben mit DNA-Probenpuffer gemischt und bei 4-8 V/cm
aufgetrennt. Anschlie3end wurde die DNA durch UV-Bestrahlung (254 nm) sichtbar

31



Kapitel 2: Material und Methoden

gemacht. Die Bestimmung der Fragmentgro3en erfolgte durch Vergleich mit einem

GroRRenstandard (1kb Leiter, LifeTechnologie).

2.2.1.9 Elution von DNA Fragmenten aus Agarosegelen

Die Elution von DNA Fragmenten erfolgte nach Angaben des Herstellers mit dem
,QiaQuick Gel Extraction Kit* (Qiagen).

2.2.2 Arbeiten mit RNA

Alle Puffer und Losungen fur die Arbeiten mit RNA wurden mit DEPC
(Diethylpyrocarbonat) behandeltem H,Oq4q. Hierzu wurde H;Oq4q in der Verdinnung
1:1000 mit DEPC versetzt und gerihrt (16 h, RT). AnschlieRend wurde der Ansatz
zur Inaktivierung des DEPC autoklaviert (20 min. 121 )

2.2.2.1 Praparation von RNA aus eukaryotischen Zell en

RNA aus eukaryotischen Zellen wurde mit dem ,RNeasy Mini Kit* nach modifizierten
Angaben des Herstellers isoliert. Konfluente Zellen einer T25-Gewebekulturflasche
(25 cm?) wurden dabei im Gegensatz zu den Herstellerangaben mit der doppelten
Menge RLT-Puffer (600 pl) tberschichtet und mit 600 pl 70%igem Ethanol versetzt.
Weitere Schritte bei der RNA Praparation erfolgten nach den Angaben des

Herstellers.

2.2.2.2 Auftrennung von RNA im Agarosegel

50x Phosphatpuffer Blue Juice Acridinorange-Stam mldéung
250 mM Na,HPO, x 2H,0 0,125% Bromphenolblau 10 mg/ml Acridinorange
250 mM NaH,PO, x H,0O 0,125% Xylencyanol FF in 1x Phosphatpuffer
pH[6,8] 0,125% Orange G
15% Ficoll 400
5x TAE
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Zur Herstellung von denaturierenden Agarosegelen wurden 2g Agarose in 167,3 ml
ddH>O und 4 ml 50x Phosphatpuffer durch Erhitzen gelést. Nach Abkihlen der
Losung auf ca. 45 € wurden 26,7 ml Formaldehyd-Lds ung (37% in H,O) zugegeben
und die Losung in die Gelapparatur gegossen. Das Gel wurde anschlielend mit 1x
Phosphatpuffer Gberschichtet.

2-3g RNA wurden in 12ul Gesamtvolumen mit 3ul 5x Phosphatpuffer unter Zugabe
von 1,8ul Glyoxal (40% in ddH,O) fur 45 min bei 56 T denaturiert. Nach Zugabe vo n
3ul Blue Juice wurden die Proben aufgetragen. Als GroRRenstandard wurde eine
RNA-kb-Leiter (Invitrogen) verwendet. Die Auftrennung der Proben erfolgte fur 3-4 h
bei 3 V/cm und konstanter Pufferumwalzung.

Das RNA-Agarosegel wurde mit einer Acridinorangelésung (1:300 Stammldsung in
1x Phosphatpuffer) 3 in gefarbt und anschlieRend dreimal je 20 min mit 1x
Phosphatpuffer gewaschen. Der RNA-GroRenstandard und die ribosomale RNA der

Zelle wurden danach durch die UV-Bestrahlung (254 nm) sichtbar gemacht.

2.2.2.3 Nukleaseverdau von ribosomaler RNA

Lysepuffer

10 mM NacCl

10 mM Tris [pH7,5]
1,5 mM MgCl,

1% Triton

Um ein unspezifisches Binden von RNA Sonden an ribosomaler RNA zu verhindern,
wurde die rRNA mittels Nukleaseverdau abgebaut. Vor der RNA-Isolation wurden 1 x
10> Zellen trypsiniert und pelletiert. Das Zellpellet wurde in 50 pl Puffer lysiert und
anschlief3end fur 30 min. bei 30°C mit 50 pl (= 300 Units) Nuclease S7 ( 20 pg in 10
mM Tris [pH7,5] und 1 mM CacCl,) inkubiert.

2.2.2.4 Transfer von RNA auf Nylonmembranen (Northe rn Blot)

20xSSC
3 M NacCl
0,3 M NaCitrat
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Die RNA aus den entfarbten Agarosegelen wurde mittels Kapillartransfer bzw. in
einer Vakuumapparatur auf positiv geladene Nylonmembranen transferiert. Dazu
wurde 20x SSC als Laufpuffer verwendet. Die Membran wurde einmal mit 3x SSC
gewaschen und anschlielend getrocknet. Die Fixierung der RNA auf der Membran

(,Crosslinking“) erfolgte durch UV-Bestrahlung (254 nm).

2.2.2.5 Northernhybridisierung mit DNA/RNA-Sonden
2.2.2.5.1 Herstellung von DNA-Sonden

Zur Herstellung der DNA-Sonde wurde pT7T-N als Template-DNA eingesetzt. Die N-
Gensequenz wurde mittels PCR amplifiziert (Primersequenzen siehe Kap. 2.1.11.1
Nstop und Natg) und anschlieBend durch Geleluation gereinigt. Die so gewonnene
DNA wurde in einer zweiten PCR mit den gleichen Primern amplifiziert und mittels
dem ,PCR Purification Kit* (Qiagen) aufgereinigt. Von dem gereinigten PCR Produkt
wurden 100ng fur die Herstellung der DNA-Sonde mit dem Nick Translation Kit
eingesetzt.

Zur Synthese von DNA-Sonden wurde das Nick Translation Kit (Amersham
Bioscience) nach Angaben des Herstellers verwendet. Zur Markierung der Sonden
wurde a-*P-CTP (GE General Electric) benutzt. Die Entfernung tiberschiissiger
Nukleotide aus dem Reaktionsgemisch erfolgte mittlels QiaQuick Nucleotide
Removal Kit (Qiagen).

Fur den zellularen Abgleich wurde in der gleichen Vorgehensweise eine Aktinsonde
hergestellt (Primersequenzen siehe Kap. 2.1.11.1 B-Aktin" und B-Aktin).

2.2.2.5.2 Herstellung von einzelstrangspezifischen RNA-Sonden

a-*?P-rUTP markierte Sonden zum spezifischen Nachweis der Expression von

.senselantisense” RNA, wurden durch in vitro Transkription als ,run off* RNA

Molekiile mittels des ,Riboprobe® in vitro Transcription Combination System T3/T7*

(Promega) synthetisiert. Die Transkription erfolgte von T3- bzw. T7-Promotoren nach

Angaben des Herstellers. Die DNA-Matrize wurde nach der Synthese durch Zugabe
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einer Enzymeinheit DNasel abgebaut. Zur Reinigung der radioaktiv markierten RNA

wurde das ,RNeasy Mini Kit* (Qiagen) verwendet.

2.2.2.5.3 DNA/RNA Hybridisierung

Hybridisierungslésung 5% Zetalésung 1% Zetalésun g

1mM EDTA 1 mM EDTA 1 mM EDTA

245 mM SDS 175 mM SDS 35 mM SDS

250 mM Na,HPO, x 2H,0 20 mM Na,HPO, x 2H,0 20 mM Na,HPO, x 2H,0
250 mM NaH,PO,4 x H,O 20 mM NaH,PO,4 x H,0 20 mM NaH,PO,4 x H,0
pH[7.2] pH[7,2] pH[7.2]

Die durch UV-Bestrahlung auf Nylonmembran fixierte RNA wurde 30 min mit 10-15ml
Hybridisierunglésung im Hybridisierungsofen (68 T, 7 Upm) prainkubiert. Hierdurch
wurde verbliebenes Acridinorange von der Membran entfernt. Die
Hybridisierungslosung wurde durch 8ml frische Hybridisierungslosung ersetzt. Die
gereinigte, radioaktiv markierte Sonde wurde denaturiert (5 min, 95 ) und der
Hybridisierungslosung zugegeben. Nach Hybridisierung Uber Nacht (68 T, 7 Upm)
wurde die Membran einmal mit 5% Zetaldsung und zweimal mit 1% Zetalosung (je 20
min, 68 C, 7 Upm) gewaschen. AnschlieRend wurde die Membran getrocknet (RT)

und die Signale mittels Phosphoimager autoradiographisch detektiert.

2.2.2.5.4 RNA/RNA Hybridisierung

Hybridisierungslosung Waschloésung | Waschlésung Il

750 mM NacCl 750 mM NacCl 150 mM NacCl

0,15 M Tris-HCI pHI8] 0,15 M Tris-HCI pHI[8] 30 mM Tris-HCI pHI[8]
10 mM EDTA 10 mM EDTA 2 mM EDTA

0,2 M Phosphatpuffer pH[8] 25 mM Na,HPO, x 2H,0 25 mM Na,HPO, x 2H,0
10% Dextransulfat 0,1% (w/v) SDS 1x Denhardt’s Solution

1x Denhardt’s Solution
0,1% (w/v) SDS
50% (v/v) Formamid (entionisiert)

100 pg/ml Heringsperma
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Waschlésung I

50 mM NacCl

5 mM Tris-HCI pHI[8]
0,4 mM EDTA

0,1% (w/v) SDS

Die RNA/RNA Hybridisierung wurde im Hybridisierungsofen bei 61C durchgefihrt.
Nach einer Préahybridisierung von 1-3 h wurde die Membran mit der gereinigten,
raioaktivmarkierten Sonde in 20ml Hybridisierungslésung Uber Nacht inkubiert.
AnschlieBend wurde die Membran dreimal mit den Waschlésungen I-lll je 45 min
gewaschen, getrocknet (RT) und die radioaktiven Signale autoradiographisch
detektiert.

Fur die RNA-Sonde wurde pT7T-N mit Xhol, bzw. BamHI geschnitten und als
Template fur die in vitro Transkription eingesetzt. Die Xhol-linearisierte Plasmid DNA
diente als Template fir die T3-Polymerase-Reaktion, die BamHI-linearisierte fur die

T7-Polymerase-Reaktion.

2.2.3 Arbeiten mit Proteinen

2.2.3.1 Auftrennen von Proteinen im denaturierenden Polyacrylamidgel nach

Jagow

Gelpuffer Sammelgel (4%)

3M Tris-HCI pH[8,45] 1,4 ml Acrylamidlésung 40% (w/v) (29:1)

0,3% (w/v) SDS 3,5 ml Gelpuffer
9 ml ddH,0
18 pl TEMED
116 pl APS

SDS-Probenpuffer

2% (wiv) SDS

62,5 mM Tris-HCI

6 M Harnstoff

10% (v/v) Glycerin

5% (v/v) B-Mercaptoethanol

0,01% (w/v) Phenolrot
0,01% (w/v) Bromphenolblau
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Polyacrylamid Trenngele

10% 12% 14% 16%
Gellpuffer 12 ml
ddH,O 12,9 ml 11,1 ml 9,3 ml 7,5 ml
Acrylamidlésung 9 ml 10,8 ml 12,6 ml 14,4 ml
Glycerin 2mi 2,6 ml 1,7 ml 0,9 ml
APS 175 pl
TEMED 17

Die Mengen beziehen sich auf 16x14 cm Gele

Die Losungen der Trenngele wurde mit TEMED und APS versetzt, zwischen zwei
Glasplatten in einer Gelgie3apparatur gegossen und anschliel3end mit Isopropanol
Uberschichtet. Nach 2-3 h Polymerisation wurde das Isopropanol entfernt und die
Geloberflache mit H»O4q gewaschen. Danach wurde die Sammelgellésung
Uberschichtet und ein Probenkamm eingefuhrt. Die Proben im SDS-Probenpuffer
wurden vor dem Auftragen erhitzt (5 min, 95 €) und bei einer konstanten Spannung

von 30-150 V aufgetrennt.

2.2.3.2 Western Blot auf Nitrozellulosemembran

Semi-Dry-Transferpuffer Waschpuffer
48 mM Tris-HCI pH[8,3] 1x PBS
39 mM Glycin 0,05% (v/v) Tween- 20

0,005% (w/v) SDS
18% (v/v) Methanol

Die Polyacrylamidgele wurden nach der Gelelektrophorese 30 min im Semi-Dry-
Transferpuffer unter Schatteln inkubiert. Der Transfer auf die Nitrozellulosemembran
erfolgte mittels einer Semi-Dry-Transferapparatur (Peqglab) unter einer konstanten
Stromstarke von 400 mA innerhalb von 2 h. Nach dem Transfer wurde die Membran
zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen inkubiert (5% (w/v) Magermilchpulver
geldst in Waschpuffer). Nach zwei Waschschritten (je 15 min) wurde mit dem ersten
Antikdrper (1:1 000 — 1: 20 000 in Waschpuffer) tiber Nacht bei 4 T inkubiert. Nach
drei Waschschritten (je 15 min) wurde die Membran mit einem zweiten,
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Meerrettichperoxidase konjugierten Antikdrper inkubiert (2h, RT). Nach weiteren drei
Waschschritten (je 15 min) erfolgte der Nachweis spezifischer Antikdrperbindungen.
Hierzu wurde das ,Western Blot Chemoluminescence Reagent Plus® (NEN) nach
Angaben des Herstellers verwendet. Zur Detektion der Chemolumineszenz wurden

Hyperfilme (Amersham Bioscience) belichtet.

2.2.3.3 Luciferase Assay

Zur Messung der Reportergenexpression wurde das Dual Luciferase Reporter Assay
System von Promega verwendet. Neben den Firefly-Luciferase-Aktivitaten wurden
die Renilla-Luciferase-Aktivitaten als interner Standard verwendet.

HEK 293T Zellen wurden 24 h nach Transfektion mit 200 pl 1x Passive Lysis Puffer
bei RT durch schitteln lysiert. AnschlieBend wurde das Lysat zentrifugiert (14000
Upm, 4C, 5 min.), um die unléslichen Bestandteile zu pelletieren.

20 pl des Lysats wurden zu 80 pl des Firefly-Substrats (LARIl) gegeben und die
Firefly-Luciferase-Aktivitditen gemessen (Luminometer Berthold). AnschlieRend
wurden 80 ul Renilla-Substrat (1:50 in StopGlo Buffer) zugegeben und die Renilla-
Luciferase-Aktivitaten gemessen. Die Ergebnisse der Firefly-Aktivitaten wurden mit

den Ergebnissen der Renilla-Aktivitaten abgeglichen.

2.2.4 Zellkultur

2.2.4.1 Passage von Zellen

Zellen wurden mit den angegebenen Medien (Kap. 2.1.11.5) kultiviert (37 C, 5%
CO; und 100% Luftfeuchtigkeit). Bei BSR T7/5-Zellen wurde zuséatzlich in jeder
zweiten Zellpassage Geniticin zugesetzt (G418, 1 mg/ml Medium). MGon136-Zellen
wurden zusatzlich in jeder zweiten Zellpassage mit Geniticin und Hygromycin (4
mg/ml Medium) behandelt.

Nach 3 bis 4 Tagen wurde das Medium abgenommen und die Zellen mit Trypsin vom
Boden des Zellkulturgefalles gelost und vereinzelt. Anschliel3end wurden die Zellen

in geeigneter Verdinnung in neue Kulturgefal3e Gberfuhrt.
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2.2.4.2 Anlegen von Gefrierkulturen

Zur Konservierung von Zellen wurden Gefrierkulturen angelegt. Dazu wurden die
Zellen einer T75-Gewebekulturflasche (75 c¢cm?) nach Erreichen eines konfluenten
Zellrasens durch Trypsinbehandlung abgelést und in 9 ml Medium aufgenommen
und auf Eis gekuhlt. Nach der tropfenweisen Zugabe von 10% (v/v) DMSO wurden
die eiskalten Zellen in 1 ml Aliquots portioniert und bei —70C eingefroren. Zur

langeren Konservierung wurden die Zellen in flissigem Stickstoff gelagert.

2.2.4.3 Transfektion von Zellen

Zur Transfektion von Zellen wurde das Mammalian Transfection Kit (Stratagene)

oder FUGENESG6 (Roche) nach Angaben des Herstellers verwendet.

2.2.4.4 Differenzierung von NS20Y Neuronen

Zur Ausdifferenzierung der neuronalen NS20Y Zellen, wurden die Zellen einer T25-
Gewebekulturflasche in 8 ml 5% FCS aufgenommen und je 30 pl in p-slide VI (oder
100 pl in p-slide 1) Gberfuhrt (Fa. Ibidi, Minchen). Nachdem die Zellen abgesetzt
waren wurden 140 pl Medium (bzw. 1 ml) zugegeben. Nachdem der Zellrasen ca.
70% konfluent war, wurde das Medium gewechselt (DMEM + 0,5% FCS + 1 mM
CcAMP). Nach 3-4 Tagen wurde erneut das Medium gewechselt und nach 7 Tagen
wurde das Medium durch Zellkulturmedium mit 5% FCS + 50 uM AraC + 300 puM
Uridin ersetzt. Nach weiteren 3-4 Tagen wurde frisches Medium, 5% FCS + 50 uM
AraC + 300 uM Uridin, auf die Zellen gegeben. 3-4 Tage spater wurden den Zellen
5% FCS Medium zugegeben. Ab diesem Zeitpunkt fand alle 3-4 Tage ein

Mediumwechsel statt.
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2.2.45 Immunfluoreszenz

2.2.45.1 Direkte Immunfluoreszenz

Zum Nachweis von Tollwutvirus N-Protein wurde eine direkte Immunfluoreszenz mit
Centocor® durchgefiihrt.

Die Zellen wurden mit 80% (v/v) Aceton durch 30 min. Inkubation bei 4T fixiert,
luftgetrocknet und anschlieBend mit der Antikérperlésung (Centocor® 1:200 in PBS)
Uberschichtet. Nach 2 h Inkubation bei 37 T erfolgte die Auswertung am

Fluoreszenzmikroskop bei einer Anregung von 450 nm — 490 nm.

2.2.4.5.2 Indirekte Immunfluoreszenz

Zum Nachweis von viralen und zellularen Proteinen wurde neben der direkten
Immunfluoreszenz die indirekte Immunfluoreszenz durchgefihrt. Fir die Fixierung
mit Paraformaldehyd wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit einer
Paraformaldehydlosung (3% (w/v) Paraformaldehyd in PBS) inkubiert (20 min, RT).
Die Praparate wurden anschlielBend dreimal mit PBS gewaschen und mit NH,CL
Losung (50mM NH4CL, 20mM Glyzin in PBS) inkubiert (15 in, RT). AnschlieRend
wurden die Zellen mit 0,5% (v/v) Triton X-100/PBS permeabilisiert (15 min, RT) und
erneut dreimal mit PBS gewaschen.

Nach der Fixierung und Permeabilisierung der Zellen wurden die Praparate zur
Abséttigung unspezifischer Bindungsstellen in Magermilchpulver (0,25% (w/v) in
PBS) inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und mit
einer geeigneten Antikorperlosung (1:200 — 1:500 in PBS mit 0,25% (v/v)
Magermilchpulver) gegen das nachzuweisende Protein tberschichtet (1 h, 37 ).
Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurde Zweitantikbrper zugegeben, der mit
Fluoreszenzfarbstoffen (Alexa633, Alexa488, Cye3 oder TexasRed) konjugiert war
und fur 1 h bei 37 T inkubiert. Danach wurden die Zellen dreimal mit PBS
gewaschen. Sofern die Zellen zuvor auf Deckglasern kultiviert wurden, wurden die
Praparate mit Histogel oder Vectashield (Linaris Biological Products) auf
Objekttragern fixiert. Dies geschah abhéngig davon, ob die Praparate fir FRET-

Analysen vorbereitet wurden. In diesem Fall wurde mit Histogel fixiert, da Vectashield
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vor Ausbleichung schitzt und somit fir FRET-Analysen, die auf Akzeptorbleichen
basieren, ungeeignet ist.

Die Auswertung erfolgte im konfokalen Laserscanmikroskop (Zeiss, LSM 510) bei
Verwendung entsprechender Filter zur Anregung und Detektion der emittierten

Fluoreszenzen.

