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Einfiihrung 1

1 Einleitung

1.1 Die zwei Komponenten des humanen Immunsystems

Das humane Immunsystem ist ein auBlerordentlich vielseitiges Abwehrsystem, das
dazu dient, den Organismus vor eindringenden Mikroorganismen oder auch entarteten
Zellen zu schiitzen. Die Komponenten dieses Abwehrsystems lassen sich funktionell
wie evolutionsbiologisch in das angeborene und das adaptive Immunsystem
unterteilen. Zentrale Aufgabe beider Systeme ist die Unterscheidung zwischen
,JFremd’ und ,Selbst’.

Das angeborene Immunsystem stellt die erste Abwehrbatterie gegen eindringende
Mikroorganismen dar und ist in der Lage, auf Krankheitserreger in kiirzester Zeit zu
reagieren. Die Mechanismen dieses Schutzes sind nicht spezifisch gegen ein
bestimmtes Pathogen gerichtet, sondern ermoglichen die Erkennung weit verbreiteter
molekularer Muster, die in Gefahrensituationen oder Mikroben vorkommen. Dabei
verlaufen die Reaktionsmechanismen bei wiederholten Kontakten mit einem bereits
vormals bekdmpften Pathogen immer gleichartig.

Erst wenn es dieser ersten Abwehrbatterie des angeborenen Immunsystems nicht
gelingt, eine Infektion zu eliminieren, greifen die Mechanismen des adaptiven
Immunsystems. Die Reaktion des adaptiven Immunsystems ist dabei hoch spezifisch
fiir ein bestimmtes Pathogen. AuBlerdem verfligt das adaptive System iiber ein
,Jmmunologisches Gedéchtnis’: Setzt sich das Immunsystem zu einem spédteren
Zeitpunkt erneut mit dem Pathogen auseinander, wird dieses Pathogen wesentlich
schneller und effizienter neutralisiert.

Das wesentliche Unterscheidungsmerkmal dieser beiden Systeme besteht in den
grundverschiedenen Strategien, mit denen Pathogene erkannt werden. Dennoch sind
angeborenes und adaptives Immunsystem nicht als unabhédngige Systeme zu

betrachten, sondern funktionell eng miteinander verzahnt.

1.1.1 Das Prinzip der Antigenerkennung des adaptiven Immunsystems

Das adaptive Immunsystem stellt den phylogenetisch jiingeren Teil des
Immunsystems dar und tritt erst mit der Evolution der Vertebraten in Erscheinung.'

Immunerkerkennung durch das adaptive Immunsystem wird durch zwei verschiedene
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Antigen-Rezeptoren vermittelt: den T-Zell-Rezeptoren und den Immunglobulinen (B-
Zell-Rezeptoren und Antikorper). Der genetische Bauplan dieser Rezeptoren ist im
Gegensatz zu allen anderen Proteinen eines Organismus nicht in der Keimbahn
festgelegt.” Die entsprechenden Gene werden erst wihrend der Lymphozytenreifung
aus verschiedenen konstanten und variablen Fragmenten durch den Vorgang der
somatischen Rekombination zusammengesetzt. Diese somatische Rekombination
fiihrt zu einer enormen Anzahl verschiedener Rezeptoren, die (im Falle der B-Zellen)
durch somatische Hypermutation und Immunglobulin-Klassenwechsel noch weiter
gesteigert wird.*” Die so entstandene ernorme Diversitit ermdglicht die Erkennung
nahezu jedes moglichen Antigens durch einen fiir das Antigen spezifischen Antigen-
Rezeptor.

Die Aktivierung eines Antigen-Rezeptors durch das ,passende’ Antigen fiihrt zu der
klonalen Expansion und weiteren Differenzierung der entsprechenden T- oder B-
Zelle. Diese klonale Expansion und Differenzierung ist notwendig, um eine effiziente
adaptive Immunantwort zu generieren und stellt auferdem die Grundlage des
,mmunologischen Gedichtnisses’ dar. Da diese Prozesse jedoch vor allem bei
erstmaligem Antigen-Kontakt relativ viel Zeit bendtigen, sind sie fiir die friihe
Abwehr von eindringenden Pathogenen ungeeignet. Diese frithe Abwehr wird von
dem angeborenen Immunsystem ausgeiibt, welches in der Lage ist, unmittelbar auf
Pathogene zu reagieren. Aullerdem sind fiir eine effektive Aktivierung des adaptiven
Systems ko-stimulatorische Signale und eine effiziente Antigen-Prisentation
Voraussetzung - beides Prozesse, die durch die Mechanismen des angeborenen

Immunsystems kontrolliert werden.