2.2.4.5.3 Zellkernfarbung mit Hoechstfarbstoff

Zum  fluoreszenzmikroskopischen Nachweis von Zellkernen wurde der
Hoechstfarbstoff 33342 verwendet. Dieser wurde 1:1000 in PBS verdunnt. Die
permeabilisierten Zellen wurden mit dem Farbstoff Gberschichtet und fir 5 min.
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen. Intakte
Zellkerne wurden uber die emittierte Fluoreszenz im blauen Wellenlangenbereich
sichtbar gemacht. Die Epifluoreszenz-Aufnahmen wurden mit einem Axiovert 200M
Fluoreszenzmikroskop unter Verwendung der Axiovision unter Verwendung der

Axiovision Bildaquirierungs- und Analysesoftware erstellt (Fa. Zeiss)

2.2.5 Arbeiten mit Viren

2.25.1 Herstellung rekombinanter Tollwutviren ausg  ehend von cDNA, Virus
Rescue

Fur die Herstellung von rekombinanten Tollwutviren wurden die Zellen sowohl mit
dem Tollwutvirus cDNA Antigenom als auch den Helferplasmiden, die unter der
Kontrolle des T7-Promotors die viralen Proteine N,P und L kodieren, transfiziert (10
g cDNA Antigenom bzw. dessen klonierte Derivate, 5 pg pTIT-N, 2,5 ug pTIT-P und
2,5 ug pTIT-L). Dazu wurden BSRT7/5-Zellen in 3,5 cm Zellkulturschalen mit BHK4+
Medium kultiviert, bis sie zu 80% konfluent gewachsen waren. Die BSRT7/5-Zellen
exprimieren konstitutiv die T7 RNA Polymerase und erlauben somit die Transkription
von Nukleinsduresequenzen, die unter der Kontrolle des RNA-Polymerase Promotors
des Bakteriophagen T7 stehen. Eine h vor der DNA-Transfektion wurden die Zellen

mit serumfreien DMEM gewaschen und mit 1 ml serumfreiem DMEM bei 37 C
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inkubiert. Die Transfektion erfolgte mittels der Ca,PO, Methode (,Mammalian
Transfection Kit*, Stratagene), wobei die Transfektionslosung nach 4 h Inkubation
abgenommen wurde und die Zellen mit 2 ml frischem BHK4+ Medium Uberschichtet
wurden. Nach 3 Tagen Inkubation wurde der Uberstand abgenommen und 1 ml
davon auf frisch ausgesate BSRT7/5-Zellen in 3,5 cm Zellkulturschalen Gberfuhrt.
Der restliche Uberstand wurde bei -70 T gelagert. Die transfizierten Zellen wurden
fur weitere 3 Tage mit frischem BHK4+ Medium Uberschichtet. Nach einer weiteren
Inkubation von 3 Tagen wurde erneut 1 ml des Uberstandes der transfizierten Zellen
auf frisch ausgesate BSRT7/5-Zellen tberfihrt und der Rest weggefroren. Zeitgleich
wurde von der ersten Uberstandspassage der Uberstand geerntet. Die Ernte der
zweiten Uberstandspassage erfolgte nach weiteren 3 Tagen Inkubation.

Nachdem der Uberstand abgenommen wurde, erfolgte eine Centocor®-Farbung, um
sichtbar zu machen, ob der Virus erfolgreich gerescued werden konnte. Waren Foci
zu erkennen, wurden die Uberstande dieser Passagen zur Vermehrung der Viren auf
frische BSRT7/5-Zellen Uberfihrt.

2.2.5.2 Vermehrung von Tollwutvirus in Zellkultur

Zur Vermehrung der Tollwutviren in Zellkultur wurden zunéchst BSRT7/5-Zellen auf
T75-Gewebekulturflaschen kultiviert, bis sich ein konfluenter Rasen bildete. Die
Zellen wurden in einer Verdinnung von 1:3 auf neue Gewebekulturgefalie umgesetzt
und mit einer MOI von 0,01 mit den entsprechenden Viren infiziert. Nach 2 h
Inkubation (37 ) wurde der Uberstand verworfen und die Zellen mit frischem
BHK4+ Medium uberschichtet. 3-4 Tage p.i. wurde der Uberstand geerntet und
frisches BHK4+Medium auf die Zellen gegeben. Die Zelltrimmer wurden pelletiert
(3500 Upm, 4T, 10-15 min, Heraeus Variofuge 3.0R) und der Uberstand aliquotiert
(je 1 ml) und eingefroren (-70<C).

Zur Bestimmung des Virustiters wurde ein konfluenter Zellrasen (BSR Zellen) in T25-
Gewebekulturflaschen trypsiniert und in 25 ml BHK4+ aufgenommen. Die
Zellsuspension wurde in 100 pl Aliquots auf 96-Lochplatten verteilt. Die Zellen
wurden anschlieBend 2-3 h bei 37 T inkubiert. Von den virushaltigen
Zellkulturiberstanden wurden Verdinnungsreihen in 10-fach Schritten durch

Verdinnung in serumfreiem BHK-Medium hergestellt. Jeweils 100 pl pro
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Verdinnungsstufe wurden auf die in die 96-Lochplatten eingesaten BSR Zellen
gegeben und fur 2 Tage bei 37 T inkubiert. Die infizierten Zellen wurden dann mit
80% Aceton fixiert (30 min) und getrocknet. Die Virusplagues wurden mit Antikorpern
(Centocor®) gegen Virusproteine sichtbar gemacht. Der Titer wurde im

Fluoreszenzmikroskopie (Fa. Olympus) bestimmt.

2.2.5.3 Wachstumskurven der Tollwutviren

Zur Charakterisierung des Viruswachstums wurden Zellen mit den entsprechenden
Viren infiziert und die Virustiter in Abstdnden von 12 h bestimmt. Hierzu wurden
BSRT7/5-Zellen mit einer MOI von 0,1-1 in Suspension infiziert und in T25-
Gewebekulturflaschen kultiviert. Zur Bestimmung der Virustiter wurden zu
bestimmten Zeitpunkten (24 h, 36 h, 48 h p.i.) 500 pl Uberstand abgenommen und
bis zur Auswertung bei —70 T aufbewahrt und anschlie3end parallel titriert (siehe

Kap. 2.2.5.2 Virustiterbestimmung).

2.2.5.4 Vermehrung von NPgrL-Virus in Zellkultur

Zur Vermehrung der NPgrL-Viren wurden MGgy,136-Zellen einer konfluenten T25-
Gewebekulturflaschen 1:3 gesplittet, in T75-Gewebekulturflaschen tberfihrt und mit
NPgrL-Viren (MOI= 0.1) infiziert. Nach mind. 48 Stunden Inkubation wurden die
durchinfizierten Zellen in T175-Gewebekulturflaschen (175 cm?) umgesetzt. Nach 48
h wurden die infizierten Zellen 1:3 gesplittet und fir weitere 24- 48 h kultiviert. War
der Zellrasen zu ca. 90% konfluent wurde Doxycyclin zugegeben (1 pg/ml), um die
Expression von Matrixprotein und Glykoprotein der MG,,136-Zellen zu initiieren.
AnschlieBend wurde nach 2-3 Tagen Inkubation der Uberstand abgenommen, die
Zelltrimmer abzentrifugiert (5 min, 4 €, 1500 Upm), aliquotiert (je 1 ml) und
eingefroren (-70 ). Auf die Zellen wurde frisches BHK4+ Medium, sowie Doxycyclin
gegeben, um nach 3 weiteren Tagen erneut den Uberstand abzunehmen. Die
Titerbestimmung erfolgte wie in 2.2.5.2 beschrieben.
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2.2.5.5 Vaccinia Viren

Fixierlésung Stainingsolution
2% Formaldehyd 5 mM K3Fe[CN]g
0,2% Glutaraldehyd 5 mM K, Fe[CN]g x 3 H,O
in PBS 2 mM MgCl,
in PBS

Kurz vor Anwendung: Zugabe von 250 ul X-Gal (40 mg/ml in DMSO)

BSR Zellen wurden in einer T25-Gewebekulturflasche mit 1 x 10’ Vaccinia Viren
infiziert. Nach Ausbildung des CPEs wurden die Zellen in eine konfluente T75-
Gewebekulturflasche mit BSR Zellen dberfihrt und nach Ausbildung des CPEs
trypsiniert und zentrifugiert (20 min, 5000 Upm, Heraeus Variofuge 3.0R). Der
Uberstand wurde verworfen und die infizierten Zellen in 1 ml BHK Medium
resuspendiert. Um die Zellen aufzubrechen wurden sie anschliel3end dreimal bei —
70C eingefroren und wieder aufgetaut. Zusatzlich wurden die mit 3 StéRen
Ultraschall behandelt. Danach wurden sie aliquotiert ( je 100 ul) und bis zur weiteren
Anwendung bei —70 T gelagert.

Zur Bestimmung des Vaccinia Virus Titers wurden BSR Zellen aus einer konfluenten
T25-Gewebekulturflasche trypsiniert und in 30 ml BHK4+ Medium aufgenommen. Je
500 ul wurden auf eine 24-Well-Zellkulturschale verteilt. Die Zellen wurden
anschlieBend 2-3 h inkubiert (37 €). 1 ml des gewonnenen Virus aus dem
Uberstand wurde in mehreren Schritten jeweils 1:10 in serumfreien BHK Medium
verdinnt. 100 pl der Verdinnungen wurden anschlieBend zu den BSR Zellen
pipettiert und 2 Tage bei 37 T inkubiert. Die infi zierten Zellen wurden dann mit der
angegebenen Fixierldsung fixiert (10 min, RT), anschlieBend mit PBS gewaschen
und mit frisch angesetzter Stainingsolution angefarbt (1 h, 37 ). Nach
nochmaligem Waschen mit PBS konnten die nun blaugefarbten Virusplaques mit

Hilfe des Mikroskops (Axiovert 35) ausgezahlt werden.
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2.2.5.6  Uberexpression von cDNA in BSR Zellen mitte  Is Vaccinia Viren

Hohe =zellulare Proteinkonzentration wurden durch Transfektion von T7
Expressionsplasmiden und nachtraglicher Infektion mit MVA-T7 Viren erreicht. Hierzu
wurden konfluent gewachsene BSR T7/5-Zellen in 3,5 cm Schalen zunachst mit
DMEM gewaschen, anschlieBend mit 1 ml DMEM inkubiert. Anschlie3end erfolgte
die Transfektion nach Angaben des Herstellers entweder mit FUGENEG (Roche) bzw.
mit dem Mammalian Transfection Kit (Stratagene). 3-4 h nach der Transfektion
wurden die Zellen mit frischem Medium Uberschichtet und mit Vaccinia Viren

(MOI=5) infiziert. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen lysiert.

2.2.6 Arbeiten mit Escherichia coli (E.coli)

2.2.6.1 Anzuchtvon E.coli

LB-Medium

0,5% (w/v) NacCl

0,5% (w/v) Hefeextrakt
1% (w/v) Bacto-Trypton
1 mM MgSO,

Die Anzucht der E.coli Kulturen erfolgte bei 37C unter Schitteln. Zur Se lektion
transformierter Bakterien wurde Ampicillin (100 mg/ml) bzw. Kanamycin (100 mg/ml)

zugesetzt. Zur Herstellung von Agarplatten wurde 1,5% (w/v) Bactoagar zugegeben.

2.2.6.2 Praparation chemisch kompetenter Bakterien (E.coli)

LB -Medium Calcium-Puffer
LB-Medium 60 mM CacCl,

20 mM MgSO, 10 mM Pipes pH[7,1]
10 mM KCI 15% (v/v) Glycerin

100 ml LB™-Medium wurden mit 1 ml einer E.coli Ubernachtkultur angeimpft und bis

zum Erreichen einer ODggo =0,6 unter Schutteln inkubiert (37 ). Die Bakterien
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wurden pelletiert (10 min, 4 C, 4000 Upm, Beckmann -Zentrifuge, GS3-Rotor), in 25
ml Calcium-Puffer resuspendiert und 40 min auf Eis inkubiert. Nach erneutem
Zentrifugieren (10 min, 4 €, 4000 Upm) wurde das B akterienpellet in 5 ml Calcium-
Puffer aufgenommen, aliquotiert und 1-3 h auf Eis inkubiert. Anschlie3end wurden
die Aliquots eingefroren (-70 ). Die Transformationseffizienz der chemisch
kompetenten Bakterien wurde durch Transformation mit 10 ng zirkularer Plasmid-
DNA und Ausplattieren auf Selektionsagar ermittelt.

2.2.6.3 Transformation chemisch kompetenter Bakteri  en

Zur Transformation von E.coli wurde 10-100 ng Plasmid-DNA bzw. Ligationsansatze
verwendet. 50 pl kompetente Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und mit der DNA
gemischt. Der Ansatz wurde 20 min auf Eis inkubiert und anschlieRend ein
Hitzeschock (2 min, 42 C) durchgefuhrt. Nach einer weiteren Inkubation auf Eis (5
min) wurden 200 pl LB™-Medium zugegeben und der Ansatz geschittelt (45 min,
37C). Der Transformationsansatz wurde anschlieend auf LB-Platten mit
entsprechenden Antibiotika ausplattiert und inkubiert (16 h, 37 ). Einzelne
Bakterienkolonien wurden zur Plasmid-DNA Isolierung in LB-Medium tberfuhrt und

vermehrt.

2.2.7 Plasmid-DNA-Isolierung aus E.coli

2.2.7.1 Plasmid-Minipraparation aus E.Coli

Flexi-Puffer 1 Flexi-Puffer 2 Flexi-Puffer 3
100 mM Tris-HCI pH[7,5] 200 mM NaOH 300 mM Kac pHI5,75]
10 mM EDTA pHI8,0] 1% (w/v) SDS (mit HCOOH eingestellt)

400 pg/ml RNasel

1,5 ml einer Ubernachtkultur von E.coli in der Tischzentrifuge pelletiert (5 min, 13 000
Upm) und mit 200 ul Flexi-Puffer 1 resuspendiert. Die resuspendierten Bakterien
wurden durch Zugabe von 200 pl Felxi-Puffer 2 fir 5 min lysiert. Nach der Zugabe
von 200 ul Flexi-Puffer 3 wurde der Ansatz auf Eis inkubiert (5 min) und die
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prazipitierten Proteine und chromosomale DNA anschlielend durch Zentrifugation
pelletiert (10 min, 13 000 Upm). Der Uberstand wurde in ein neues Gefal uberfiihrt
und die Plasmid-DNA durch die Zugabe von 400 pl Isopropanol und Inkubation bei
Raumtemperatur gefallt. Die geféllte Plasmid-DNA wurde pelletiert (15 min, 13 000
Upm), einmal mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen (5 min, 13 000 Upm), getrocknet und
in 50 pl H2Og4q gelost.

2.2.7.2 Praparation groRerer Mengen Plasmid-DNA aus  E.coli

Zur Praparation von grof3en Mengen Plasmid-DNA aus E.coli wurden Nucleobond-

Saulen (PC-100, Macherey-Nagel) nach Angaben des Herstellers verwendet.

2.2.8 Herstellung rekombinanter Plasmide

2.2.8.1 Konstruktion von ECFP-N3-P / EYFP-N3-P

Um die Lokalisation der P-Proteine mikroskopisch zu analysieren und fur die FRET-
Analysen, wurden Expressionplasmide konstruiert, die fir Fusionsproteine aus P-
und Autofluorszprotein-Gensequenzen (ECFP / EYFP) bestehen.

Dazu wurde die RV-P Gensequenz mittels PCR amplifiziert (5 Primer: PAstopeco,
3’Primer: T7). Das entstandene PCR-Produkt wurde anschlieend mit den
Restriktionsendonukleasen Hindlll und EcoRI geschnitten.

Die Plasmide pECFP-N3-AATG, bzw. pEYFP-N3-AATG wurden ebenfalls mit Hindlll
und EcoRI geschnitten und anschlieend mit dem amplifizierten P-Genabschnitt

ligiert.

2.2.8.2 Konstruktion von ECFP-N3-N/ EYFP-N3-P

Ahnlich wie das Phosphoprotein, wurde das Nukleoprotein mit ECFP, bzw. EYFP
fusioniert. Dazu wurde das RV-N mittels PCR amplifiziert (5"Primer: NAstopbam,

3’Primer:T7) und das PCR-Produkt mit den Enzymen Hindlll und BamHI geschnitten.
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Die Plasmide pECFP-N3-AATG, bzw. pEYFP-N3-AATG wurden ebenfalls mit Hindlll
und BamHI geschnitten und anschlieend mit dem amplifizierten N-Genabschnitt

ligiert.

2.2.8.3 Konstruktion von M-ATG2-EYFP, M-ATG3-EYFP, M-ATG4-EYFP und
M-ATGS5-EYFP

Die verkirzten Matrixproteine wurden ebenfalls mit EYFP markiert. Dazu wurde ein
Praparationsverdau mit pM-EYFP durchgefihrt, wobei das Plasmid mit Notl und Xbal
geschnitten wurde. Zusatzlich wurden die verkirzten M-Proteine (pM-ATG2, pM-
ATG3, pM-ATG4, pMATG5) mit Notl und Xbal geschnitten. AnschlieBend erfolgte
eine Ligation des EYFP in die jeweiligen ATG-Konstrukte.

2.2.8.4 Zielgerichtete Mutagenese des M-Gens

Um die Funktion des Matrixproteins untersuchen zu kénnen, wurden mittels PCR
Mutationen in den Expressionvektor pTIT-M eingebracht. Dazu wurden die Primer so
gewahlt, dass sie die gewilinschte Veranderung der Proteinsequenz zur Folge hatten
und es wurde eine zusatzliche Schnittstelle eingebracht, um die Kontrolle einer
erfolgreichen Integration in die Sequenz durch Restriktionsverdauanalysen zu
ermdglichen. Die Primer wurden nach der Position und der Art der veréanderten
Aminosaure (aa) benannt, so mutierten 34AAA/33rev an Position 34 des Peptids drei
Prolin zu drei Alanin. Entsprechend ist die Nomenklatur der Mutanten. Die
Primersequenz ist jeweils in 57-3"Orientierung angegeben. Bei
Einzelaminosaureaustausch wurden die entsprechenden Plasmide als Template
eingesetzt.

Fur die PCR wurden 100ng DNA mit je 10 pmol Primer gemischt. Nach Zusatz von
10 pl Reaktionspuffer, 0,8 ul dNTPs (25 mM) und 1 ul Pfu-Polymerase (2,5U) wurde
die DNA zunéchst 3 min bei 95 €T denaturiert. Ansch lieRend erfolgten 18 Zyklen mit
Denaturierung bei 95 € (30 sek), Hybridisierung des Primers (1 min) und der
Synthese der DNA-Strdnge bei 68 T (8 min). Die Hyb ridisierungstemperatur
errechnet sich nach der Formel Ty = [2X(A+T)+4x(C+G)]-5. Die PCR Produkte
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wurden mit dem QiaQuick PCR Purification Kit gereinigt und anschlieBend fur 2
Stunden mit Dpnl (10U) verdaut, um die methylierte DNA (Template-DNA)
abzubauen. Danach folgte die Transformation in XL1-blue Zellen (siehe Kap. 2.2.7)
mit anschlieBender Plasmidisolation (siehe Kap. 2.2.8). Mit Hilfe von
Restriktionsverdauanalysen mit den entsprechenden Enzymen (siehe Tab. 2), wurde
die erfolgreich integrierten Mutationen anhand ihres veranderten Restriktionsmusters
und Sequenzierung mit den Primern CITE und TERM (siehe Kap.2.1.11.1) bestimmit.

Tabelle 3: Restriktionsverdau mit den entsprechende n Enzymen, Template-DNA und

Schnittstellen

Plasmid Primer Template - | Schnitt - Plasmid Primer Template - Schnitt
DNA stelle DNA -stelle

PTITM-20AA MZOAA | pTiTM +Pstl | pTITM-99R SE99R pTIT-M + Apal
PTITM-31A Ny 32A SNV - Pstl PTITM-104AAA | MZO4AAA pTIT-M + Pstl
pTITM-32A g"l'fesz EIE—ANA - Pstl pTITM-104A 2"(;1?;/'“ %LTA%\ - Pstl

pTITM-32RM | M-S2RM ) oy +Sphi | pTiITM-107aAA | MEIOTAAA pTIT-M + Pstl
PTITM-33A ArISA pTIT-M +Apal | pTITM-110aAA | YLIOAAA pTIT-M + Pstl
pTITM-34AAA g";;/AAA pTIT-M + Pstl pTITM-113AAA gﬂl'érle%/AAA pTIT-M + Pstl
PTITM-45A WASA D n - Pstl pTITM-110AAA | MII9AAA pTITM + Pstl
PTITM-47A prnile D s - Pstl PTITM-130AAA | MIS9AAA pTITM + Pstl
pTITM-51 g"l'f‘elvA EI'ATANA - Pstl pTITM-132A gﬂs_é?esz g&m - Pstl

PTITM-53A po3A SN - Pstl pTITM-133F sl SV -Notl

PTITM-55A MoSA D s - Pstl PTITM-164A oA pTIT-M + Mstl
PTITM-64A -oaA D | -Pst PTITM-165A M-165A pTITM-165R | - Sacll
PTITM-67A w-oTA s - Pstl pTITM-166AAA | HI00AAA pTIT-M + Notl
pTITM75AAA | METSAAA oy +Pstl | pTITM-181aAA | MBIAAA pTIT-M +Notl

pTITM78AAA | METAAA iy +Pstl | pTITM-182A e SV - Notl

PTITM-81AA MBLAA | pTiTm keine | pTITM-184aAA | MIBIAAA pTIT-M + Notl
pTITM-84AAA | MESTAAA oy +Pstl | pTITM-193aAA | MEI9SAAA pTIT-M + Notl
pTITM-87AAA g";f;/AAA pTIT-M + Pstl pTITM-196AAA ggé?e?/AAA pTIT-M +Notl
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2.2.8.5 Konstruktion von rekombinanter Virus cDNA

Zur Herstellung rekombinanter Viren mussten die mutierten M Sequenzen in
sogenannte full-length clones eingebracht werden. Dazu wurden die mutagenisierten
pTIT-M Plasmide als Template-DNA in einer PCR-Reaktion mit den Primern
SADMatg und SADMstop (Kap. 2.1.11.1) eingesetzt. Das PCR Produkt, das die
gesamte M-Gen kodierende Sequenz enthielt, wurde mit der
Restriktionsendonuklease Sapl geschnitten und nach Gelreinigung mit dem ebenfalls
Sapl-geschnittene und aufgereinigte pSADAM-Vektor ligiert. Positive Klone wurden
anschlieend mit Eco47Ill, Ncol und EcoRI geschnitten und in ein ebenfalls mit Ncol
geschnittenen pSADL16-Vektor ligiert. Die erfolgreiche Integration der Mutation

wurde Uber Restriktionsanalysen und Sequenzierung verifiziert.
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Kapitel 3: Ergebnisse

3.1 Mutationsanalysen des Matrixproteins

Die regulatorische Funktion des Tollwutvirus Matrixproteins bei der RNA-
Synthese ist bisher nur unzureichend verstanden. Mit der Identifikation des M-
Proteins als Regulator der viralen RNA-Polymerase (Finke et al., 2003) und dem bei
bestimmten M-Mutanten zu beobachteten Verlust der regulatorischen Aktivitat bei
intakter Assemblyfunktion zeigte sich, dass die Regulation der Polymerase und des
Assemblys von Viren zwei voneinander unabhangige Funktionen sind (Finke and
Conzelmann, 2003). Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte eine umfangreiche
Mutationsanalyse zur genaueren Charakterisierung der an der Regulation beteiligten
Aminosduren und Doméanen des M Proteins.

Zunachst wurde eine Alanin-scan Mutagenese durchgefihrt, bei der durch
zielgerichtete Mutagenese (siehe Kap. 2.2.8.5) jeweils Blocke von 3 Aminosauren
des Matrixproteins gegen 3 Alanin ausgetauscht wurden. Die erfolgreiche Einflihrung
der Mutationen wurde durch Kontrollverdaue und durch DNA-Sequenzierung (siehe
Kap. 2.2.1.2) der mutagenisierten cDNA Uberprift. Die zielgerichteten Mutationen
wurden auf der Basis von vorausgegangen Mutationen (Finke und Conzelmann,
2003) geplant. Zum einen wurden noch nicht untersuchte Bereiche des
Matrixproteins einbezogen, zum anderen wurden Bereiche, in denen bereits
Mutagenesedaten vorlagen, detaillierter untersucht. Die Mutanten wurden nach der
Position und der Art der verdnderten Aminosaure benannt. Beispielsweise sind in der
Mutante 34AAA beginnend mit Position 34 drei Prolin- zu drei Alaninresten mutiert.

Im Anschluss an die Mutagenese wurden die mutagenisierten Plasmide in
Expressionsstudien auf phanotypische Veranderungen bezlglich der Funktion der
kodierten M Proteine im Virus-Assembly und in der RNA-Syntheseregulation
untersucht. Zum einen wurde untersucht, ob die eingebrachte Mutation einen Effekt
auf die Virusformation und den infektiosen Virustiter haben, zum anderen ob eine
Veranderung in der viralen RNA-Synthese zu beobachten war. Um die beiden
Aspekte zu untersuchen, wurde zunachst das doppeldefiziente, M und G-Gen
deletierte Virus SAD NPgrL (Abb.8) in in trans-Komplentierungsversuchen

eingesetzt.
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(A)
(B)
3 —F o 5

Abbildung 8: Aufbau des M- und G-deletierten RV-Rep likons SAD NPgrL. (A) Schematische
Darstellung des Tollwutvirusgenoms. Das Tollwutvirusgenom besitz Gene fiir Nukleoprotein (N),
Phosphoprotein (P), Matrixprotien (M), Glykoprotein (G) und Polymerase (L). (B) Das NPgrL-Virus
besitzt an Stelle der RV M- und G-Gene Reportergene, die GFP (green fluorescent protein aus
Aequorea victoria) und Ds-Red (red fluorescent protein aus Discosoma spec.) kodieren (Finke et al.,
2003; Finke and Conzelmann 2003).

3.1.1 Untersuchung zur Assemblyfunktion mutagenisie rter M-Proteine

Zur Analyse der Assemblyaktivitdt der M Mutanten wurden BSR T7/5-Zellen
mit dem NPgrL-Virus infiziert und fir 72 Stunden inkubiert. Wahrend dieser Zeit
akkumuliert das Virusgenom in den infizierten Zellen, ohne dass Viruspartikel
freigesetzt werden. Durch das NPgrL-kodierte GFP-Gen (green fluorescent protein)
konnte anhand der GFP-Autofluoreszenz eine erfolgreiche Infektion bestétigt
werden. Nach 72 Stunden Inkubation wurden Expressionsplasmide, die fur das
Tollwutvirus Matrixprotein und das Glykoprotein kodieren (pTIT-M und pTIT-G) nach
der Calciumphosphatmethode in die Zellen transfiziert (Abb. 9A). Die Expression der
M- und G-Gene erfolgt bei den verwendeten Plasmiden Uber den T7-RNA-
Polymerasepromotor. In den hier beschriebenen Experimenten erfolgte eine
mdglichst schnelle und effiziente Synthese der M und G Proteine durch Uberinfektion
mit rekombinantem Vaccinia Virus (MVA-T7). MVA-T7 exprimiert die RNA-
Polymerase des bakteriophagen T7 (Fuerst et al., 1986), die fur die T7-Promotor-
kontrollierte Transkription der M und G mRNAs von den Expressionsplasmiden

benotigt wird. Die im Verhéltnis zu anderen eukaryotischen Expressionsystemen sehr
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hohe Proteinexpression mit Hilfe des Vaccinia Virus sollte gewéhrleisten, dass das
Matrixprotein in ausreichender Menge fir die Komplementierung von NPgrL
synthetisiert wird.

Als Kontrolle der Transfektionseffizienz wurde die Autofluoreszenz des DS-
Red (Discosoma sp. red fluorescence protein), das in einem separaten Ansatz von
einem kotransfizierten Plasmid (pDs-Red) exprimiert wurde, gemessen. 24 Stunden
nach Transfektion der Expressionsplasmide in NPgrL-infizierte Zellen wurden die
Zellkulturiberstande abgenommen. Von den infizierten und transfizierten Zellen
wurden Proteinextrakte fir spatere Expressionanalysen hergestellt.

Die infektiosen Virustiter in den Zellkulturiiberstdnden wurden als Maf3 fur die
Assemblyaktivitat der untersuchten M-Mutanten verwendet. Die Bestimmung der
infektiosen Virustiter erfolgte Uber Endpunktverdiinnungen (siehe Kap. 2.2.5.2). Als
Positivkontrolle und um einen Vergleich der Mutanten mit dem Wildtyp Matrixprotein
(WT-M) zu ermoglichen, wurde in allen Anséatzen pTIT-M mitgefuhrt, welches das
authentische M Protein kodiert. Als Negativkontrolle wurde der Leervektor pTIT
transfiziert. Zum Vergleich der infektibsen Virustiter wurde der Titer nach
Komplementierung mit WT-M gleich 100% gesetzt. Die infektiosen Virustiter, die
nach der Transfektion der mutierten cDNAs erzielt wurden, wurden in % relativ zu
dem WT-M-vermittelten Virustiter dargestellt (Abb. 9B). Im Folgenden werden die
erzielten Ergebnisse der in trans-Analysen beispielhaft anhand der Mutationen 45A,
47A, 104AAA und 130AAA dargestellt.

Wahrend einige Mutationen, wie z.B. 104AAA, zu einer Steigerung der
erzielten infektiésen Virustiter fuhrten, wurden fur viele Mutantionen, so z.B. fur 47A,
reduzierte infektibse Virustiter beobachtet. Die meisten Mutationen wie
beispielsweise 130AAA fiihrten zu einem kompletten Defekt in der Freisetzung
infektioser Viren (Abb. 9B). Im Falle von pTIT konnte keine infektiosen Virustiter
nachgewiesen werden, was fur eine zuverlassige Methode fiir Assembly-Analysen
spricht, da es sich um ein weitestgehend hintergrundfreies System handelt. Eine
Zusammenfassung der Ergebnisse steht in den Tabellen 4 und 5 (siehe S. 60 und
61).
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Abbildung 9:(oben) Schematische Darstellung der Kom plementationsversuche zur Freisetzung
infektioser Viruspartikel.  Um den Einfluss der Mutationen auf die Freisetzung von infektiosen Viren
zu analysieren, wurden BSR T7/5-Zellen mit NPgrL infiziert und nach 72 Stunden mit den Plasmiden
pTIT-G und mutagenisiertem pTIT-M* transfiziert und mit MVA-T7 infiziert. Nach 24 Stunden wurden
die Zellkulturiberstdnde geerntet und die infektibsen Virustiter durch Endpunkttitrationen (Kap.
2.2.5.2.) bestimmt. (unten) Infektidse Virustiter nach Transfektion de r Mutanten in NPgrL
infizierten Zellen (n=3). Die in den Endpunkttitrationen ermittelten infektiésen Virustiter der Mutanten
wurden mit dem des Wildtypvirus verglichen (WT-M = 100%). In allen Versuchen wurden WT-M (pTIT-
M) als Positivkontrolle und Leervektor (pTIT) als Negativkontrolle verwendet. Standardabweichungen

sind durch Fehlerbalken dargestellt. Eine Zusammenfassung aller Ergebnisse diese Assembly-Tests

erfolgt in den Tabellen 4 (S. 60) und 5 (S. 61).
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3.1.2 Expressionskontrolle mittels Western Blot

Um auszuschliel3en, dass der Funktionsverlust der mutierten Matrixproteine
auf eine schlechte, bzw. nicht vorhandene Expression des Proteins zuriickzufuhren
ist, wurden parallel zur Bestimmung der infektiosen Virustiter in den
Zellkulturiberstanden die Zelllysate der M-transfizierten BSR T7/5-Zellen nach SDS-
PAGE in Westernblots auf die Akkumulierung von M-Protein hin Uberprift (Abb. 10).
Zur Abschatzung der Mengen an exprimiertem Matrixprotein wurde zusatzlich das
zelleigene Aktin detektiert.

Fir die Mutanten R58G, 45A, 47A, 104AAA und 130AAA konnte eine
effiziente Proteinexpression nachgewiesen werden. WT-M und 45A zeigten eine
hohe Akkumulation des Matrixproteins, wahrend fir R58G, 47A, 104AAA und
130AAA eine deutlich niedrigere Akkumulation nachgewiesen werden konnte.
Obwohl im Falle der Mutation 47A die geringe M-Expression fir den niedrigen
infektibsen Virustiter verantwortlich gemacht werden kénnte, zeigt sich anhand der
Mutation 130AAA, dass sich die Ursache fur den Verlust der Assembly-Aktivitat
eindeutig auf die eingebrachte Mutation zurlckfiihren lasst, da eine erfolgreiche
Expression nachgewiesen werden konnte. Ebenso zeigt die Mutante 104AAA keine
Korrelation zwischen Expressionsrate und Assembly-Aktivitat, da trotz geringer
Mengen an Matrixprotein ein hoher Virustiter beobachtet werden konnte. Die
geringere Akkumulation der Mutanten R58G, 47A, 104AAA und 130AAA konnte auf
die geringere Stabilitdt von M zuriickzuflihren sein. Je nach Art der eingebrachten
Aminosaure ist es moglich, dass das Matrixprotein in seiner Struktur, bzw. Faltung so
verandert wurde, dass es in seiner Stabilitdt beeintrachtigt wurde und somit durch
eine veranderte Halbwertszeit schneller degradiert wird als das WT-M. In einzelnen
Fallen konnte kein M detektiert werden, was vermutlich auf die vorzeitige
Degradation von mis-folded Matrixproteinen  zurtckzufihren st (siehe
Zusammenfassung Tab. 4 u. 5).

Auf eine quantitative Detailanalyse durch Pulse-Chase Experimente wurde
verzichtet, da die Funktionalitat des Matrixproteins in einem madglichst schnellen
Screen untersucht werden sollte. Wichtig waren dabei die erfolgreiche Expression

und die Assembly-Aktivitat der mutierten Matrixproteine.
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WT-M
R58G
Ds-Red
45A
47A
104AAA
130AAA

a-Aktin

a-M ‘ , ‘.‘..‘,

Abbildung 10: M Protein - Akkumlierung nach Transfe ktion der Expressionsplasmide in NPgrL
infizierte BSR T7/5-Zellen. Die Zelllysate der transfizierten und NPgrL infizierten BSR T7/5-Zellen

wurden in Westernblotanalysen eingesetzt. Die M Proteine wurden mit M-spezifischen Seren (M1B3
1:10 000, a-rabbit-PO 1:20 000) detektiert. Als zellularer Abgleich wurde das zellulare Aktin detektiert
(a-Aktin 1:10 000, a-rabbit-PO 1:20 000).

3.1.3 Die RNA-Syntheseregulation durch das Matrixpr  otein

Ziel dieser Arbeit war, den Mechanismus der RNA-Syntheseregulation durch
das Matrixprotein zu untersuchen. Deshalb wurden die M Mutanten hinsichtlich ihrer
Funktion bei der viralen RNA-Syntheseregulation analysiert. Dazu wurden NPgrL
infizierte BSR T7/5-Zellen mit den mutierten pTIT-M (5 pg) transfiziert und mit MVA-
T7 Uberinfiziert (Abb. 11A). Die Komplementierung mit dem Matrixprotein erfolgte in
diesen Ansatzen bereits 24 Stunden nach Infektion mit NPgrL, da eine starke
Akkumulierung des Virusgenoms in Folge der Virusreplikation den Effekt der M
Proteine auf die RNP-Akkumulierung, bzw. auf die mRNA-Transkription Uberdecken
konnte. Auf eine Kotransfektion mit pTIT-G wurde in diesen Ansatzen verzichtet, da
die Buddingaktivitdt des Virus auf das Mindestmal’ reduziert und so mdglichst alle

Replikationsprodukte in den RNA-Analysen erfasst werden sollte. 16 Stunden nach
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der Transfektion wurde die RNA aus den den virusinfizierten Zellen isoliert, im
Agarosegel elektorphoretisch aufgetrennt und mittels Northern Hybridisierung mit
einer radioaktivmarkierten N Gen-spezifischen Sonde analysiert (Abb. 11B). Durch
den Einsatz der radioaktiv markierten cDNA-Sonde werden im Northern Blot sowohl
(+)-Strang mRNA und Antigenom als auch (-)-Strang Genom detektiert. Zur
Ermittlung der Transkriptionsrate wurden die Hybridisierungssignale mit Hilfe eines
Phosphoimagers detektiert und anschlielend die Bandenintesitaten der N-mRNA
(1,6 kb) und des Virusgenoms (12 kb) mit einer Software (ImageQuant 5.0)
guantifiziert. Als MaR fur die virale Transkriptionsaktivitat wurden die N-mRNA und
das Genom in Verhéltnis zueinander gesetzt (NMRNA / Genom). Fir die Darstellung
der Transkriptions-/ Replikationsverhaltnisse wurden die fur WT-M ermittelten Werte
als 100% definiert (Abb. 11C).

In Ubereinstimmung zu den bereits publizierten Daten zeigte die Mutation
R58G verglichen zu WT-M eine hohere Menge an N-mRNA und eine verminderte
Menge an Genom, was in einer Transkriptionsrate von 262% resultiert (Finke et al.,
2003).

Auffallig waren die verglichen zu WT-M schwacheren Genombanden, aber
starkeren mRNA-Banden der Mutanten R58G und 104AAA (Spuren 2 und 6 in Abb.
11B). Nach der Quantifizierung und Auswertung des Northernblots konnten diese als
sogenannte Hi-T (high-transcription rate) Mutanten identifiziert werden, d.h. sie
zeigten eine erhdhte Transkriptionsrate und eine niedrigere Replikationsrate als WT-
M. Mutante 130AAA (Spur 7 in Abb. 11B) zeigte ebenfalls eine starkere mRNA-
Bande als WT-M, jedoch keine veranderte Genombande, was ebenfalls auf einen Hi-
T Phanotyp hinweist (Abb. 11C). Die Mutante 47A zeigte im Vergleich zu WT-M
keine Unterschiede, wéhrend 45 A durch eine schwache mRNA-Bande bei

unveradnderter Genom-Bande charakterisiert war (Spuren 4 u. 5 in Abb. 11B).
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Abbildung 11: (A) Schematische Darstellung der Komp lementationsversuche zur Detektion von
M-Mutationen, die die RNA-Syntheseregulation durch M beeinflussen. NPgrL infizierte BSR T7/5-
Zellen wurden mit mutagenisiertem pTIT-M* Plasmid transfiziert und mit Vaccinia MVA T7
Uberinfiziert. Nach 16 Stunden erfolgte die Isolation und Analyse der virusspezifischen RNA. (B)
Nachweis genomischer Virus RNA und N mRNA im Northe  rnblot. Die in A isolierte RNA wurde in
Northernblotanalysen mit einer ¥p_markierten N-Gen spezifischen cDNA-Sonde mittels
Phosphoimager detektiert. Dabei konnten Mutanten identifiziert werden, die im Vergleich zu WT-M
Veranderungen im Verhaltnis von Genom und Transkript aufwiesen. (C) Graphische Darstellung der
»Transkriptionsraten“.  Der Quotient aus den Hybidisierungssignalintensitaten fir mRNA und Genom
(mRNA / Genom) wurde als MaR fir die virale Transkriptionsaktivitat berechnet. Dabei wurden die
Werte fir WT-M als 100% definiert und die Ergebnisse fir die unterschiedlichen M-Mutationen relativ
dazu angegeben. Es konnte bei den Mutanten R58G, 104AAA und 130AAA ein als Hi-T (high

transcription) bezeichneter Phanotyp beobachtet werden.

Samtliche Ergebnisse des gesamten Phéanotypischen Screens auf
Assemblyaktivitat und RNA-Syntheseregulation wurden tabellarisch
zusammengefasst (Tab. 4, S. 60). Es wurden insgesamt 5 Hi-T Mutationen
identifiziert (rot unterlegt), von denen zwei die Fahigkeit beibehielten entweder nur
geringfugig reduziert (34AAA: 82% der WT-Aktivitat) oder sogar gesteigert (104AAA
193%) infektiobse Viruspartikel zu bilden (grin unterlegt). Zusatzlich wurden zwei

potentielle Hi-R (high-replication rate) Mutationen identifiziert (hellblau unterlegt), von

59



Kapitel 3: Ergebnisse

denen zwei Mutation zu reduzierten infektibsen Virustitern fuhrten (20AA: 17%;
196AAA: 60%). Im Falle der Mutationen, die keine oder sehr geringe Virusproduktion
und eine normale Transkriptionsrate (N-T) aufwiesen (75AAA, 78AAA, 133AAA)
waren die Matrixproteine offensichtlich in ihrer Funktion beim Budding der Viren
defekt.

Mutation Virusproduktion Protein- Transkriptions-
(WT=100%) expression phanotyp
20AA 17% Ja Hi-R
34AAA 82% + 9 Ja _
T5AAA 0% Ja N-T
T8AAA 0% Ja N-T
81AA 86% = 41 Ja n.d.
84AAA 94% +2 Ja N-T
87TAAA 0% Ja n.d.
104AAA 193% +3 - 44
107AAA 0% Ja n.d.
110AAA 0% Ja n.d.
113AAA 0% Nein n.d.
119AAA 0% Nein n.d.
130AAA 0% Ja
133AAA 4% + 2 Ja N-T
166AAA 0% Ja n.d.
181AAA 0% Ja
184AAA 0% Ja
193AAA 84% £+ 9 Ja N-T
196AAA 60% + 39 Ja Hi-R

Tabelle 4: Zusammenfassung der Ergebnisse des phdno  typischen Screens auf Assembly- und

RNA-Syntheseregulations-Aktivitat.  Virustiter, Proteinexpression (s. Abb. 10) und Phéanotyps in der
Transkription (s. Abb. 11C). Hi-T (high transcription, rot unterlegt), Hi-R (high replication, blau
unterlegt), N-T (normal transcription), n.d. keine Daten verflgbar. Die Mutationen, die einen Hi-T

Phéanotyp zeigten und infektidse Viren produzieren konnten, sind griin unterlegt.
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Um die Regionen, die eine Veranderung hervorriefen, detaillierter zu
untersuchen, wurden in einer weiteren Mutageneserunde einzelne Aminosauren
ausgetauscht. Die Ergebnisse dieses phanotypischen Screens wurden ebenfalls
tabellarisch zusammengefasst (Tab. 5). Es konnten 6 weitere potentielle Hi-T
Mutanten (31A, 35AA, 99R, 104A, 164A und 165A) identifiziert werden (rot unterlegt),
davon waren jedoch nur 3 in der Lage, infektiose Viruspartikel zu bilden (35AA: 10%,
99R: 33% und 104A:260%, grun unterlegt).

Mutation Virusproduktion Protein- Transkriptions-
(WT=100%) expression phanotyp

31A 2% +2,6% Ja _
32A 0% Ja N-T
32RM 50% 11 Ja N-T
33A 55% + 32 Ja N-T
35AA 10% 0
45A 94% *4 Ja N-T
47A 73% + 46 Ja N-T
51A 5% +5 Ja n.d.
52A 0% Ja n.d.
53A 0% Ja n.d.
55A 0% Ja N-T
64A 5% +5 Ja N-T
67A 13% =11 Ja N-T
99R 33% Ja
104A 260% * 55 Ja
132A 162% + 45 Ja
133F 0% Nein
164A 0% Ja
165A 0% Nein
182A 71% +6 Ja

Tabelle 5: Zusammenfassung der Ergebnisse des phano  typischen Screens der Mutanten mit

Einzel-AA-Austausch auf Assembly- und RNA-Syntheser  egulations-Aktivitat. Entsprechend der
Tabelle 4A wurden die Ergebnisse tabellarisch zusammengefasst. Hi-T (high transcription, in rot
dargestellt), N-T (normal transcription), n.d. keine Daten verflugbar. Die Mutanten, die einen Hi-T

Phéanotyp zeigten und Virus produzieren konnten, sind griin unterlegt.
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Um die Regulation der RNA-Synthese untersuchen zu koénnen, galt den
Mutationen eine besondere Aufmerksamkeit, die in der RNA-Synthese auffallige
Phanotypen zeigten und zudem fahig waren, die Freisetzung infektibser Partikel zu
vermitteln. Dies war die Vorraussetzung fur die Insertion der Mutationen in autonom
replizierende rekombinante Viren.