1.1.2 Das Prinzip der Mustererkennung des angeborenen Immunsystems

Das angeborene Immunsystem stellt den phylogenetisch é&lteren Teil der
Immunabwehr dar.® In unterschiedlicher Ausprigung ist ein angeborenes
Immunsystem wahrscheinlich in allen Metabionta vorhanden.’

Die grundlegende Erkennungsstrategie des angeborenen Immunsystems ist die
Identifikation fremder molekularer Muster, sogenannter pathogen-associated
molecular patterns (PAMPs). Trager dieser Muster-Erkennung sind die sogenannten
Mustererkennungsrezeptoren (PRRs; pattern-recognition receptors). Sie sind in der

Lage, eine Vielzahl verschiedener Molekiile zu erkennen, sofern diese ein bestimmtes
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molekulares Muster aufweisen.® Diese molekularen Muster bzw. PAMPs sind durch
drei entscheidende Merkmale gekennzeichnet:

- PAMPs sind Bestandteil mikrobieller Strukturen oder Bestandteil von
Stoffwechselwegen, die im Wirt nicht vorkommen und so die Unterscheidung
zwischen ,Fremd’ und ,Selbst’ erlauben.

- PAMPs sind essentielle Bestandteile mikrobieller Physiologie und kdnnen
daher trotz Selektionsdruck kaum veréndert werden.

- PAMPs sind meist charakteristisch fiir eine bestimmte Klasse von
Mikroorgansimen und geben daher Aufschluss iiber die Art der Infektion.®’

Im Gegensatz zu den Antigen-Rezeptoren des adaptiven Immunsystems ist die
genetische Information der PRRs in der Keimbahn kodiert. Die Zahl der
verschiedenen PRR ist daher limitiert. Dennoch ist auf Grund des oben beschriebenen
Prinzips der Mustererkennung die Anzahl der Liganden und der dadurch erkannten
Pathogene nahezu unbeschridnkt. Des Weiteren werden einige PRRs von einer
Vielzahl verschiedener Zelltypen exprimiert, die nicht primir Immunzellen darstellen
mussen.

Typischerweise fiihrt die Aktivierung eines PRR iiber eine intrazelluldre
Signalkaskade zur Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren wie z.B. NF-kB
(nuclear factor kappa B), AP-1 (activator protein 1) oder IRFs (interferon regulatory
factors). Diese  Transkriptionsfaktoren induzieren unter anderem  pro-
inflammatorische, anti-virale oder chemotaktische Zytokine und bestimmen so die
Effektormechanismen der anschlieBenden Immunantwort. AuBlerdem ist die Aktivitét
von PRREs fiir eine effiziente Antigen-Prisentation und Expression ko-stimulatorischer

Molekiile notwendi g.8,10-12

1.2 Mustererkennungsrezeptoren

Mustererkennungsrezeptoren (PRRs) werden anhand struktureller Merkmale in
verschiedene Gruppen eingeteilt. Diese Gruppen konnen entsprechend ihrer
intrazelluldren Lokalisation weiter unterteilt werden. Die Gruppe der Toll-like
receptors (TLR) und die Gruppe der C-type lectin receptors (CLR) sind in der
Plasmamembran oder der endosomalen Membran verankert. Die Gruppe der RIG-I-

like helicases (RLH, auch Rig-I-like receptors), die Gruppe der nucleotide-binding
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domain leucine-rich repeat Proteine (NLR) und die Komponenten der Inflammasome
sind hingegen im Zytoplasma der Zelle lokalisiert.