Verénderungen an den Positionen 31, 34, 84, 99, 104, 130, 164, 165 und 184
fuhrten zu einem Hi-T-Phanotyp, an Positionen 20 und 196 zu einem Hi-R-Phanotyp.
Im Falle von 34AAA und 104AAA konnte durch die zweite Mutagenserunde der
Bereich, der fur die Entstehung eines Hi-T Phanotyps verantwortlich ist, auf die
Positionen 35AA und 104A eingegrenzt werden.

Da nicht in allen Fallen eine erfolgreiche Expression des Matrixproteins
und/oder die Fahigkeit zur Bildung infektioser Viruspartikel beobachtet werden
konnte, wurden diese Mutationen nicht in weitere Analysen mit einbezogen, so z.B.
130AAA und 165A. Beide Mutationen wiesen zwar einen Hi-T Phanotyp aber keine
und kaum M-Expression auf und kdnnen aufgrund dessen fur die Untersuchung der
RNA-Regulation nicht eingesetzt werden. Mutationen, die einen Defekt in der
Virusfreisetzung aufwiesen, wurden ebenfalls aus weiteren Untersuchungen
ausgeschlossen, da diese vermutlich einen Defekt in der Funktion des Matrixproteins
als Strukturprotein hatten, nicht aber in der Funktion als RNA-Regulator. Somit waren

diese Mutanten fir die Zielsetzung dieser Arbeit ungeeignet.

M Mutationen, die in den transienten Untersuchungen zur RNA-Regulation
einen Effekt auf die RNA-Synthese zeigten, wurden zusatzlich auf ihre intrazellulare
Verteilung hin untersucht. Auffallige Verdnderungen kénnten erste Hinweise auf
einen moglichen Zusammenhang der intrazellularen M-Lokalisation mit der
Regulation der RNA-Synthese sein.

Dazu wurden die Expressionsplasmide fir WT-M und fir die ausgewéhlten
Mutanten in BSR T7/5 Zellen transfiziert. 24 Stunden nach Transfektion wurden die
M-Proteine mit spezifischen Antikdrpern gefarbt und mit Hilfe des konfokalen Laser
Scan Mikroskopes detektiert (Abb. 12). Dabei stellte sich heraus, dass die als Hi-T-
Mutanten identifizierten M-Proteine (R58G, 34AAA, 99R, 104AAA) verstarkt
vesikelahnliche Strukturen im Zytoplasma der transfizierten Zellen ausbildeten.
Besonders interessant war die geradezu gegensatzliche Verteilung des
Matrixproteins bei den als mogliche Hi-R- identifizierten Mutanten 20AA und 196AAA,
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wo eine verstarkte Anlagerung an die Zytoplasmamembran und anderen
membrandsen Strukturen (weil3e Pfeile) zu beobachten war. In WT-M oder N-T-
Mutation 132A exprimierenden Zellen war das Matrixprotein eher mit gréf3eren

zytoplasmatisch lokalisierten Kompartimenten assoziiert.

ex. 633 nm

”

”

Abbildung 12: Verteilung des Matrixproteins in BSR T7/5-Zellen nach Transfektion mutierter M-
Plasmide. Die von transfizierten Plasmiden exprimierten, mutierten M-Proteine wurden nach
immunologisch gegen M (M2D4, M1B3 1:200; Sekundéarantikdrper: a-rabbit Alexa633 1:200) gefarbt
und unter dem konfokalen Laser Scan Mikroskop (63x Olobjektiv) untersucht. Der Leervektor pTIT
diente als Negativkontrolle fur die Immunférbung. Die Hi-T Mutanten zeigten im Vergleich zu WT-M
eine mehr zytoplasmatisch vesikulare Verteilung. Die M Proteine der Hi-R Mutanten waren verstarkt
mit der Zytoplasmamembran assoziiert (weiRe Pfeile).
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Um die Regulation der RNA-Synthese vergleichend untersuchen zu kénnen,

wurden von allen 3 Phanotypen, namlich Hi-T, N-T und Hi-R Mutanten ausgewahlt,

die anschliel3end in rekombinante Viren eingebracht werden sollten (Tab. 6).

Mutation Virus- Protein- Transkriptions-
produktion | expression phanotyp

20AA Ja Ja Hi-R
34AAA Ja Ja

35AA Ja Ja

47A Ja Ja

99R Ja Ja

104AAA Ja Ja

132A Ja Ja

193AAA Ja Ja N-T
196AAA Ja Ja Hi-R

Tabelle 6: Zusammenfassung der M Mutanten, die fir

ausgesucht wurden.

die Herstellung rekombinanter Viren

3.2 Herstellung rekombinanter Tollwutviren mit Muta

M-Gensequenz

Transiente Komplementierungsexperimente, in denen

tionen in der

eine Vielzahl

unterschiedlicher Mutanten getestet werden kénnen, sind fir das primare Screenen

auf phanotypische Veranderungen geeignet. Ein Nachteil ist allerdings, dass die

Expression der viralen Gene von transfizierten Plasmiden in der Hohe und im

Verhaltnis zu den Gbrigen Virusgenen verandert und evtl. variabel ist. Dies kann dazu
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fuhren, dass dosisabhangige Funktionen wie die RNA-Synthese-Regulation nur
sehr schwach ausgepragt sind und in den Komplementierungsexperimenten eine
relativ hohe Varianz aufweisen.

Aus diesem Grund und fir die weitergehende Analyse der RNA-
Syntheseregulation war eine Bestatigung der beobachteten Phéanotype durch
rekombinante Virusmutanten notwendig. Deshalb wurden rekombinante Tollwutviren
hergestellt und anschlieend untersucht. Dazu wurden die mutierten M-
Gensequenzen in das Plasmid pSAD L16 (Schnell et al., 1994) Uberfuhrt, das die
vollstdndige Sequenz des Tollwutvirus SAD B19 (Conzelmann et al., 1990) als
cDNA-Kopie enthélt.

Zur Herstellung der rekombinanten Virusmutanten wurden
Expressionsplasmide, die die fir die virale RNA-Synthese essentiellen Virusproteine
N, P und L unter der Kontrolle des T7 RNA-Polymerase Promotors kodieren (pTIT-N,
pTIT-P und pTIT-L), zusammen mit den entsprechenden Gesamtklon-cDNAs in BSR
T7/5-Zellen transfiziert. T7-RNA-Transkripte, die das vollstandige
Tollwutvirusantigenom enthalten, werden im Zytoplasma der transfizierten Zellen mit
dem Nukleoprotein N zu einem Ribonukleoprotein (RNP) verpackt. Erst dann kann
das RNP als Matrize fur die ebenfalls von transfizierten Plasmiden exprimierte
viruseigene Polymerase-L dienen. Nach einer Replikationsrunde und der
anschlieRenden Expression aller Virusgene beginnt der autonome virale Zyklus und
infektiése Viren kdnnen aus dem Zellkulturiiberstand gewonnen werden.

Mit Hilfe dieser sogenannten ,reverse genetics“ Technologie konnten neun
rekombinante Viren hergestellt werden, die dann fur die weiteren Analysen
verwendet wurden (Abb. 13).
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Abbildung 13: Darstellung der Proteinsequenz des Ma trixproteins der rekombinanten Viren, die

erfolgreich von cDNA-Plasmiden generiert werden kon nten. Mit Hilfe der ,reverse genetics"
wurden rekombinante Viren mit den entsprechenden Mutationen hergestellt. Die eingebrachten
Mutationen sind durch rote Buchstaben gekennzeichnet. Die Zahlen stellen die Position in der
Proteinsequenz dar. R58G (Finke, 2003) wurde als Hi-T Positivkontrolle in allen Experimenten

mitgefiht.
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3.21 Wachstumsanalysen der Virusmutanten

Die Wachstumskinetik der Virusmutanten in infizierten Zellkulturen wurde
mittels Wachstumskurven bestimmt. Dazu wurden BSR T7/5 Zellen mit einer MOI
von 0,1 infiziert. Zellkulturiiberstande wurden 24, 36 und 48 Stunden nach der
Infektion geerntet und die infektiosen Virustiter (focus forming units, ffu) wurden
durch Endpunktitration fur die jeweiligen Zeitpunkte bestimmt (Abb. 14).

Im Vergleich zum Wildtypvirus SAD L16 zeigten einige Mutanten eine verminderte
Wachstumsrate. Beispielsweise fuhrten die Mutationen 34AAA, 104AAA, 193AAA
und 196AAA zu einer ~10-fachen Reduktion der infektiosen Titer. Fur die Mutationen
47A und 35AA konnte ein nahezu 100-fach reduzierter infektioser Virustiter bestimmt

werden.

1,00E+08

1,00E+07

£ 1,00E+06
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0 24 Stundenp.i. 3§ 48

——L16 ——R58G 20AA —¢—34AAA —k—35AA ——47A
——99R ——104AAA ——132A 193AAA —m— 196AAA

Abbildung 14: Wachstum der rekombinanten Tollwutvir en auf BSR T7/5-Zellen (n=3). Nach der
Infektion von BSR T7/5-Zellen (MOl = 0,1) wurden zu den angegebenen Zeitpunkten die
Zellkulturuberstande geerntet und der infektidse Virustiter durch Endpunkititration bestimmt.
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3.2.2 Untersuchung der RNA-Synthese-Regulation der rekombinanten
RV-Viren

In friheren Arbeiten konnte fur das Hi-T-Virus SAD R58G in Northern
Hybridisierungen ein anderes Hybridisierungsmuster detektiert werden, als fir das
Wildtypvirus SAD L16. Wahrend fur SAD L16 grof3ere Mengen genomischer RNA als
fur SAD R58G detektiert werden konnte, zeigte sich ein gegenteiliger Effekt fur die
MRNA. Diese war in SAD R58G deutlich starker akkumuliert als in dem Wildtypvirus
(Finke et al., 2003). Da fiur die mutierten Matrixproteine 34AAA, 35AA, 99R und
104AAA in den Komplementierungsexperimenten &hnliche Hybridisierungsmuster
wie fur R58G detektiert werden konnten (siehe Tab. 4 u. 5, S. 60 u. 61), sollte zur
Bestatigung dieser Beobachtungen die RNA-Synthese der verschiedenen
rekombinanten Viren in infizierten Zellen untersucht werden.

Dazu wurden unterschiedliche analytische Methoden angewendet. Aus
infizierten Zellen isolierte RNA wurde dazu in denaturierenden Agarosegelen
elektrophoretisch aufgetrennt und in Northern Hybridisierungen mit radioaktiv
markierten cDNA-Sonden analysiert, die sowohl mit dem Virusgenom (Replikation)
als auch mit der viralen mRNA (Transkription) hybridisiert. Als zweite Methode fir die
Analyse der viralen RNA-Synthese wurde in dieser Arbeit eine quantitative real time
PCR fur das RV entwickelt (siehe Kap. 3.3).

3.2.2.1 Quantifizierung der Virus-RNA-Akkumulierung mittels Northern
Hybridisierung

Zur Untersuchung der viralen RNA wurden BSR T7/5-Zellen mit den
unterschiedlichen rekombinanten Viren infiziert und nach 24 Stunden die Gesamt-
RNA aus den Zellen isoliert. In Northern Hybridisierungen wurden die mRNA und die
genomische RNA durch eine N Gen spezifische cDNA Sonde detektiert. Als eine Hi-
T Positivkontrolle und zur besseren Einschatzung der neu gewonnenen Hi-T Viren
wurde in allen Experimenten die Mutante SADR58G mitgefuhrt. Wichtig war die
Ermittlung der Verhaltnisse von mRNA zur genomischen RNA. Dabei konnten die in
den transienten Analysen (Kap. 3.1) gewonnenen Ergebnisse weitgehend bestatigt

werden.
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Die Mutanten SAD R58G, SAD 34AAA, SAD 35AA, SAD 99R und SAD
104AAA (Abb. 15) zeigten eine verglichen zum Wildtyp SAD L16 deutlich starkere
MmRNA-Bande. Zusatzlich wiesen die Mutanten SAD R58G, SAD 99R und SAD
104AAA eine schwachere Genom-Bande auf.

Mit Hilfe einer Software (Imagequant 5.0) wurden die Intensitaten der
Hybridisierungssignale quantifiziert und ausgewertet. Als MalR fur die
Transkriptionseffizienz diente das Verhaltnis mRNA zur genomischen RNA. Vier
Viren, SAD 34AAA, SAD 35AA, SAD 99R und SAD 104AAA, zeigten wie SAD R58G
ein high-transcription (Hi-T) Phanotyp, SAD 20AA und SAD 196AAA ein high-
replication (Hi-R) Phéanotyp. Die restlichen Viren zeigten keine Besonderheiten
(Abb.16).
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Abbildung 15: Northern Hybridisierung der Virus-RNA . Nach der Hybridisierung mit einer N-Sonde
konnte bei einem Vergleich der Mutanten SAD R58G, SAD 34AAA, SAD 35AA und SAD 104AAA zu
SAD L16 eine deutliche starkere mRNA-Bande detektiert werden. Fiur die Mutanten SAD 20AA und
SAD 196AAA wurde eine schwachere mRNA-Bande detektiert.
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Abbildung 16: Graphische Darstellung der Transkript ionsrate (n=3). Basierend auf der Northern
Hybridisierung wurden mit Hilfe des Phosphoimagers die Bandenstarken quantifiziert und
ausgewertet. Das Verhaltnis der Menge an mRNA zu der Menge an genomischer RNA wurde Hilfe
einer Software (Imagequant 5.0) bestimmt und graphisch dargestellt. Als Richtwert wurde die
Transkriptionsrate des Wildtypvirus SAD L16 auf 100% gesetzt. So konnten 4 Hi-T, 34AAA, 35AA,
99R und 104AAA, und 2 Hi-R Mutanten, 20AA und 196AAA, verifiziert werden. Die Fehlerbalken

stellen die Standardabweichung dar.

Zusatzlich zur Verschiebung des Verhaltnisses von mRNA und genomischer
RNA in Hi-T Virus infizierten Zellen, konnten in Experimenten Hinweise darauf
gefunden werden, dass beispielsweise die Hi-T Mutation R58G neben der
gesteigerten Transkription eine deutliche Verdnderung im Verhalnis von
transkriptionsaktivem (-)-Strang Genom und transkriptionsinaktivem (+)-Strang
Antigenom aufwies. Wahrend das ursprtingliche Verhéaltnis von Genom zu Antigenom
beim Wildtypvirus SAD L16 bei 1:49 liegt (Finke und Conzelmann, 1997), wurde fur
die Hi-T-Mutante R58G ein Verhaltnis von 1:1 bestimmt (Finke, unveroffentlicht). Da
das Verhaltnis von Genom und Antigenom beim Tollwutvirus durch die Aktivitaten der
terminalen Replikationspromotoren bestimmt wird, kénnte dies ein Hinweis darauf
sein, dass die RNA-Syntheseregulation durch das M-Protein Uber eine Regulation
der Promotoraktivitaten erfolgt.

Aus diesem Grund wurde untersucht, ob auch die neu gewonnenen Hi-T
Mutanten diesen Phanotyp aufweisen und ob es eine ahnliche, evtl. gegensatzliche

Veranderung bei den Hi-R Mutanten gibt. Dazu wurde die RNA-Isolate aus
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virusinfizierten Zellen nach Northern Blot mit radioaktiv markierten genom-, bzw.
antigenomspezifischen ssRNA-Sonde untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass die
in diesen Experimenten verwendeten RNA-Sonden unspezifisch an die ribosomale
RNA der infizierten Zellen binden. Um diesen stérenden Hintergrund zu reduzieren,
wurde vor der RNA-Isolation ein Nukleaseverdau durchgefuhrt. Die Genom- und
Antigenom-RNA ist durch die Bildung der RNPs vor RNAse-Verdau geschutzt
(Abb.17).

SAD L16 -
SAD L16 +
R58G -
R58G +
20AA -
20AA +

Genom —p

RNA = |

rRNA —»

Abbildung 17: Northern Hybridisierung von Nuklease unbehandelter und behandelter RNA.  Als
Sonde wurde eine fir das Genom spezifische RNA eingesetzt. Mit Hilfe der S1-Nuklease wurde der
storende Hintergrund, verursacht durch die 18 S- und 28 S- rRNA, weitgehend beseitigt.

Unbehandelte RNA wird durch ein -, behandelte RNA durch ein + gekennzeichnet.

Als Kontrolle der Strangspezifitat der RNA-Sonden wurden neben der zu
untersuchenden RNA, nicht-radioaktiv markierte in vitro-Transkripte (T7 und T3)
aufgetragen (Abb. 18).

Die Mutanten SAD 20AA und SAD 104AAA zeigten ein nahezu 1:1 Verhéltnis
zwischen der Menge an Genom und Antigenom. Fir die tbrigen Mutanten konnte
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festgestellt werden, dass mehr genomische RNA als antigenomische RNA detektiert
wurde, jedoch ist der Unterschied im Verhaltnis nicht so grof3 wie bei Wildtyp L16. Mit
einem Verhaltnis von ca. 1:4 (Antigenom:Genom) ist der Mengenunterschied bei L16
um mind. einen Faktor grofer als bei den Uubrigen Viren. Aufgrund von sehr
schwachen bis zu gar nicht detektierbaren Banden der Mutante SAD 47A, konnte

keine quantitativen Aussagen gemacht werden (Abb. 18).
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18: (A) Bestimmung des Genom- und Antigenom-RNA Ver  haltinisses. Northern Hybridisierung
von Nuklease behandelter RNA mit genom-, bzw- antigenomspezifischen Sonden. Es konnten im
Vergleich zu SAD L16 keine Veranderungen im Verhdltnis des Genoms zum Antigenom festgestellt
werden. Zur besseren Darstellung der Banden, wurden die Abbildungen in ihrer Intensitat modifiziert.
(B) Graphische Darstellung der Northern Hybridisierung von Genom und Antigenom (n=2). Fir eine
bessere Ubersicht wurde mittels eines Programms (ImageQuant 5.0) die Northern Hybridisierung
ausgewertet und die RNA-Mengen graphisch dargestellt. Da nur das Verhéltnis der RNA-Mengen
zueinander untersucht werden sollte, wurde keine absolute Quantifizierung von Genom- und
Antigenom-RNA durchgeftihrt.
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3.3 Etablierung einer Tollwutvirus-spezifischen qua ntitativen RT-
PCR (RT-gPCR)

Die quantitative Polymerasekettenreaktion (qPCR) ist die Methode der Wahl,
um kleinste Mengen an DNA zu detektieren. Bei der gPCR wird ein
Fluoreszenzfarbstoff verwendet, welcher sich an dsDNA anlagert und mit Hilfe von
UV-Licht angeregt wird. Die neu amplifizierte DNA kann so leicht tber ihre Emission
des interkalierten Fluoreszenzfarbstoffs detektiert und quantifiziert werden und
ermoglicht eine Aussage uber die Ausgangsmenge der DNA (Higuchi et al., 1992;
Higuchi et al., 1993). Das geschieht in der Regel mit dem Farbstoff SYBR®-green,
der unspezifisch in die dsDNA interkaliert (Morrison et al., 1998). Mdchte man
allerdings bestimmte DNA-Abschnitte nachweisen, missen sequenzspezifische
fluoreszenzmarkierte Hybridisierungssonden eingesetzt werden. Diese Methode
basiert auf der FRET-eigenschaft (Fluorescence Resonance Energy Transfer) der an
die Oligonukleotide gebundenen Farbstoffe. Bei einem maximalen Abstand von 1-5
Nukleotiden auf der Ziel-DNA binden kann ein Energietransfer des Donors auf den
benachbarten Akzeptor resultieren und Licht emittiert werden.

Die in dieser Arbeit verwendeten Hybridisierungssonden wurden so
ausgesucht, dass ein Oligonukleotid den Donorfarbstoff am 3 -Ende gebunden hat
(Fluorescein) und das andere am 5 -Ende den Akzeptorfarbstoff (z.B. LC Red 640
oder LC Red 705). Bei einer sequenzspezifischen Anlagerung der Sonden an die
amplifizierte Ziel-DNA kann ein Energietransfer stattfinden und der Akzeptorfarbstoff
wird angeregt. Die Akzeptorfluoreszenz steigt proportional mit der Konzentration
komplementérer DNA. Durch ein Fluorimeter im LightCycler® wird nach jedem PCR-
Zyklus die Fluoreszenz gemessen und so die Menge an amplifizierter DNA bestimmt.
Die einzelnen Fluoreszenzwerte werden am Ende des Laufs aneinandergereiht und
ergeben eine Amplifikationskurve. Die Quantifizierung der amplifizierten DNA erfolgt
mit Hilfe des sogenannten CP-Werts (Crossing Point). Der CP-Wert beschreibt den
Zyklus, bei dem die Fluoreszenz erstmalig signifikant Gber die
Hintergrundfluoreszenz ansteigt.

Im Idealfall erfolgt in 3,33 Zyklen eine Verzehnfachung der Ausgangsmenge.
Um eine moglichst effiziente qPCR flr das Tollwutvirus zu etablieren, wurden in

dieser  Arbeit  verschieden Parameter, o) z.B. Mg-Konzentration,
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Annealingtemperatur und die Konzentration der Primer-, bzw.

Hybridisierungssonden, optimiert.

3.3.1 Primerauswahl und Hybridisierungssonden

3.3.1.1 Auswahl der Zielsequenz fur die gPCR

Da die mRNA des Nukleoproteins entsprechend ihrer Position auf dem
Virusgenom am haufigsten transkribiert wird, eignet sie sich besonders gut als die
Zielsequenz fur die Detektion viraler mRNA. Um Transkriptionsprodukte von
Replikationsprodukten unterscheiden zu kénnen wurden die Primer so gewahlt, dass
sie entweder selektiv mit (-)-Strang Genom RNA oder mit (+)-Strang Antigenom und
mit (+)-Strang N-mRNA hybridisieren. Durch die weitaus gréf3eren Mengen an mRNA
konnte davon ausgegangen werden, dass durch die (+)-Strang erkennende Sonde
vornehmlich mRNA detektiert wird. Die Polaritat der nachgewiesenen RNA wurde
durch die fir die Reverse Transkription (RT) gewahlten Primer (RV Nrev, bzw. RV
Nfor) bestimmt. Die amplifizierte dSDNA wurde anschlie3end in die gPCR eingesetzt.
Die Hybridisierungssonden wurden so ausgesucht, dass sie auf dem zu
amplifizierenden Genabschnitt binden konnten (Abb. 19, griin und rot dargestellt). Als

Donor wurde Fluorescein und als Akzeptor wurde LCRed-705 gewahlt.
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170 GTCAGGCATGAGCGCCGCCAAACTTAATCCTGACGATGTATGTTCCTATTTGGCAGCGG
RV N rev CGCCGCCAAACTTAAT,

CAATGCAGTTTTTTGAGGGGACATGTCCGGAAGACTGGACCAGCTATGGAATTGTGATTG
CACGAAAAGGAGATAAGATCACCCCAGGTTCTCTGGTGGAGATAAAACGTACTGATGTAG
RV Nprobe2  GTTCTCTGGTGGAGATAAAACGTACT ggTGTAG

AAGGGAATTGGGCTCTGACAGGAGGCATGGAACTGACAAGAGACCCCACTGTCCCTGAG
AAGGGAATTGGGCTCTGA RV Nprobel

CATGCGTCCTTAGTCGGTCTTCTCTTGAGTCTGTATAGGTTGA 450
GCGTCCTTAGTCGGTC RV N986+

Abbildung 19: Sequenzabschnitt des Nukleoproteins. Gezeigt ist der Sequenzabschnitt von
Position 170 bis 450. In blau dargestellt sind die Primer, die in der qPCR zur Amplifikation der dsDNA
eingesetzt wurden. An dieser konnten anschlie3end die Hybridisierungssonden binden. Diese sind in
rot (LCRed705-Farbstoff) und griin (Fluorescein-Farbstoff) dargestellt.

Um die optimale Primerkonzentration zu ermitteln, wurde eine Primertitration

durchgeftihrt. Dazu wurden die Primer mit unterschiedlichen Konzentrationen in
verschiedenen Kombinationen eingesetzt. Als Template diente die revers
transkribierte cDNA einer RNA, die aus SAD L16 infizierten Zellen isoliert wurde.
Zur Ermittlung der idealen Konzentration an Hybridisierungssonden wurde, wie oben
beschrieben, vorgegangen. Die hochste Effizienz konnte bei einer
Primerkonzentration von 0,5uM und einer Hybridisierungssonden-Konzentration von
0,4uM erreicht werden (Abb. 21).

3.3.1.2 B-Aktin
Als interne Kontrolle der Polymerasekettenreaktion kénnen sogenannte
Housekeeping-Gene eingesetzt werden. Diese Gene sind ,hauseigene” zellulare

Gene, die konstitutiv transkribiert werden und somit als MalR fir die Effizienz der
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Synthesereaktion genutzt werden konnen. Als Housekeeping Gen wurde das B-Aktin
Gen des Hamsters (Abb. 20) ausgesucht, welches als Positivkontrolle fir die RT-
PCR und zum Mengenabgleich virusspezifischer RT-Produkte diente. Die
Hybridisierungssonden dieser Reaktionen wurden mit Fluorescein als Donorfarbstoff
und LCRed-640 als Akzeptorfarbstoff markiert. Durch die Wahl eines anderen
Akzeptorfarbstoffs war es moéglich eine Multiplex-RT-PCR durchzufihren, d.h. die N-
MRNA-Amplifikation/Detektion konnte parallel zu der Aktin-mRNA-

Amplifikation/Detektion in einem Reaktionsgefal durchgefiihrt werden.

230 CAACTGGGACGATATGGAGAAGATCTGGCACCACACCTTCTACAACGAGCTGCGTGTGG
HamActin-for GGAGAAGATCTGGCACC

CCCCCGAGGAGCACCCTGTGCTGCTCACTGAGGCCCCCCTGAACCCCAAGGCCAACCG
HamActinProbel GCCAACCG

TGAAAAGATGACCCAGATCATGTTTGAGACCTTCAACACCCCAGCCATGTACGTAGCCAT
TGAAAAGATGAC. o

TCAGGCCGTGCTGTCCCTGTATGCCTCTGGTCGTACCACTGGCATTGTGATGGA 450
IGTCCCTGTATGCCTCTG HamActin-rev

Abbildung 20: Sequenzabschnitt des  B-Aktins. Gezeigt ist der Nukleinsauresequenzabschnitt des
3-Aktin Gens, der die Aminosduren von 230 bis 450 entspricht. In blau dargestellt sind die Primer, die
in der gPCR zur Amplifikation der dsDNA eingesetzt wurden. An dieser konnten anschlieBend die
Hybridisierungssonden binden. Diese sind in orange (LCRed640-Farbstoff) und grin (Fluorescein-

Farbstoff) dargestellt.

Um die gPCR zu optimieren, wurden wie bereits fur die N-spezifische RT-
Reaktion beschrieben, die Primer und Hybridisierungssonden des [(-Aktins titriert.
Die optimale Konzentration der Primer konnte bei 0,5uM und die der
Hybridisierungssonden bei 0,4 uM festgelegt werden und entsprach damit den
ermittelten Konzantrationen der N-spezifischen gPCR. Die PCR zeigte so die
hochste Effizienz (Abb. 21).
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3.3.2 Annealingtemperatur

Die Annealingtemperatur (Hybridisierungstemperatur) ist wichtig fur die
Exaktheit einer PCR-Reaktion. Sie bestimmt ob und wie spezifisch die Primer an die
Template-DNA hybridisieren. Um die Annealingtemperatur zu ermitteln, wurde die
Temperatur ausgehend von 55 T in jedem weiteren Ex periment um 1 T erhoht.
Eine zu niedrige Annealingtemperatur resultiert in unspezifischer Bindungen der
Primer und in der Synthese unspezifischer Genprodukte. Ein weiterer Effekt ist eine
Ineffizienz der PCR, erkennbar an der grol3eren Zyklenzahl die bendtigt wird, um
eine Verzehnfachung der DNA-Menge zu bekommen. In der PCR mit einer
Annealingtemperatur von 55 € lag die Zyklenzahl st att bei 3,33 Zyklen bei etwa 5-6.
Es konnte festgestellt werden, dass eine Annealingtemperatur von 58 T die besten

Ergebnisse produzierte (Abb. 21).

3.3.3 Mg?*" Konzentration

Ein weiterer Faktor, der die Effizienz einer PCR beeinflussen kann, ist die
Mg? Konzentration. Zum einen dienen Magnesium-lonen als Kofaktoren der
Polymerase und zum anderen stabilisieren sie die spezifische Anlagerung der Primer
an die Template-DNA. So kann eine zu niedrige Konzentration von Mg2+-lonen zur
Synthese unspezifischer PCR-Produkten fuhren.

In Folgendem sollte der Einfluss der Mg®*-Konzentration auf die gPCR
evaluiert werden. Dazu wurden mehrere Ansatze mit dem RV Nfor-Primer und dem
RV Nrev-Primer mit unterschiedlichen Magnesiumkonzentrationen (3 mM — 4,5 mM)
eingesetzt. Der CP-Wert liegt bei den Ansatzen mit dem RV Nfor-Primer bei CP 23
und mit dem RV Nrev-Primer bei CP 17. Es konnten jedoch keine Unterschiede
bezuglich der Sensitivitat oder der Primerspezifitat beobachtet werden, so dass fur
weitere Versuche mit einer Konzentration von 3mM (entsprechend der

Originalkonzentration des im Kit enthaltenen Puffers) weitergearbeitet wurde.
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Amplification Curves

HamActin 0,5uM
Probes 0,4uM
1:10 Verdinnung
0,025

0,023 % \ -

0029+

0027

5 2 M

; “ RV-Nrev 0,5uM
GRS / S . Probes 0,4uM

0.0214

0.7

as] HamActin 0,5uM : ‘ =
0013 Probes 0,4uM : Y™ -

1 : ‘\\ it
0.011] / s A
0.008- J:' / T /

0007 / /‘\‘\‘ \
0005 J 7 \ b

0003, ‘," J,'; A /RV-Nrev 0,5uM
0001 = el 4

e e e e S // Probes 0,4uM

~3,33 Zyklen ~3,33 Zyklen 1:10 Verdiinnung
01 2 3 4 5 8 7 8 8 1011 12 13 14 15 15 17 1513 20 21 22 23 24 25 26 27 26 20 30 31 32 33 34 35 35 37 3 30
Cycles

Fluorescence (T05/Back 530, 630 Back 530)

Abbildung 21: Amplifikationskurve nach Optimierung der Annealingtemperatur und der
Primerkonzentrationen. Durch den geringen Gehalt der PCR-Produkte in den ersten
Amplifikationszyklen wird die Hintergrundfluoreszenz nicht tberschritten und die Amplifikationskurve
entspricht der Basislinie. Die darauffolgende nahezu exponentielle Vermehrung der DNA wird durch
den steilen Anstieg der Amplifikationskurve dargestellt. Diese nimmt im Anschluss durch den
Substratverbrauch und der Enzymerschépfung ab. Da sich der CP-Wert der unverdiinnten Probe um
etwa 3,33 Zyklen zu dem CP-Wert der 1:10 Verdiunnung unterscheidet, kann davon ausgegangen
werden, dass die Effizienz beider qPCRs bei nahezu 100% liegt. Eine Auswertung mit Hilfe der
Software ergab eine Effizienz von 96% fir die Amplifikation des Genoms und 98% fir die der RNA.
Die optimale Primerkonzentration (RV-N und HamActin) liegt bei 0,5uM und die der
HybridisationSonden bei 0,4uM. Als Template diente die cDNA einer reversen Transkription einer
RNA-Isolation aus SAD L16 infizierten Zellen.

3.3.4 Standardkurven

Mit Hilfe einer Standardkurve ist es moglich, die Mengen der PCR-Produkte zu
quantifizieren. Zur Herstellung einer Standardkurve wird eine Verdinnungsreihe

eines Standards mit bekannter Konzentration in der PCR-Reaktion eingesetzt. Die
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ermittelten CP-Werte werden anschlieRend gegen die Logarithmische Konzentration
der Standards aufgetragen. Solange ein Standard mit definierter Konzentration
wahrend des aktuellen Laufs mitgefihrt wird, kbnnen mit Hilfe der Standardkurve die
Konzentrationen anhand des CP-Wertes abgelesen werden.

Um eine absolute Quantifizierung zu ermdglichen, wurden Standardkurven fr
RV-N und B—Aktin erstellt. Dazu wurde eine Verdinnungsreihe RV-N und B-Aktin
kodierender DNA angesetzt (1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:32, entsprechen 1 ug, 0,5 ug, 0,25
Mg, 0,125 pg und 0,3125 pg Gesamt-DNA pro Ansatz) und in doppelten Ansétzen in
die PCR-Reaktion eingesetzt. Die Reaktionen wurden jeweils mit den RV N (jeweils
forward und reverse) und den B-Aktin-Primern durchgefiihrt. Die Standardkurve
wurde mit Hilfe der Roche LightCycler®-Software 4.0 erstellt.

Die Kurven der 1:8 Verdiunnung beginnen etwa 3 Zyklen nach der Kurve der
Originalkonzentration zu steigen. Dies entspricht in etwa der Erwartung einer
Verzehnfachung in 3,33 Zyklen (Abb. 22).

Die Effizienz der Standardkurve einer optimierten PCR sollte gleich 2 sein, da
in einem Amplifikationszyklus die Menge der DNA verdoppelt werden sollte. Eine
Auswertung mit Hilfe der Software ergab eine Effizienz von 1,87 (~94%) fur die
Amplifikation des Genoms und 1,96 (~98%) fur die der RNA. Fiur die Quantifizierung
wurden grolBere Mengen an N- und Aktin-DNA hergestellt, die zum einen zur
Erstellung der Standardkurven dienten und zum anderen als definierte Standards in
die Quantifizierungslaufe eingesetzt wurden. Mit Hilfe dieser Standardkurven war
eine Quantifizierung des Genoms ((-)-Strang RNA) und der mRNA ((+)-Strang RNA)
moglich, vorausgesetzt ein Standard dieser Standardkurve mit definierter

Konzentration wurde in jedem Lauf mitgeflhrt.
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Amplification Curves
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Abbildung 22: Standardkurven der gPCR. (A) fur die Quantifizierung des Genoms (-)-Strang
RNA. (B) fur die Quantifizierung der mRNA (+)-Stran g RNA. Aus Tollwut-N-cDNA / Aktin-cDNA
wurde eine Verdinnungsreihe (1, 1:2, 1:4, 1:8 und 1:32) erstellt, die zur Herstellung einer
Standardkurve eingesetzt wurde. Dazu wurden jeweils die RV-N for-Primer oder die RV-N rev-Primer
mit den Aktin-Primern in die Reaktion eingesetzt. Die ermittelten CP-Werte wurden gegen die
Logarithmische Konzentration aufgetragen. Mit Hilfe der Standardkurve konnten anschlieRend die
Konzentrationen anhand des CP-Wertes abgelesen werden (rote Linie). Liegt der CP-Wert einer
unverdinnten Probe um Faktor 3,33 unter dem CP-Wert einer 1:10 verdinnten Probe, ist die Effizienz
einer qPCR nahezu 100%.

3.3.5 Quantifizierung der RV-RNA und des RV-Genoms

Um die Ergebnisse der Northern Hybridisierung zu bestatigen, wurde nach 24
Stunden die RNA infizierter BSR T7/5 Zellen isoliert, durch eine RT-PCR revers
transkribiert und die so gewonnene cDNA mit Hilfe der etablierten gPCR quantifiziert.
Da hohere Konzentrationen an DNA in einer gPCR dazu fuhren kénnen, dass die
Substratmengen zu schnell umgesetzt, bzw. verbraucht werden und zu falsche
Ergebnisse fuhren, wurde die jeweilige cDNA 1:10 verdiunnt. Die Quantifizierung
wurde mit Hilfe der erstellten Standardkurven und der entsprechenden Software
(Roche LightCycler® Analysesystem 2.0) durchgefiihrt.

Die Ergebnisse der Northernhybridisierung lieBen sich weitestgehend
bestatigen. Die Hi-T Mutanten SAD R58G, SAD 34AAA, SAD 35AA, SAD 99R, SAD
104AAA zeigten in der quantitativen realtime-PCR (qPCR) den gleichen Phéanotyp,
wenn auch weit weniger ausgepragt als in den Northern Hybridisierungen (Abb. 23).
Mit Ausnahme von SAD 34AAA zeigen die Hi-T Mutanten in der gPCR eine um den
Faktor 4 geringere Transkriptionsrate als in der Northern Hybridisierung (Abb. 24).
Die Hi-R Mutanten SAD 20AA und SAD 196AAA zeigten ebenfalls den gleichen
Phanotyp wie zuvor in den Northern Hybridisierungen, aber auch hier zeigte sich
dieser Effekt weniger stark. Die gPCR zeigte einen um etwa Faktor 2 weniger starken
Hi-R Phanotyp (Abb. 25).

Die Ergebnisse der Genom/Antigenom Analyse sollten ebenfalls durch die
gPCR verifiziert werden. Da durch die Nukleasebehandlung die Aktin mRNA verdaut
wurde, wurde in diesen Ansatzen nur RV-N Primer und Hybridisierungssonden
eingesetzt. Da somit kein Abgleich mit Aktin moglich war, konnte nur eine relative

Quantifizierung durchgefihrt werden. Ebenso ist ein Vergleich der Mengen an
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Genom und Antigenom zueinander nicht mdglich, da durch die separaten Ansatze
keine gleiche Effizienz der Reaktionen gewahrleistet werden kann. Es wurde fir SAD
L16 und fur die Mutanten eine weit hohere Menge an Genom als Antigenom
detektiert (Abb.26), welches besonders im Falle der Hi-R Mutanten SAD 20AA,

widerspruchlich zu den Ergebnissen der Northern Blots ist.
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Abbildung 23: Akkumulierung von Genom- und Antigeno mischer Virus-RNA in infizierten

Zellen. Zur Verifizierung der durch Northern Hybridisierungen erzielten Ergebnisse wurden sowohl
virale (+)-Strang RNA (mRNA + Antigenom) und (-)-Strang RNA (Genom) der angezeigten Viren
mittels qPCR quantifiziert. Die dabei erhaltenen Werte sind graphisch dargestellt. Dazu wurde die
RNA durch eine RT-PCR revers transkribiert und die so gewonnen cDNA in der gPCR eingesetzt. Die
relative Quantifizierung erfolgte mit Hilfe der erstellten Standardkurven und der Software (Roche Light-
Cycler® Software 4.0). Fir den Mengenabgleich gegen eine zellulare mMRNA wurde parallel 3-Aktin-

MRNA detektiert. Pro Ansatz wurden drei Quantifizierungen durchgefihrt.
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Abbildung 24: Transkriptionsrate. Um das Verhaltnis von mRNA-Akkumulierung und RNA-
Replikation darzustellen, wurden die gegen 3-Aktin abgeglichenen Messwerte fir die virale (+) und (-)-
Strang RNA miteinander in Beziehung gesetzt. Dabei wurden die Werte fur die (+)-Strang-RNA durch
die fur die (-)-Strang-RNA dividiert. Da der Uberwiegende Teil der viralen RNA aus mRNA besteht,
kann bei der (+)-Strang RNA der Anteil an Antigenom vernachlassigt werden und der Quotient gibt die

Akkumulierung von mRNA relativ zur Genomischen RNA wieder.
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Abbildung 25: Vergleich der Transkriptionsraten gqPC R und Northern Hybridisierung.  Wenn
auch der Phanotyp aller Mutanten durch die qPCR bestatigt werden konnten, so zeigte sich dieser
weniger ausgepragt. Verglichen wurde jeweils der Mittelwert dreier Quantifizierungen von gPCR und
NB.
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Abbildung 26: gPCR Nuklease-verdauter VirusRNA. Zur Ermittlung der genomischen RNA-Menge
verglichen zur antigenomischen RNA-Menge wurde die nukleasebehandelte RNA wie in Abb. 21
beschrieben in eine gPCR eingesetzt. Ein Abgleich mit Aktin war nicht méglich, da diese mRNA durch
den Nukleaseverdau abgebaut wurde. Aus diesem Grund kénnen nur die Mengen der genomischen
und der antigenomischen RNA zueinander verglichen werden.

3.4 Intrazellularen Lokalisation der mutierten M-Pr oteine In

virusinfizierten Zellen

3.4.1 Immunfluoreszenz

In den Versuchen, in denen mutierte M-Proteine transient in
plasmidtransfizierten Zellen exprimiert wurden, konnte in
Immunfluoreszenzaufnahmen beobachtet werden, dass die vermeintlichen Hi-T
Mutanten eine diffusere Verteilung des M-Proteins im Zytoplasma der Zelle, die
putativen Hi-R Mutanten dagegen eine verstarkte Anlagerung an die &ulere
Zellmembran aufwiesen (siehe Abb. 12, S. 65). Da die unterschiedliche intrazellulare
Verteilung ein moglicher Hinweis auf einen Zusammenhang zwischen M-

Proteinverteilung und RNA-Regulation sein kénnte, wird untersucht, ob sich diese
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Beobachtung im viralen Kontext, d.h. in Anwesenheit aller Virusproteine, bestétigen
lasst. Dazu wurden verschiedene Zelllinien mit den unterschiedlichen rekombinanten
Virusmutanten infiziert und nach 24 Stunden Inkubation mit Hilfe der
Immunfluoreszenz mikroskopisch untersucht.

Es konnte nach einer Infektion von BSR T7/5-Zellen keine markanten
Unterschiede der intrazellularen M-Verteilung zwischen den Mutanten und dem
Wildtyp SAD L16 beobachtet werden. In allen Zellen war die Verteilung des
Matrixproteins mehr oder weniger diffus. Mdglicherweise unterdricken dominante
Komplexbildung des M Proteins mit anderen Proteinen die markante M-Verteilung.
Eine typische Anlagerung um den Golgi- oder ER-&hnlichen Strukturen konnte
vereinzelt beobachtet werden (weil3e Pfeile, Abb. 27).

SAD L16 R58G PAOYAVAN
ex. 514 nm
.