Die TLRs stellen die am besten charakterisierte Gruppe dar und umfassen im
humanen System 10 Rezeptoren. Die TLRs erkennen ein sehr breites Spektrum
unterschiedlicher PAMPs (Lipide, Lipoproteine, Nukleinsduren und Proteine), die
einem ebenfalls sehr breiten Spektrum verschiedener Pathogene entstammen
(Bakterien, Viren, Pilzen und Parasiten).”” Eine Subfamilie bilden die Nukleinsdure-
erkennenden TLRs: TLR3, TLR7, TLR8 und TLRY. Im Gegensatz zu anderen TLRs,
die an der Zelloberflache lokalisiert sind, liben sie ihre Funktion in den intrazelluldren
Endolysosomen aus. AuBlerdem kennzeichnet die Gruppe der Nukleinsdure-
erkennenden TLRs, dass sie zusdtzlich zu der Induktion pro-inflammatorischer
Zytokine, die von allen TLRs hervorgerufen werden kann, iiber die Aktivierung von
interferon regulatory factors (IRFs) die Produktion von Typ-I-Interferon (Typ-1-IFN)
bewirken.'*

Die ebenfalls in der Zellmembran verankerten CLRs teilen als charakterisierendes
Strukturmerkmal eine Kohlenhydrat bindende c-type lectin-Doméne. CLRs werden
unter anderem von dendritischen Zellen (DCs), Makrophagen, Monozyten und B-
Zellen exprimiert und erkennen verschiedene Pilze, Bakterien, Viren oder auch
Bestandteile nekrotischer Zellen."

Die zytoplasmatisch lokalisierten NLRs sind charakterisiert durch eine zentrale
nucleotide oligomerization domain und eine C-terminalen leucine rich repeat domain.
Anhand der Struktur der N-terminalen Domine werden fiinf verschiedene NLR-
Subfamilien unterschieden (NLRA, NLRB, NLRC, NLRP und NLRX).16 Die
Proteine der Subfamilie der NLRCs beispielsweise tragen eine N-terminale CARD-
Domaéne. Zu dieser Subfamilie zdhlen unter anderen die Proteine NOD1, NOD2 oder
NLRC4 (IPAF). Die Proteine NODI und NOD2 erkennen von Peptidoglykan
abgeleitete Strukturmotive Gram-negativer und Gram-positiver Bakterien und
induzieren daraufhin die Transkription pro-inflammatorischer Zytokine.'” Die
Proteine der Subfamilie der NLRPs tragen eine N-terminale Pyrin domain. Die zu
dieser Subfamilie zu zdhlenden Proteine NLRP1 (NALP1) und NLRP3 (NALP3,
Cryopyrin, CIAS1) sowie das Protein NLRC4 sind in der Lage, die Formierung
multimerer, zytosolischer Proteinkomplexe, der sogenannten Inflammasome,
auszuldsen.'®"” Neben diesen drei NLRs ist der DNA-Sensor AIM2 ebenfalls in der

Lage ein Inflammasom zu aktivieren.'® Die Aktivitit dieser makromolekularen
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Proteinkomplexe iiberfiihrt Procaspase-1 in die biologisch aktive Form Caspase-1, die
wiederum IL-18 und IL-18 proteolytisch aktiviert. Die Gruppe der Inflammasome
unterscheidet sich also von anderen PRR dadurch, dass sie bereits synthetisierte
Proteine aktivieren und keine direkte transkriptionelle Kontrolle ihrer ,Ziel’-Proteine
ausiiben. Fine weitere Besonderheit stellt die Tatsache dar, dass das NLRP3
Inflammasom neben einigen mikrobiellen Strukturen viele endogene Gefahrensignale,
sogenannte danger-associated molecular patterns (DAMPs) erkennt.'®

Die Gruppe der RLHs umfasst drei zytoplasmatische Proteine: RIG-I, MDAS5 und
LGP2. Im Gegensatz zu anderen PRRs werden sie nahezu ubiquitir exprimiert.'® Die
RLHs erkennen virale Nukleinsduren und induzieren neben pro-inflammatorischen
Zytokinen v.a. eine Typ-I-Interferon-Antwort.

Jenseits dieser Gruppen sind einzelne Rezeptoren zytoplasmatischer DNA-Erkennung
bekannt. Das DNA-bindende Protein DNA-dependent activator of IFN-regulatory
factors (DAI) erkennt zytoplasmatische doppelstringige DNA (dsDNA) und 16st
daraufhin eine Typ-I-Interferon-Antwort aus."” Die Polymerase III kann
zytoplasmatische poly(dA:dT) Molekiile in dSRNA umschreiben, die dann von RIG-I
erkannt wird.”*** Eine Art universeller Rezeptor fiir Nukleinsduren stellen die High
Mobility Group Box (HMGB) Proteine dar, die in Bezug auf TLRs, RLHs und die
zytosolische DNA Erkennung als Ko-Ligand dienen.”