*

Abbildung 27: Immunfluoreszenzaufnahmen von virusin fizierten BSR T7/5-Zellen (63x
Olobjektiv, 2fach digitaler Zoom (ohne 99R)). 24 Stunden nach Infektion (MOI=1) wurden die Zellen
mit 0,3 % PFA fixiert und mit spezifischem M-Antikbpern (M2D4 und M1B3 1:200; Sekundéarantikorper:
a-rabbit Alexa633 1:200) gefarbt.

Da es sich bei Tollwut um ein neurotropes Virus handelt, wurden neben den
BSR T7/5-Zellen in vitro ausdifferenzierte NS20Y Zellen infiziert. NS20Y-Zellen sind
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murine Neuroblastomzellen, die  durch Butyryl-cAMP-Behandlung Zu
neuronendhnlichen Zellen differenziert werden kénnen (siehe Kap. 2.2.4.4). Nach
Infektion der NS20Y Zellen mit den rekombinanten Viren wurden die intrazellulare
Verteilung des viralen M-Proteins mittels Immunfluoreszenz untersucht. Die Hi-T
Mutanten wiesen, ahnlich wie in den BSR T7/5-Zellen, keine klare Veranderung der
intrazellularen M-Lokalisation im Vergleich zum Wildtyp auf. In den mit den
vermeindlichen Hi-R Mutanten (20AA und 196AAA) infizierten Zellen konnte dagegen
eine verstarkte Anlagerung an die Zytoplasmamembran-ahnliche Strukturen
beobachtet werden (weil3e Pfeile, Abb. 28), wie es bereits in den Versuchen mit

transient exprimierten M-Proteinen gezeigt werden konnte.

SAD L16

Abbildung 28: Immunfluoreszenzaufnahmen von virusin fizierten ausdifferenzierten NS20Y

Zellen (63x Olobjektiv). NS20Y Zellen wurden mit den angegebenen Virusmutanten (MOI=1) infiziert
und 24 Stunden nach Infektion mit 0,3 % PFA fixiert und mit spezifischem M-Antiképern (M2D4 und
M1B3 1:200; Sekundarantikérper: a-rabbit Alexa633 1:200) gefarbt. Eine signifikante Umverteilung
des Matrixproteins an die Zytoplasmamembran konnte bei den Hi-R Mutanten beobachtet werden

(weiBe Pfeile).
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3.5 Uberexpression von viralen Proteinen und die In  duktion eines

zytopathischen Effektes

Auf der Ebene der Transkription konnten fir die Virusmutanten SAD R58G,
SAD 34AAA und SAD 104AAA in Northern Hybridisierungen (Abb. 15) und real-time
PCR Quantifizierungen (Abb. 23) eine 6 bis 8 -fach erhohte Menge an Transkripten
gezeigt werden. Aus dieser erhéhten mRNA-Konzentration liel3 sich schliel3en, dass
die als Hi-T identifizierten Mutanten eine verstarkte Proteinexpression aufweisen
soliten. Um dies zu untersuchen, wurden die Hi-T Virusmutanten hinsichtlich ihrer
Proteinexpression in infizierten Zellen charakterisiert.

Dazu wurden BSR T7/5-Zellen mit einer MOI von 1 infiziert, nach 24 Stunden
lysiert und das Proteinlysat nach SDS-PAGE und Westernblot mit RV-Protein
spezifischen Seren untersucht. Es war zu beobachten, dass die Hi-T Mutanten SAD
R58G, SAD 34AAA und SAD 104AAA verglichen zum Wildtyp SAD L16 bei den
verklrzten N-Proteinen und M-Proteinen eine erhdhte Proteinexpression aufwiesen.
Die Signale der N- und P Proteine liegen im gesattigten Detektionsbereich, so dass
ein Unterschied in der Proteinexpression hier nicht zu erkennen war. Durch die
distale Position des M-Gens im Genom wird M weniger stark exprimiert als N und P.
Dadurch ist der Unterschied in der Expression hier am deutlichsten zu erkennen. Im
Vergleich zu den nicht infizierten Zellen (mock) bzw. zu den Zellen, die mit den Viren
SAD L16, SAD R58G und SAD 34AAA infiziert waren, war das Signal fir Aktin in
Zellen, die mit der Mutante SAD 104AAA infiziert waren, deutlich schwacher. Dies ist
vermutlich auf einen starken zytopathischen Effekt (CPE) dieser Virusmutante
zurtckzufihren (Abb. 29).
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Abbildung 29: Erhdhte Proteinexpression der Hi-T Mu  tanten. 24 Stunden nach der Infektion von
BSR T7/5-Zellen wurden die Zellen lysiert und im Westernblot mit RV N-, P- und M-spezifischen Seren
analysiert. Im Vergleich zu SAD L16 zeigten die Hi-T Mutanten R58G, 34AAA und 104AAA eine
starkere Genexpression, was vor allem am Auftreten eines Signals auf der H6he von N-terminal
verkirztem N-Protein und deutlich starkeren Signalen fur das M-Protein sichtbar wird. Die schwéchere
Aktinbande in Zellextrakten aus 104AAA-infizierten Zellen ist auf einen zytopathischen Effekt (CPE)

zurlickzufihren.

Diese Beobachtung eines zytopathischen Effekts (CPE) als Folge der
erhdhten Proteinexpression war besonders interessant und wurde weiter untersucht.
Dazu wurden BSR T7/5-Zellen mit SAD L16, SAD R58G, SAD 34AAA und SAD
104AAA mit einer MOI von 1 infiziert und 24, 48 und 72 Stunden p.i. mit Aceton fixiert
und anschlieBend mit FITC-gekoppelten monoklonalen Antikdrpern (Centocor®)
immunfluoreszenzmikroskopisch analysiert (Abb. 30A). Bereits 24 Stunden p.i.
konnte mit Ausnahme von SAD L16 eine deutliche Abnahme der Zellen im Zellrasen

beobachtet werden. Mit zunehmender Inkubationszeit verstarkte sich dieser Effekt
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und 72 Stunden p.i. war der Zellrasen vollkommen zerstort. Im Gegensatz dazu
zeigte SAD L16 keinen ausgepragten zytopathischen Effekt.

Zum Vergleich wurden HEp-2 Zellen, ebenfalls mit einer MOI von 1, mit den
gleichen Viren infiziert. Bemerkenswert war die Beobachtung, dass die Hi-T
Mutanten in dieser Zelllinie keinen CPE induzierten, und in ihrer Replikation stark
attenuiert waren (beispielhaft fur die Mutanten R58G, 34AAA und 104AAA
dargestellt). Wahrend nach 24 Stunden in den BSR T7/5-Zellen weitestgehend alle
Zellen infiziert waren, konnte dies bei HEp-2-Zellen nicht beobachtet werden. Auch
nach 48 und 72 Stunden zeigten die HEp-2-Zellen in der Immunfluoreszenz deutlich
weniger Virus. Nur fur vereinzelte Zellen konnte eine Infektion nachgewiesen werden
(Abb.30B). Dies wird vor allem bei den mit Mutante 104AAA infizierten Zellen
deutlich, in denen nach 72 Stunden p.i. kaum Virus nachgewiesen werden konnte.
Zusatzlich wurden in vitro ausdifferenzierte, neuronale NS20Y Zellen infiziert. Die
Inkubationszeit wurde im Vergleich zu BSR T7/5 und HEp-2-Zellen auf 5 Tage
verlangert. Dabei wurde beobachtet, dass die nicht infizierten, sowie die mit L16 und
der Hi-T-Mutante 104AAA infizierten NS20Y-Zellen kaum morphologische
Veranderungen, d.h. Degeneration der Neuriten, aufwiesen, wahrend die mit den Hi-
T Mutanten 34AAA, 35AA und R58G infizierten Zellen abgerundet waren und keine
fur ausdifferenzierte NS20Y-Zellen typische Neuriten mehr hatten (Abb. 30C). Im
Gegensatz zu BSR-T7/5 Zellen, in denen alle getesteten Hi-T-Mutante einen
zytopathischen Effekt induzierten, war die Hi-T-Mutante 104AAA in den
ausdifferenzierten Neuroblastomzellen nicht in der Lage einen entsprechenden CPE

zu induzieren.
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(B) HEp-2
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(C)  NS20Y

Abbildung 30: CPE der Hi-T Mutanten auf verschieden e Zelllinien. Phasenkontrastaufnahmen

bei 20facher VergréRerung (HEp-2-Zellen 10fach) mit Antikorperfarbung gegen RV-N

(Centocor ®). (A) BSR T7/5-Zellen. Bereits nach 24 Stunden konnte auf den infizierten BSR T7/5-
Zellen ein CPE beobachtet werden, der nach 72 Stunden eine komplette Vernichtung des Zellrasens
verursachte. Wildtyp SAD L16 zeigte diesen Phanotyp nicht. (B) HEp-2-Zellen. Im Gegensatz dazu
zeigte sich ein solcher Effekt auf HEp-2-Zellen nicht. Die Hi-T Viren zeigten sich in ihrer Replikation
stark attenuiert. (C) Ausdifferenzierte NS20Y-Zellen. Nach 125 Std. Infektion von ausdifferenzierten
NS20Y konnte ein CPE bei den Hi-T Mutanten 34AAA, 35AA und R58G beobachtet werden. Dies war
besonders deutlich an den abgerundeten Zellen zu erkennen, deren Fortsatze zerstért waren. Die

Mutante 104AAA bildete eine Ausnahme, sie zeigte keinen CPE.
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3.6 Interferoninduktion durch Hi-T Mutanten

3.6.1 STAT-1 Phosphorylierung durch Hi-T-Virusmutan  ten

Den meisten Viren ist es gelungen, die Abwehrmechanismen der Wirtszelle,
das Interferon (IFN)-System, zu umgehen. Meist geschieht dies Uber Virusproteine,
die als IFN-Antagonisten fungieren. Sie kdnnen als Inhibitor fur die IFN-Produktion
oder fur die Wirkung des IFN wirken. Fur das Tollwutvirus konnte gezeigt werden,
dass das Phosphoprotein in der Signalkaskade des Interferons interveniert und so
verhindert, dass das Immunsystem aktiviert wird (Brzézka et al., 2005) bzw. die Typl-
IFN abhéangige Expression antiviraler Gene blockiert wird. (Brz6zka et al., 2006).

Vergleicht man die in Abb. 30B gezeigten virusinfizierten HEp-2-Zellen mit den
entsprechenden BSR T7/5-Zellen, so fallt auf, dass in den mit Hi-T Mutanten SAD
34AAA und insbesondere SAD 104AAA infizierten HEp-2-Zellen deutlich weniger
Virusprotein nachgewiesen werden konnte. Dies lasst darauf schlie3en, dass diese
Hi-T Mutanten in ihrer Replikation attenuiert sind. Basierend auf den Befund, dass
das ebenfalls in HEp2-Zellen attenuierte Virus APLP Interferon induziert (Brzézka et
al., 2005) wurde untersucht, ob in diesem Fall die Virusinhibition der Hi-T Mutanten
ebenfalls auf die Induktion des Interferons zurtckzufiihren ist. Grund daftr konnte die
Uberexpression viraler mRNAs sein, die dann die Abwehrmechanismen der Zelle
aktivieren.

Dazu wurden jeweils BSR T7/5- und Hep-2-Zellen mit den entsprechenden
Viren infiziert (MOI=1). Nach 24 und 48 Stunden Inkubation wurden die infizierten
Zellen lysiert und mittels Westernblotanalysen auf die Induktion von Interferon-
abhangigen Signalketten hin untersucht. Als Indikator der Interferoninduktion diente
das STAT1-Protein, welches durch Induktion des Interferontyp I-Signalweges
phosphoryliert wird und somit durch einen P(phospho)-STAT1-Antikorper detektiert
werden konnte.

Da BSR T7/5-Zellen einen Defekt beziglich der Interferon-3 Induktion haben,
d. h. nicht in der Lage sind, nach Virusinfektion die Interferon-3 Genexpression zu
induzieren, aber dennoch auf die Zugabe exogenen Interferons reagieren, wurden
die BSR-T7/5 Zellen als Negativkontrolle fur die virusinduzierte Aktivierung
Interferon-abhangiger Signalkaskaden verwendet. Als Positivkontrolle wurden

nichtinfizierte Zellen 30 min vor ihrer Ernte mit 1000 U Interferon behandelt.
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Zusatzliche dazu wurde mit dem APLP-Virus infiziert, da fur dieses Virus bereits
nachgewiesen werden konnte, dass es die Interferon-3-Genexpression induziert
(Brzézka et al., 2006; Brzdzka et al., 2005). Nach Infektion der Zellen mit den Hi-T
Mutanten konnte in den HEp-2-Zellen im Falle von Mutante SAD 104AAA und APLP
phosphoryliertes STAT-1 (PSTAT-1) detektiert werden. Ebenso zeigten die mit
Interferon stimulierte Kontrolle (mock +) pSTAT-1. Die restlichen Hi-T Mutanten SAD
34AAA, SAD 35AA und SAD 99R zeigten keinen solchen Effekt. Auf den BSR T7/5-
Zellen konnte nur fur die mit Interferon stimulierte Kontrolle (mock+) pSTAT-1
detektiert werden. Um zu verifizieren, dass sowohl in HEp-2 als auch in BSR T7/5
gleiche Mengen an unphosphoryliertem STAT-1 vorliegen, wurde im Westernblot
zusatzlich gegen das STAT-1-Protein gefarbt (Abb. 31).

, + < \ + < <
~x X o g ] < o g
1t e3ife: Bigaifg
a- P-STAT 1 @ 1 * b@-l
e o o
a- Aktin
a- P
a- M . L

HEp-2 BSR-T7/5

Abbildung 31: Untersuchung auf Interferoninduktion der Hi-T Mutanten in BSR T7/5- und HEp2-

Zellen. 24 Stunden nach Infektion wurden Lysate der mit den angegebenen Viren infizierten Zellen in
Westernblotanalysen untersucht. Als Positivkontrolle wurden jeweils eine Mock-Kontrolle 30 min vor
der Ernte mit 1000 U Interferon stimuliert (= mock +). In HEp-2-Zellen, die mit der Hi-T Mutante
104AAA und mit APLP infiziert waren, konnte phosphoryliertes STAT-1 (pSTAT-1) nachgewiesen
werden. Die mit Interferon stimulierten Kontrollen in BSR T7/5-Zellen und HEp-2 zeigten ebenfalls

pPSTAT-1 (weiRe Pfeile). Zum Nachweis der Infektion wurden zusatzlich die viralen Proteine P und M
detektiert.
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3.6.2 Luciferase Assay

Um die Ergebnisse der Westernblotanalysen zu verifizieren und um zusatzlich
die direkte Induktion der IFN-Genexpression zu zeigen, wurden duale
Luciferaseassays durchgefuhrt. Dazu wurden HEK 293T Zellen mit einem
Reporterplasmid (0,5 pg), das das Luciferase-Gen unter Kontrolle des IFNB-
Promotors enthélt (pISREluc125) transfiziert. Als interne Kontrolle erfolgte parallel
dazu die Transfektion des pCMV-RL Plasmids (10ng), welches fir die Renilla-
Luciferase kodiert. 24 Stunden nach der DNA-Transfektion wurden die Zellen mit den
unterschiedlichen Viren (MOI=1) Uberinfiziert und nach weiteren 24 Stunden wurden
die Zellen lysiert und die IFNRB-abhéngige Reportergenexpression bestimmt. Als
Positivkontrolle dienten APLP infizierte Zellen.

Die Hi-T Mutante SAD 104AAA zeigte verglichen zu SAD L16 eine annahernd
5-fach hohere Reportergenaktivitat. Fur APLP und SAD 35AA konnte im Vergleich zu
SAD L16 eine etwa 2,5-fach hohere Aktivierung des IFN Promotors beobachtet
werden. Die Mutanten SAD R58G, SAD 99R und SAD 34AAA zeigten eine etwa 2-
fache Induktion (Abb. 32). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Ursache der
Virusinhibition der Hi-T Mutanten in den HEp-2-Zellen wie bereits fur APLP bekannt,
in der Interferoninduktion liegt. Diese verhinderte, dass die Viren in grol3en Mengen
replizieren konnten. Besonders auffallig war diese Beobachtung bei Zellen, die mit
der Mutante SAD 104AAA infiziert waren. Dies ist ein Hinweis darauf, warum diese
Mutation keinen CPE in NS20Y Zellen zur Folge hatte.
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Abbildung 32: Durchschnittliche Interferoninduktion srate der Hi-T Mutanten auf HEK 293T-

Zellen (n=3). 24 Stunden nach Transfektion des pISREluc125 und pCMV-RL wurden die Zellen mit
Virus Uberinfiziert. Diese wurden nach weiteren 24 Stunden lysiert und in einem dualen Luciferase-
Assay getestet. Fur die Hi-T Mutante 104AAA konnte abgeglichen mit L16 eine 5fache
Interferoninduktion beobachtet werden. APLP und 35AA zeigten eine etwa 2,5fache Induktion. R58G,
34AAA und 99R wiesen eine 2fach hohere Induktion auf. Die Ergebnisse wurden gegen die Renilla-

Luciferase-Aktivitat abgeglichen.

Um einen mdglichen Zusammenhang zwischen Transkriptionsrate und
Interferoninduktion erkennen zu kénnen, und um die Infektion zu bestatigen, wurde
parallel zu dem Luciferaseassay aus virusinfizierte HEK 293T Zellen 24 Stunden p.i.
RNA isoliert und mittels Northerhybridisierung analysiert. Anschlie3end erfolgte mit
Hilfe einer Software (Imagequant 5.0) die Auswertung der Transkriptionseffizienz.
Dazu wurden die Bandenstarken der mRNA und der genomischen RNA quantifiziert
und in Verhaltnis zueinander gesetzt. Das Wildtypvirus SAD L16 wurde auf 100%
gesetzt.

Zusétzlich zu den bereits bekannten Hi-T Mutanten konnte fur das APLP Virus

ebenfalls ein sehr starker Hi-T Phanotyp beobachtet werden (Abb. 33).
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Abbildung 33:(A) Northernblot zur Expressionskontro lle. Um festzustellen, ob ein Zusammenhang

zwischen Transkriptionseffizienz und Interferoninduktion zu erkennen war und als zuséatzliche
Kontrolle fir die erfolgreiche Infektion und Genexpression wurde aus virusinfizierten HEK 293T-Zellen
RNA isoliert und mit einer radioaktivmarkierten N-Sonde detektiert. (B) Transkriptionseffizienz der
untersuchten RNA. Die Intensitat der mRNA- und Genom-Banden wurden wie in Abb.11 beschrieben
ermittelt. Das Wildtypvirus SAD L16 wurde als Referenzwert auf 100% gesetzt. Es konnte fir APLP
(2000%) und 104AAA (670%) eine sehr hohe Transkriptionsrate verzeichnet werden.

97



Kapitel 3: Ergebnisse

3.7 Untersuchungen zur Interaktion von Tollwut M un d P Proteine

Mit dem Befund der Interferon-Induktion durch Hi-T Mutanten lag die Vermutung
nahe, dass der virale Interferonantagonist, das Phosphoprotein P und das
Matrixprotein sich funktionell beeinflussen. Aus diesem Grund war es von
besonderem Interesse, zu untersuchen, ob M und P direkt miteinander interagieren.
Das Zusammenwirken des Matrixproteins mit P und ein daraus resultierender
indirekter Einfluss auf die Polymerase konnte somit eine Erklarung fur die RNA-

Syntheseregulation sein.

3.7.1 Fluoreszierende Tollwut M und P Fusionsprotei  ne

Der erste Schritt zur Untersuchung einer moglichen M P Interaktion war die
Herstellung von Fusionsproteinen mit fluoreszierenden Proteinen. Dies sollte die
mikroskopischen Analysen vereinfachen. Dazu wurden das Matrixprotein und das
Phosphoprotein N-terminal mit den Reporterproteinsequenzen fir eCFP (enhanced
Cyan Fluorescent Protein) und eYFP (enhanced Yellow Fluorescent Protein)
fusioniert und in Expressionsplasmiden fur Saugerzellen kloniert (Abb. 34A). Die so
entstandenen Konstrukte wurden in BSR T7/5-Zellen transfiziert und diese 24
Stunden spater mit PFA fixiert. Anschlielend wurde mit dem Laser Konfokal
Mikroskop (LSM) die intrazellulare Verteilung der Proteine untersucht. Fir das M-
YFP konnte eine vesikulare Verteilung im Zytoplasma der Zelle beobachtet werden.
Besonders in Golgi-ahnlichen Bereichen war eine Akkumulierung des M-YFP-
Fusionsproteins detektierbar. Das P-CFP dagegen war gleichmafiiger im Zytoplasma
der Zelle verteilt (Abb. 34B).

Mit Hilfe von Transfektionsanalysen wurde weiterhin bestimmt, ob und wie sich
die Verteilung von M und P in ko-exprimierenden Zellen verandert. Dazu wurden
BSR T7/5-Zellen 24 Stunden nach Kotransfektion der Plasmide (jeweils 2,5ug), die
M-YFP und P-CFP kodieren, mit PFA fixiert und im Laser Konfokal Mikroskop
analysiert.

Erste Ergebnisse zeigten eine Kolokalisation von M-CFP mit P-YFP.
Verglichen zu der Einzelexpression von P-CFP (siehe Abb. 34B), ist eine
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Umverteilung des Phosphoproteins zu M-&hnlichen Strukturen erkennbar (Abb. 34C).

Dies ist ein klarer Hinweis fur eine mogliche Interaktion beider Proteine.

(A)

(B)

(©)

Abbildung 34: (A) Schematische Darstellung der fluo reszenzmarkierten Proteine M und P. Das
Matrixprotein und das Phosphoprotein wurden an den N-terminalen Ende mit jeweils eYFP oder eCFP
markiert. (B) Verteilung der fluoreszenzmarkierten Proteine i  n BSR T7/5-Zellen. 24 Stunden nach
Transfektion in BSR T7/5-Zellen wurden die Zellen mit PFA fixiert und im Laser Konfokal Mikroskop
(LSM) betrachtet. Das Matrixprotein ist in kleinen vesikelahnlichen Strukturen um den Zellkern und an
Golgi-dhnlichen Strukturen verteilt. Das Phosphoprotein zeigt eine diffuse zytoplasmatische
Verteilung. (C) Kolokalisation von M-CFP und P-YFP nach Transfe ktion in BSR T7/5-Zellen (63x

Olobjektiv). Um eine Umverteilung der fluoreszenzmarkierten Proteine beobachten zu kénne, wurden
BSR T7/5-Zellen mit M-CFP und P-YFP kotransfiziert, 24 Stunden spater wurden die Zellen fixiert und
mit dem Laser Konfokal Mikroskop aufgenommen. Es erfolgte eine klare Umstrukturierung des P-

Proteins zu ahnlichen Strukturen wie die des Matrixproteins.
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Zur anschlieenden Eingrenzung des Bereichs der mdglichen Interaktion
wurden M-Deletionsmutanten eingesetzt. Die M-Plasmide pTIT-MATG2, pTIT-
MATG3, pTIT-MATG4 und pTITM-ATG5 kodieren Matrixproteine, die N-terminal
verklrzt sind. Die Translationsinitiation erfolgte vom jeweils nachsten Startkodon
(ATG) der fur M kodierenden Sequenz. Zusatzlich wurde das am C-terminalen Ende

um 13 Aminosauren gekurzte AC13 fur weitere Versuche hinzugezogen (Abb. 35).

ATG2 50
ATG3 89

ATG4 173
ATG5 184

AC13

= ATG2
MNLLRKIVKNRRDEDTQKSSPASAPLDDDDLWLPPPEYVPLKELTGKKNMRNFCIN

> ATG3
GRVKVCSPNGYSFRILRHILKSFDEIYSGNHRMIGLVKVVIGLALSGSPVPEGLNWYV

YKLRRTFFQWADSRGPLEGEELEYSQEITWDDDTEFVGLQIRVIAKQCHIQGRVWCI
= ATG4 = ATGS5
NMNPRACQLWSDMSLQTQRSEEDKDSSLLLE
AC13 <+

Abbildung 35: Schematische Darstellung der verkirzt en Matrixproteine. In der
Aminosaursequenz sind die Initiationskodons ATG2, ATG3, ATG4 und ATGS5 in blau dargestellt. Die
C-terminale Verkiirzung AC13 ist in rot gekennzeichnet.

BSR T7/5-Zellen wurden entweder mit pTIT WT-M, pTIT ATG2, pTIT ATG3
oder pTIT AC13 zusammen mit P-CFP kotransfiziert, nach 24 Stunden mit PFA fixiert
und nach einer Immunféarbung gegen das Matrixprotein mikroskopisch analysiert. Die
N-terminal verkirzten M-Proteine verhielten sich ahnlich dem WT-M und zeigten
Kolokalisation mit P-CFP. Hingegen konnte diese Beobachtung bei der C-terminalen

Verklrzung nicht mehr gemacht werden (Abb. 36).
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Die hier gezeigten Ergebnisse sprechen fir die Kolokalisation von

Matrixprotein und Phosphoprotein.

Abbildung 36: Kolokalisation des Phosphoproteins mi t verkirztem Matrixprotein (63x
Olobjektiv). Nach Kotransfektion von P-CFP mit WT-M, ATG2 oder AC13, wurden die BSR T7/5-
Zellen fixiert und mit Hilfe des Mikroskops analysiert. Ein vergrol3erter Ausschnitt der Praparate zeigte
eine Kolokalisation des (A) Matrixproteins und des (B) ATG2 mit dem P-CFP. Es konnte fur M und P
eine ahnliche strukturelle Verteilung identifiziert werden. Dies konnte durch die Uberlagerung der
Aufnahmen (merge) deutlich erkannt werden. Im Falle des (C) C-terminal verkirzten M-Proteins
(AC13) konnten keine strukturellen Uberlagerungen beobachtet werden. Eine Kolokalisation der
beiden Proteine lag nicht vor.
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Kapitel 4: Diskussion

4.1 Regulation der RNA-Synthese durch das Matrixpro  tein

Das Tollwutvirus stellt ein gutes Modellsystem fir die Grundlagenforschung
der Mononegavirales dar. Zum einen ist der Umgang mit dem Tollwutvirus durch die
Verfligbarkeit von Impfstoffen sicher, zum anderen ist der Aufbau des Virus durch die
geringe Anzahl an Proteinen verhaltnismafldig tUberschaubar. Die grundlegenden
Funktionen der einzelnen Proteine bei der Virusreplikation von Rhabdoviren wurden
schon recht frih erkannt (Banerjee, 1987). Diese Erkenntnisse schlieRlich machten
es moglich, ,reverse genetics” Systeme zu entwickeln, mit deren Hilfe gezielt
Modifikationen in rekobminante Rhabdoviren eingebracht werden kdnnen (Schnell et
al., 1994). Dadurch bot sich nicht nur die Moglichkeit, Oberflachenproteine zu
verandern oder auszutauschen, sondern auch die Einbringung und erfolgreiche
Expression von Fremdgenen wurde mdglich (Mebatsion et al., 1996). Somit eréffnete
sich eine ganz neue Perspektive: der Einsatz des Tollwutvirus als viraler Vektor.

Ein wichtiger Aspekt fur eine zweckmafiige Anwendung eines Virus als Vektor
ist die Mdglichkeit, das eingebrachte Gen in seiner Expression zu regulieren. Hier
zeigte sich eine Eigenschaft der Mononegavirales als besonders vorteilhaft. Die
graduelle Expression der Virusgene in Folge des typischen Transkriptionsgradienten
(siehe Kap.1l, Abb. 7) erlaubte es, die Expressionsrate einzelner Gene zu
beeinflussen. Die H6he der Fremdgenexpression wird durch die Insertionsstelle auf
dem Virusgenom bestimmt. Jedoch bleibt das Virus durch die Einbringung fremder
Gene nicht unbeeinflusst. Die distal kodierten Proteine werden in noch geringeren
Mengen als ublich synthetisiert und dies hat Auswirkungen auf die gesamte Effizienz
der Genexpression (Wertz et al., 1998, Ball et al., 1999, Flanagan et al., 2000). Es
ware deshalb von Vorteil, einen anderen Weg zu finden, der es erlaubt die
Expression der Gene zu beeinflussen.

Eine Mdglichkeit bietet sich durch den Befund, dass das Matrixprotein einen
regulatorischen Effekt auf die RNA-Synthese ausibt. Es konnte gezeigt werden,
dass eine Deletion des Matrixproteins eine erhéhte Transkription zur Folge hatte

(Finke and Conzelmann, 2003). Der genaue Mechanismus dieser Regulation ist
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jedoch nach wie vor ungeklart. Ziel dieser Arbeit war es, eine Mutationsanalyse
durchzufihren, um die Rolle des Matrixproteins bei der Virusreplikation, d.h. der
Regulation der RNA-Synthese durch das Matrixprotein zu untersuchen. Damit sollten
zum einen grundlegende Mechanismen der Virusreplikation aufgeklart werden.
Zusatzlich ware eine Anwendung der gezielten Manipulation der viralen

Regulationsmechanismen in Tollwutvirus-basierten viralen Vektoren denkbar.

4.2 Das Matrixprotein als Mediator der RNA-Synthese  ?

Die am besten untersuchte Funktion des Matrixproteins ist seine Rolle in der
Bildung von Viruspartikel. Es kondensiert die Ribonukleoproteinkomplexe (RNPS) in
kompakte Strukturen und leitet so den Prozess der Virionenbildung und -freisetzung
ein (Mebatsion et al., 1999). Die RNPs werden dabei von Matrixprotein umgeben. In
dieser Form, so wird angenommen, sind die RNP-assozierten Polymerasekomplexe
seingefroren”, d.h. RNA-Syntheseprozesse finden in kondensierten RNPs nicht mehr
statt. Aus diesem Grund wird vermutet, dass das Matrixprotein nur vor der
Kondensierung des RNPs seine zweite Funktion als Regulator der RNA-Synthese
erfillen kann (Finke and Conzelmann, 2003). Um diese Funktion genauer zu
untersuchen, wurden Mutationsanalysen durchgefuhrt. Dies geschah in ersten
Schritten Uber die Erstellung einer Plasmidbank, die Matrixprotein cDNAs mit
unterschiedlichen Mutationen beinhaltet. Mit Hilfe der kodierten Proteine konnten in
Komplementationsanalysen RNA-Synthese, Infektidsitdt und Proteinexpression
schnell und leicht ermittelt werden. Hauptaugenmerk dieser Untersuchungen war ein
veranderter Phanotyp der Mutanten hinsichtlich der RNA-Synthese, ein klarer
Hinweis fur eine modifizierte Regulation. Aber ebenso von Bedeutung war die
Expression der Matrixproteine. Fur die Analysen war es wichtig, dass
ausgeschlossen werden konnte, dass ein Hi-T Phanotyp auf die Nichtanwesenheit
des Matrixproteins zurlckzufiihren ist. Da speziell die RNA-Regulation untersucht
werden sollte, wurden Mutationen, die einen Defekt in der Viruspartikelbildung
aufwiesen aus weiteren Untersuchungen ausgeschossen. Vermutlich fuhrten in
einzelnen Fallen die eingebrachten Mutationen zu falsch gefalteten M Proteinen, die
vorzeitig degradierten und somit nicht detektiert werden konnten. Insgesamt wurden
39 verschiedene M-Proteinmutationen hergestellt, davon zeigten 11 in
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Komplementationsanalysen einen Hi-T Phanotyp und 2 einen Hi-R Phénotyp (siehe
Kap.3, Tab 4 u. 5). Jedoch konnten nur bei 5 Hi-T Mutationen, 34AAA, 104AAA,
35AA, 99R und 104A, eine Viruspartikelbildung beobachtet werden, so dass die
restlichen Hi-T Mutationen nicht weiter in die Analysen einbezogen wurden. Die Hi-R
Mutationen, 20AA und 196AAA, zeigten keinen Defekt in der Viruspartikelbildung.
Nach dieser Vorauswahl der Mutanten wurden schlief3lich rekombinante Viren
erstellt, die fur die eigentlichen Untersuchungen eingesetzt wurden. Die Integration
der Mutationen in das SAD L16 Virus diente dazu, deren Wirkung im kompletten
viralen Kontext untersuchen zu koénnen, da z.B. dosisabhangige Effekte in den
Komplementationsanalysen nicht erkennbar waren. Es konnten neun rekombinante
Viren isoliert werden. Davon waren 4 Hi-Transkription (Hi-T) Mutanten SAD 34AAA,
SAD 35AA, SAD 99R und SAD 104AAA, die in ihrer Transkriptionsrate mit bis zu
700% weit Uber der des Wildtypvirus lagen (siehe Kap. 3, Abb. 15 und Abb. 16). Fur
diese Viren konnte eine deutliche Zunahme der mRNA-Menge beobachten werden,
wahrend die Mengen an Genom reduziert waren. Alle Hi-T Mutanten zeigten in den
Northern- und Westernblotanalysen eine insgesamt hohere Menge an intrazellularer
RNA und Virusproteinen. Dies resultierte aber nicht in insgesamt héheren Virustitern,
was vermutlich auf erhdhte zytopathische Effekte der Hi-T Mutanten zurtickzufihren
ist. Besonders stark ausgepragt zeigte sich dieser Effekt bei den Mutanten SAD
34AAA und SAD 35AA (siehe Kap. 3, Abb. 30), die den infizierten Zellrasen schnell
zerstorten. Die Wachstumskurven der zwei Hi-T Mutanten SAD 34AAA und SAD
35AA zeigten einen 10- (34AAA) bis zu 100- (35AA) fach geringeren Virustiter als
das Wildtypvirus SAD L16. Dies spricht fur eine schnelle Ausbreitung des Virus und
somit nicht fur einen Defekt in der Budding-Aktivitat des Matrixproteins, wie fur eine
spezielle Mutante postuliert wurd (Schnell et al., 2008). Zudem konnten Defekte in
Budding durch die transienten Komplementationsexperimente ausgeschlossen
werden. Schnell et al. (2008) beschrieben eine Mutante mit einer Mutation im PPEY-
Motif (M35S) des Matrixproteins, die eine im Verhaltnis zum Genom erhthte Menge
an mRNA aufwies. Die Mutante zeigte zusatzlich einen geringeren Virustiter
(verglichen zur Wildtypvariante des Tollwutvirus RV SPBN) und in der Immunfarbung
waren kleinere Foci zu erkennen. Daraus wurde geschlossen, dass das
Matrixprotein in seiner Budding-funktion gestort war. Da die Virionen nicht aus der

Wirtszelle freigesetzt werden konnten, stiegen die intrazellulare Proteinmengen, die

104



Kapitel 4: Diskussion

maoglicherweise eine Erhéhung der RNA-Mengen zur Folge hatten (Wirblich et al.,
2008).

Zuséatzlich zu den Hi-T Mutanten konnten 2 Hi-Replikation (Hi-R) Mutanten,
SAD 20AA und SAD 196AAA, isoliert werden, die eine hohere Replikationsrate
aufwiesen als das Wildtypvirus. Dies zeigte sich durch die verglichen zum
Wildtypvirus SAD L16 grof3ere Mengen an Genom und geringere Mengen an mRNA.
Die restlichen Viren, SAD 47A, SAD 132A und SAD 193AAA, zeigten keine oder nur
geringe phanotypische Veradnderungen. Die Mengen der mRNA und des Genoms
waren ahnlich hoch wie des Wildtypvirus. Diese Ergebnisse unterstitzen die Theorie,
dass das Matrixprotein an der Regulation der RNA-Synthese beteiligt ist.
Vergleichende Analysen zwischen Wildtypvirus und Mutanten sollten Aufschluss Uber

den Mechanismus geben.

4.2.1 Die Lokalisation der Transkriptions-, bzw. Re  plikationsmaschinerie hat

maoglicherweise einen Einfluss auf die Regulation de r RNA-Synthese

Fur viele Positivstrang-Viren konnte gezeigt werden, dass die
Replikationskomplexe in verschiedenen Membransystemen der Wirtzelle eingebettet
sind. Bei den Picorna- und Flaviviren sind sie in den Membranen des
Endoplasmatischen Retikulums, bei Togaviren in denen der Endosomen und
Lysosomen und bei den Nodaviren in den der Mitochondrien zu finden (Salonen et
al., 2005). Diese Einbettung steigert die Effizienz der Replikation, da die beteiligten
Proteine, bzw. die RNA vermutlich gezielter miteinander interagieren kdnnen. Die
Wahrscheinlichkeit, dass die einzelnen, dissoziierenden Komponenten frei im
Zytoplasma aufeinander treffen, ist geringer. Proteine des Replikationskomplexes der
Positivstrang-Viren bewirken aktiv, dass die Membran sich einstilpt oder Vesikel
formt, die dadurch eine schiitzende Umgebung fir die RNA-Replikation bildet
(Salonen et al., 2005). Fur verschiedene behillte Viren konnte gezeigt werden, dass
das Matrixprotein mit Wirtszellproteinen interagiert, die Bestandteile des Vacuolar
Protein Sorting (VPS)-Signalwegs sind (Chen et al., 2008). Dies ist fir NSV bisher
nicht beschrieben, kdnnte aber vielleicht auch wichtig sein. In der Immunfluoreszenz
der Komplementierungsversuche konnte fur die Hi-T Mutanten SAD R58G, SAD
34AAA und SAD 104AAA eine deutlich diffusere Verteilung des Matrixproteins im
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Zytoplasma beobachtet werden, wo hingegen die Hi-R Mutanten SAD 20AA und
SAD 196AAA eine deutliche Anlagerung des Matrixproteins an der Zellmembran
aufwiesen (siehe Kap.3, Abb.12). Es muss bei dieser Uberlegung bedacht werden,
dass das Tollwutvirus ein Negativ-Strang RNA-Virus ist, welches fir die Prozesse der
Replikation und Transkription die gleiche Polymerase einsetzt. Eine denkbare
Theorie ware, dass die Regulation der RNA-Synthese abhéangig von der Lokalisation
in der Zelle ablauft. Wahrend die Transkription ein Prozess ware, der vermehrt im
Zytoplasma stattfindet, wiirde die Replikation, ahnlich wie bei den Positivstrang RNA-
Viren eher an der Zellmembran ablaufen. Das Matrixprotein stellt das Bindeglied
zwischen dem Ribonukleoproteinkomplex, welches die Viruspolymerase und die
RNA Dbeinhaltet, und der Zellmembran dar (Mebatsion, Weiland and
Conzelmann,1999). Moglicherweise wird diese Funktion des Matrixproteins in den Hi-
T Mutanten geschwacht und die diffusere Verteilung beglnstigt die Transkription.
Eine verstarkte Anlagerung des Matrixproteins an die Membrane, wie sie bei den Hi-
R Mutanten zu beobachtet war, wirde eine vermehrte Replikation begunstigen. Da
im viralen Kontext eine Vielzahl anderer Proteine an etlichen Interaktionen mitwirken,
kénnen solche Vorgange, besonders im Zytoplasma, leicht maskiert werden und
bleiben in der Immunfluoreszenz unentdeckt. Obwohl eine Regulation der RNA-
Synthese durch die Lokalisation der Transkriptions-, bzw. Replikationsmaschinerie in
der Zelle nicht weiter nachgewiesen werden konnte, ist die auffallige Umverteilung
des Matrixproteins an entweder Zellmembran (Hi-R) oder diffus in der Zelle (Hi-T) ein

wichtiger Hinweis flr weitere Nachforschungen.

4.2.2 Die Promotor- und Antigenompromotoraktivitat der mutierten Viren

Bei der Replikation des Tollwutvirus wird aus der Template-RNA negativer
Orientierung (Genom, Virus RNA) ein Zwischenprodukt positiver Orientierung (CRNA)
gebildet, das Antigenom. Die Synthese dieses komplementaren Strangs startet am
Genompromotor (GP) der am 3’-Ende des (-)-Strang Genoms lokalisiert ist. Dieser
Strang wird von der Polymerase an einem Stiick abgelesen. Im nachsten Schritt setzt
die Polymerase am Antigenompromotor an und es erfolgt die Synthese des neuen
(-)-Strang Genoms. Fur die Promotoren des Genoms und des Antigenoms konnte

gezeigt werden, dass sie die Polymerase-Aktivitat unterschiedlich steuern und damit
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eine regulatorische Funktion in der Replikation, bzw. Transkription erfullen. Der
Antigenompromotor ist fir die virale Polymerase ein starkerer Promotor als der
Genompromotor. So wird gewdahrleistet, dass der gréf3te Teil der neusynthetisierten
RNA Virusgenom ist, was fur die Verpackung in neue infektiose Virionen benétigt
wird (Finke et al., 1997). Da die Promotoren einen Einfluss auf die RNA-Synthese
haben, stellen sie neben der Polymerase selbst, potentielle Interaktionspunkte fur
das Matrixprotein dar. Ein Vergleich von Genom- und Antigenommengen zeigte bei
der Hi-R Mutante SAD 20AA eine Verschiebung des Verhaltnisses, so dass
anndhernd gleiche Mengen an Genom und Antigenom detektiert werden konnten
(siehe Kap. 3 Abb. 18), gleichzeitig wurde die Transkription verringert. Zusammen mit
dem Befund, dass die Mutante SAD 20AA eine bevorzugte Lokalisierung an der
Zellmembran aufwies (siehe Kap. 3, Abb. 12), lasst dies auf einen mdglichen
Zusammenhang zwischen der Lokalisation des Matrixproteins und auf dessen
Wirkung auf die jeweiligen Promotoren und das Verhéltnis von Replikation und
Transkription schlieen. Eine starkere Bindung durch das Matrixprotein an die
Zellmembran konnte die Replikationsaktivitéat positiv beeinflussen. In diesem Fall
ware eine solche Umregulierung sinnvoll, da die Nahe zur Zellmembran eine
gunstige Vorraussetzung fir die Virionenfreisetzung darstellt. Man kénnte demnach
erwarten, dass der Virustiter der SAD 20AA Mutante verglichen zu L16 erhoht ist,
dies konnte jedoch nicht beobachtet werden (siehe Kap.3, Abb. 14). Eine mdgliche
Erklarung hierfir ware die reduzierte Transkription, die zur Folge hat, dass auch
weniger Proteine exprimiert werden kdnnen, ohne die keine Virionen gebildet werden
kénnen. Tatsachlich wies die Mutante SAD 20AA eine verminderte Proteinexpression
auf (Daten nicht gezeigt).

Die Hi-T Mutante SAD 104AAA zeigte ebenfalls eine Veranderung des
Genom-Antigenom-Verhéaltnisses, Genom und Antigenom werden in nahezu gleichen
Mengen gebildet. Im Gegensatz zu der Hi-R Mutante SAD 20AA ist in diesem Fall
eher die Abregulierung der Replikation die Ursache (siehe Kap. 3, Abb.18). Die
Immunfluoreszenzaufnahmen zeigten fur die M Mutante 104AAA eine sehr diffuse
Verteilung in der Zelle (siehe Kap. 3, Abb. 12). Wirde, wie oben fur SAD 20AA
beschrieben, die Genompromotoraktivitat durch eine Anlagerung des Matrixproteins
an der Zellmembran verstarkt werden, konnte die diffuse Verteilung den

gegenteiligen Effekt haben und den Antigenompromotor schwéachen.
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Eine mdgliche Erklarung fur die unterschiedliche Regulation der RNA-
Synthese kdnnte demnach die unterschiedliche Lokalisation der Transkriptions-, bzw.
Replikationsmaschinerie (siehe Kap. 4.2.1), vermittelt durch das M Protein, an

unterschiedlichen zellularen Membranen sein.

4.2.3 Das Matrixprotein und das Phosphoprotein regu  lieren zusammen die
RNA-Synthese

Tollwutviren, die kein Matrixprotein exprimieren, weisen einen Hi-T Phanotyp
auf (Finke,S., Mueller-Waldeck,R., and Conzelmann,K.K., 2003). Zusatzlich dazu
konnte kirzlich gezeigt werden, dass SAD APLP, ein Virus das nur geringe Mengen
an P exprimieren kann, ebenfalls einen Hi-T Phanotyp aufweist (in dieser Arbeit und
Brzdzka, unveroffentlicht). Das Phosphoprotein wirkt als Kofaktor fir die Virus-
Polymerase und als Chaperon fir die Verpackung der viralen RNA in N Proteine.
Zudem ist es ein Inhibitor des Interferonsystems, was es dem Tollwutvirus
ermdglicht, in der Wirtszelle zu Gberleben (Brzézka et al., 2005, 2006). Da die Hi-T
Mutante 104AAA nicht nur eine Veranderung in der RNA-Synthese aufwies, sondern
auch Interferon induzierte, ist anzunehmen, dass dies auf ein Zusammenspiel von
Matrixprotein und Phosphoprotein zurtickzufiihren ist.

Erste Komplementierungsassays zeigten eine deutliche Umverteilung des P
Proteins nach Koexpression von M. Die diffuse Verteilung von P wird durch eine
Interaktion von M in M-ahnliche Strukturen verdndert. Zusatzlich konnte durch die
Markierung von M und P mit Fluoreszenzproteinen eine deutliche Kolokalisation
zwischen M und P beobachtet werden (siehe Kap. 3, Abb. 34). Vermutlich wird die
Regulation der RNA-Synthese unter anderem durch ein Zusammenspiel von M und P
bestimmt.

Um den Bereich der Interaktion einzugrenzen, wurden sowohl N-terminal
verklrzte Matrixproteine, sowie ein C-terminal verkirztes M konstruiert und in
weiteren Komplementierungsassays eingesetzt. Wahrend die N-terminal verkirzten
Mutanten weiterhin Kolokalisation zwischen M und P aufwiesen, konnte dies bei der
C-terminal verkirzten Mutante nicht mehr beobachtet werden (siehe Kap. 3, Abb.
36). Die Interaktionsdomane liegt demnach am C-terminalen Ende des

Matrixproteins.
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Maoglicherweise spielt beim Prozess der RNA-Syntheseregulation der Einfluss der M
und P Interaktion auf die Konformation und damit deren Affinitdt zu den Promotoren
der Polymerase eine entscheidende Rolle. Durch die Bindung des M-P Komplexes
kénnte die Konformation der Polymerase zu Gunsten der Replikation verédndert
werden. M-P Komplexe dienen moglicherweise als Signal dafur, dass gentigend
Proteine vorhanden sind. Eine unndtige Transkription ware fur die Wirtzelle und somit
fur das Virus eine Energieverschwendung. Fehlt eines der Proteine, kann keine M-P
Interaktion stattfinden und die Polymerase nimmt die Form einer Transkriptase an.
Somit kénnte eine Defizienz an M und P Protein aufgehoben werden.

Vermutlich verloren die Hi-T Mutanten entweder die Fahigkeit, exakt mit dem
Phosphoprotein zu interagieren oder sie waren in ihrer eigenen Konformation so
verandert, dass sie keine Wirkung auf die Polymerase zeigen konnten, was eine
erhohte Transkriptaseaktivitat zur Folge haben kénnte. Im Gegensatz dazu mussten
nach dieser Theorie die Hi-R Mutanten eine besonders stabile Form der Interaktion
des M-P Komplexes mit der Polymerase aufweisen, damit diese vermehrt als
Replikase aktiv wird.

Um diese Hypothese zu beweisen, sollte die Interaktion zwischen M und P
biochemisch durch Koimmunprazipitation nachgewiesen werden. Da das
Matrixprotein andere Proteine unspezifisch bindet, war es allerdings trotz
Modifikation zahlreicher Faktoren im Rahmen dieser Arbeit nicht mdglich ein

aussagekraftiges Ergebnis zu erzielen.

4.2.4 Die indirekte Regulation der RNA-Synthese Gibe r das Nukleoprotein

Erst kirzlich wurde mit Hilfe von Réntgenstrukturanalysen geklart, wie das
Nukleoprotein die Virus-RNA ummantelt. In dieser Form ist die virale RNA vor der
Erkennung durch das Immunsystem der Wirtszelle geschitzt. Damit die Virus-
Polymerase Zugang zu der RNA hat, muss sich das Nukleoprotein durch eine
Konformationsveranderung o6ffnen (Albertini et al., 2006; Green et al., 2006, Albertini
et al., 2008). Eine denkbare Theorie ist, dass M-P Komplexe Auswirkungen auf das
Nukleoprotein haben und so die RNA-Synthese regulieren. Die Polymerase konnte
mit Hilfe des Komplexes die getffnete Struktur des Nukleoproteins stabilisieren und

leichter die Gesamt-RNA ablesen. In diesem Fall wére eine starkere Bindung des
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Komplexes, wie es fir die Hi-R Mutanten zutreffen kdonnte, eine Erklarung fur eine
gesteigerte Replikationsrate. Der M-P Komplex konnte durch die Mutation im
Matrixprotein stabilisiert werden und das Nukleoprotein effizienter im gedffneten
Zustand halten. Die Hi-T Mutanten dagegen kénnten diese Fahigkeit verloren haben.
Somit ware die Konformationsdnderung des Nukleoproteins als indirekter Effekt des
Matrixproteins die Ursache fur eine verdnderte RNA-Synthese Regulation. Die in
dieser Arbeit vorgestellten Daten deuten auf einen solchen Mechanismus hin. Ein
Beweis fur diese Theorie konnte allerdings nicht erbracht werden, da eine
aussagekraftige  direkte  Analyse der M-P-Interaktion mit Hilfe von

Koimmunprazipitationsexperimenten nicht moéglich war.

4.3 Tollwutvirus und Interferoninduktion

Ob ein Virus erfolgreich in der Wirtzelle repliziert, h&ngt unter anderem davon
ab, wie gut es sich vor antiviralen Abwehrmechanismen der infizierten Zellen
schitzen kann. Das Tollwutvirus erreicht dies mit Hilfe des Phosphoproteins, es ist in
der Lage, die Signalkaskade einer Interferoninduktion an 2 Stellen zu unterbrechen
(Brz6zka et al., 2005, 2006).

Bei den Untersuchungen der Hi-T Mutanten waren neben der erhohten
Transkriptionsrate auch eine erhdhte Proteinexpression zu beobachten (siehe Kap.
3, Abb. 29). Vermutlich verursachte diese hohe Konzentration an exprimierten
Proteinen in BSR T7/5-Zellen einen zytopathischen Effekt (CPE) (siehe Kap. 3, Abb.
30A).

Die Beobachtungen, dass die interferonkompetente Zelllinie HEp-2 nach
Virusinfektion keinen CPE aufwies und die Hi-T Viren in der Replikation deutlich
attenuiert waren (siehe Kap.3, Abb. 30B), war Anlass fur weitere Untersuchungen
hinsichtlich der Interferoninduktion. Es konnte nachgewiesen werden, dass die Hi-T
Mutante SAD 104AAA nicht mehr mit der Interferoninduktion interferieren konnte und
damit die zellulare Abwehrreaktion aktiviert wurde. Die erhdhten Mengen an viralen
MRNA Molekilen kdnnen nicht die Ursache dieser Induktion sein, da die restlichen
Hi-T Mutanten, 34AAA, 35AA und 99R, keinen solchen Effekt aufwiesen (siehe Kap.
3, Abb. 31). Die aus der erhohten Transkription resultierende vermehrte Expression
des Interferonantagonisten Phosphoprotein (P) konnte einer gesteigerten
Interferoninduktion durch héhere virale mMRNA-Mengen entgegenwirken.
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Neben der einfachen Erhohung der absoluten P Protein Konzentration in
virusinfizierten Zellen kdonnten die in dieser Arbeit gefundenen Hinweise auf die
Existenz eines regulatorischen M-P Komplexes auch auf eine direkte Beteiligung der
M-P-Komplexe an der interferonantagonistischen Wirkung von P hindeuten.

Eine M/P Interaktion wére in der Mutante SAD 104AAA vermutlich verstarkt,
was P an einer Interferenz mit IFN hindern wirde. Die ubrigen Hi-T Mutanten waren
nicht in der Lage die Induktion der zellularen Interferonantwort zu unterbinden.
Maogliche Wirkungen der M-P Komplexe auf die Interferoninduktion sind in Abbildung

37 zusammengefasst.

TBK-1—™ IRF3/7 —*

leader RNA und mRNAs
H p HwH L ~eee Genom

000 Antigenom

Abbildung 37: Modell der Inhibition der Interferoni nduktion durch Phosphoprotein und
Matrixprotein. Durch die Enkapsidierung der RNA durch das Nukleoprotein wird sie nicht durch den
zellularen Rezeptor RIG-I erkannt. Das Phosphoprotein inhibiert die Phosphorylierung von IRF3/7
durch TBK-1 und die Translokation des pY-STATL1 in den Zellkern und kann so eine Interferonabwehr
der Zelle verhindern (Brzozka et al., 2005, 2006). Eine Konformationsanderung des Nukleoproteins
durch die Bindung eines defekten M-P Komplexes kdnnte verursachen, dass das Nukleoprotein sich
nicht mehr schitzend um die RNA legen kénnte. Sie wéare vor der Erkennung durch RIG-I nicht sicher.
Weiterhin kénnten M-P Komplexe die Aktivitdt des P direkt inhibieren. Ein defektes Matrixprotein
kénnte auch die Konformation des Phosphoproteins derart verandern, dass es seine Funktion als
Inhibitor nicht mehr erfullen kann.

111



Kapitel 4: Diskussion

4.4 Quantitative PCR (qPCR)

Bisher wurden aufgrund der geringen Mengen an RNA radioaktiv markierte
DNA-Sonden oder direkt radioaktive RNAs zur Quantifizierung eingesetzt. Mit der
EinfUhrung einer neuen Methode, der quantitativen PCR, steht nun eine genauere,
leichter handhabbare und aus sicherheitsaspekten bessere Methode zur Verfigung.
Mit ihrer Hilfe kbnnen nach einer RT-Reaktion die Mengen einer spezifischen RNA
bestimmt werden und erlauben den Vergleich der RNA-Syntheserate eines Virus. Im
Verlauf dieser Arbeit wurde die gPCR fir die Quantifizierung von Virus-RNA etabliert.

Fur eine erfolgreiche gPCR missen mehrere Faktoren bertcksichtigt werden.
Nicht nur die Sequenzen der ausgesuchten Primer und Hybridisierungsproben
mussen stimmen, auch deren Konzentration ist relevant. Grof3ere Mengen an DNA
lassen sich z.B. nicht quantifizieren, wenn der Vorrat an Primern und/oder
Hybridisierungsproben bereits nach wenigen Zyklen erschopft ist. Die spezifische
Bindung der Primer und Hybridisierungssonden an die DNA kann nur durch die
richtige Annealingtemperatur erfolgen. Sonst werden durch unspezifische
Hybridisierungsereignisse falsche DNA-Bereiche amplifiziert und kénnen ein falsch-
positives Signal ergeben. Ein weiterer Faktor ist die in dem Reaktionspuffer
vorhandene Magnesiumkonzentration. Die Mg**-lonen stabilisieren die spezifische
Anlagerung der Primer an die Template-DNA. Die anschlieRende Quantifizierung
erfolgt mit Hilfe der erstellten Standardkurve.

Durch Modifikation der einzelnen Faktoren konnte eine nahezu 100%-ig
effektive qPCR etabliert werden. Dies konnte an der Verzehnfachung der DNA-
Menge in etwa 3,33 Zyklen festgemacht werden. Mit der quantitativen PCR konnte in
dieser Arbeit eine wichtige Methode fir die weitergehende Analyse der viralen RNA-
Akkumulation in infizierten Zellen entwickelt werden. Allerdings schienen die
Absolutwerte und die Verhaltnisse der RNAs sehr stark abzuweichen von den
Ergebnissen der Northernblotanalysen. Eine weitere Optimierung kdnnte durch eine

weitere Eichung der RNA Standards erreicht werden.
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4.5 Ausblick

In  dieser Arbeit konnten verschiedene  Hinweise auf den
Regulationsmechanismus des Matrixproteins auf die RNA-Synthese gefunden
werden. Immunfluoreszenzaufnahmen zeigten, dass die Lokalisation des
Matrixproteins in der Zelle relevant sein konnte. Weiterhin wurden Hinweise auf eine
Interaktion und Kolokalisation von M und P gefunden, die entweder fir die
Polymerasefunktion oder die Rekrutierung des M an die RNP Templates wichtig sein

kénnte. Beides bietet eine gute Grundlage fir weitere Nachforschungen.
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Zusammenfassung

Das Matrixprotein (M) des Tollwutvirus (Rabies Virus; Genus Lyssavirus; Fam.
Rhabdoviridae) erfillt unterschiedliche Funktionen im viralen Zyklus. Zum einen
fungiert es als Strukturprotein, das fur die Kondensierung der Ribonukleoprotein
Komplexe (RNP), die Assemblierung der Virushiille und das Knospen von Virionen
verantwortlich ist. Zum anderen reguliert es die RNA-Synthese des Virus durch

bisher unbekannte Mechanismen.

In dieser Arbeit wurde eine Bibliothek von M Protein Mutanten durch
ortsgerichtete Mutagenese hergestellt und deren Funktion beim Virus-Assembly und
bei der Regulierung der RNA-Synthese untersucht. Mit Hilfe von
Komplementationsexperimenten konnten zunachst solche Mutanten identifiziert
werden, die hinsichtlich ihrer Funktion bei der Virusbildung intakt waren, die aber im
Vergleich zum Wildtyp Virus deutliche Unterschiede bei der Regulierung der RNA-
Synthese aufwiesen. Vier Mutanten mit Veranderungen in unterschiedlichen
Bereichen des M Proteins wiesen den bereits als high transcription (Hi-T) bekannten
Phéanotyp auf, bei dem Uberproportional viele mRNAs synthetisiert werden.
Zusatzlich konnten erstmals 2 Mutanten erzeugt werden, die zu einer erhéhten
Produktion von Replikationsprodukten fuhrten und die als high replication (Hi-R)
bezeichnet wurden. Interessanterweise konnte mit Hilfe von
Immunfluoreszenzaufnahmen infizierter Zellen Hinweise gefunden werden, dass
Mutationen mit Effekten auf die RNA-Synthese zu einer veranderten intrazelluléaren
Lokalisation des M Proteins fuhren kénnen. Hi-R M Proteine schienen verstarkt mit
der Zytoplasmamembran assoziiert zu sein, wahrend Hi-T M Proteine eher diffus
oder vesikular im Zytoplasma verteilt waren. Diese Ergebnisse liefern weitere
Beweise fir die Regulation der RNA-Synthese durch das M Protein.

Die relevanten Mutationen wurden in die Genome von rekombinanten Tollwutviren
integriert, um die Phanotypen im viralen Kontext zu bestatigen und um Anhaltspunkte
fur die zugrunde liegende Mechanismen zu erhalten. In der Tat konnten die
Ergebnisse der in trans-Komplementierungstests bestéatigt werden. Um zu
untersuchen, in welchem Mal3e die RNA-Synthese durch die eingebrachte Mutation
beeinflusst wird, wurden Northern Hybridisierungen durchgefihrt und zusatzlich eine
guantitative RT-PCR (gPCR) zur Bestimmung der RNA Mengen etabliert. Die RNA-
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Quantifizierungen zeigten im Vergleich zum Wildtypvirus SAD L16 fur die Hi-T
Mutanten eine deutliche Zunahme der mRNA-Mengen, wéhrend die Mengen an
Genom reduziert waren. Es konnte eine Zunahme der Transkriptionsraten auf bis zu
700% beobachtet werden. Die Hi-R Mutanten hingegen zeigten eine erhdhte
Replikationsrate. Die Erhéhnung der Transkriptionsrate in Hi-T Mutanten wirkte sich
nicht proportional auf die erzielten Virustiter aus, was vermutlich auf eine zu

beobachtende erhdhten Zytopathogenitat der Virusmutanten zurtickzufiihren ist.

Als maoglicher Interaktionspartner fur das M Protein konnte das Phosphoprotein
identifiziert werden, das als Chaperon flr die Enkapsidierung der viralen RNA, als
Kofaktor fir die virale Polymerase und als Interferon-Antagonist fungiert. Dies wird
durch 2 unabhangige Befunde bestéatigt. Zum einen nimmt das ansonsten
gleichmaliig in der Zelle verteilte P Protein nach Ko-Expression des M Proteins
dessen typische Verteilung an. Zum anderen war die Hi-T Mutante SAD 104AAA, im
Gegensatz zum Wildtyp Virus nicht mehr in der Lage, die zellulare Interferon
Produktion zu unterdriicken, was auf eine Funktionsstérung des P Proteins durch die
Bindung an das mutierte M Protein hinweist. Dies sind erste Hinweise auf eine Rolle

des M Proteins bei der antiviralen Immunantwort.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass RNA-Syntheseregulation und Virus-
Assembly in der Tat funktionell voneinander getrennt werden kdnnen und dass
Effekte auf die RNA-Synthese durch Mutationen in unterschiedlichen Bereichen des
M Proteins erzielt werden kdnnen. Die weitere Charakterisierung der Interaktion des
M Proteins mit P, einer Komponente des Polymerase Komplexes, kdnnte die Basis

eines mechanistischen Modells fur die Regulierung der RNA Synthese liefern.
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Summary

The matrix protein (M) of the rabies virus (Genus Lyssavirus; Fam.
Rhabdoviridae) has two different functions in the viral cycle. It is a structural protein,
which is responsible for the condensation of the ribonucleoprotein complexes
(RNPs), the assembly of the virions and the budding of the virus out of the host cell.
And it also regulates the RNA-synthesis of the virus, of which the mechanisms are

still unknown.

With the help of site-directed mutagenesis a library of M protein mutants was
established and analyzed in their functions in virus assembly and RNA-synthesis
regulation. Through complementation assays it was possible to identify those
mutants, which were functional in virus assembly, but showed significant differences
to the wild type rabies virus in regulation of the RNA-synthesis. Four mutants with
mutations in different regions of the matrix protein showed a previously described
high transcription (Hi-T) phenotype. They were synthesising high levels of mRNA.
Additionally 2 mutants with a new phenotype could be created, which showed high
levels of replication products and were therefore classified as high replication (Hi-R)
viruses.

Interestingly when looking at the infected cells via immune fluorescence
microscopy it could be found, that those mutations with effect on their RNA-synthesis
showed an altered intracellular distribution of the M protein. Hi-R M proteins showed
an increased association with cytoplasm membranes, where as Hi-T M proteins
showed a rather diffuse or vesicular distribution in the cell cytoplasm. These results
are therefore further evidence that the regulation of RNA-synthesis is regulated by
the matrix protein.

The relevant mutations where then integrated into recombinant rabies viruses
to confirm the phenotypes in the whole viral context and to find indications for the
regulation mechanisms. Indeed the results of the in trans complementation assays
could be confirmed. In order to check how the mutations influence the RNA-
synthesis, Northern Hybridisations were done and a gPCR established. These
methods were used to quantify the RNA levels of the different viruses. Compared to
the wild type virus SAD L16 the RNA gquantification showed a significant increase of
MRNA for the Hi-T mutants, whereas the genome RNA levels were decreased,
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resulting in an increase of the transcription rate of up to 700%. In contrast the Hi-R
mutants showed a higher genome RNA level, thus having a lower transcription rate.
Although having a higher transcription rate, the Hi-T mutants did not result in higher
virus titers, which is probably due to the high cytopathogenic effect of the virus

mutants.

The phosphoprotein, which chaperones the encapsidation of viral RNA, is a cofactor
for the viral polymerase and is an interferon antagonist, was identified as a possible
interaction partner for the matrix protein. This has been confirmed by 2 independent
results. First being the phosphoprotein, which when coexpressed with the matrix
protein, shows a change of allocation within the host cell from being diffuse to
forming M typical structures. Secondly the Hi-T mutant SAD 104AAA was not able of
interfering with the cellular interferon production, as the wild type virus is capable of.
This is probably caused through a functional disturbance of the P protein through M,
thus possibly being the first evidence for the role of M in the antiviral immune

response.

The results of this thesis show, that RNA-synthesis regulation and virus assembly are
indeed functionally different. It could also be demonstrated and that different
mutations in diverse areas of the m protein have an effect on the RNA.synthesis
regulation. As the phosphoprotein is a component of the polymerase, further
characterisation of the interaction with the matrix protein could be the base of the
mechanism model for the regulation of the RNA-synthesis.
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