Einen Uberblick iiber die verschiedenen humanen PRRs und deren Liganden gibt

Tabelle 1.1.
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PRR Lokalisation  Ligand Ursprung des Liganden
TLR
TLR1 Zellmembran  Triacyl Lipoprotein Bakterien
TLR2 Zellmembran  Lipoprotein E:g:iréit’\ngn’
TLR3 Endolysosom dsRNA Viren
TLR4 Zellmembran  LPS Bakterien, Viren, Wirt
TLR5 Zellmembran  Flagellin Bakterien
TLR6 Zellmembran  Diacyl Lipoprotein Bakterien, Viren
TLR7 / TLRS Endolysosom  ssRNA Viren, Bakterien, Wirt
TLRY Endolysosom CpG-DNA g;;fg;ciiljt\e)\?i;n’
TLR10* Endolysosom  unbekannt unbekannt
TLRI11* Zellmembran  Profilin-like molecule Bakterien, Protozoen
RLH
RIG-I Zytoplasma 5’-ppp-RNA RNA und DNA Viren
MDAS Zytoplasma langere dsRNA RNA Viren
LGP2 Zytoplasma unbekannt unbekannt
NLR
NOD1 Zytoplasma iE-DAP Bakterien
NOD2 Zytoplasma MDP Bakterien
CLR
Dectin-1 Zellmembran ~ B-Glucan Fungi
Dectin-2 Zellmembran  p-Glucan Fungi
MINCLE Zellmembran ~ SAP130 Fungi, Wirt
Inflammasome
NLRP1 Zytoplasma ?Arglfl)rax lethal toxin, Bakterien
Toxine, ATP, kristalline  Bakterien, DAMPs,
NLRP3 Zytoplasma Strukturen, Protein phagozytiertes
Aggregate ** Material
NLRC4 Zytoplasma Flagellin Bakterien
AIM2 Zytoplasma dsDNA DNA Viren, Bakterien
Weitere
DAI Zytoplasma dsDNA Bakterien, DNA Viren
HMGBI1 Zytoplasma DNA, RNA Bakterien, Viren
RNA Pol IIT Zytoplasma dsDNA Bakterien, DNA Viren
Tab. 1.1 Ubersicht iiber die bisher beschriebenen PRRs (adaptiert von Kumar

et. al. 2011 und Takeuchi et. al. 2010)."***
Typ-I-Interferon induzierende, anti-virale PRR sind grau unterlegt; *TLR10 wird nur
im humanen, TLR 11 nur im murinen System exprimiert; **detaillierte Auflistung
bisher beschriebener Inflammasom-Liganden sind bei Bauernfeind et. al. 2010

16
besprochen.
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1.2.1 Mustererkennungsrezeptoren der Virus-Abwehr

Die Detektion einer Virusinfektion stellt das angeborene Immunsystem vor eine
besondere Herausforderung: da Viren zur Replikation den Metabolismus des Wirtes
benutzen, sind die viralen, molekularen Strukturen denen des Wirtes in hohem Malf3e
ghnlich.” Dennoch sind bestimmte Mustererkennungsrezeptoren (PRRs) in der Lage,
virale Nukleinsiduren zu erkennen, die sowohl Bestandteil des Virus-Genoms als auch
Zwischenprodukte der Virus-Replikation darstellen konnen. Besonders wichtig ist
dabei die Unterscheidung zelleigener von fremden Nukleinsduren. Diese
Unterscheidung wird hauptsichlich durch zwei Strategien erreicht. Bestimmte PRRs
(wie z.B. RIG-I, MDAS oder TLR9) erkennen molekulare Strukturen der viralen
RNA bzw. DNA, die bei zelleigenen Nukleinsduren nicht (oder sehr selten)
vorkommen oder aber maskiert sind. Weiterhin sind viele PRRs so lokalisiert, dass sie
nur wihrend einer Virusinfektion mit dem jeweiligen Liganden in Kontakt gelangen
konnen - unter physiologischen Bedingungen ist das von ihnen ,iliberwachte’
Zellkompartiment frei von den entsprechenden Nukleinsiuren.?

Die Virus erkennenden PRRs konnen entsprechend der von ihnen erkannten
Nukleinsdure (DNA vs. RNA) und ihrer subzelluliren Lokalisation
(membrangebunden / endosomal vs. zytoplasmatisch) unterteilt werden.

Virale DNA wird im endosomalen Kompartiment von TLR 9 erkannt. Das dabei
entscheidende PAMP sind unmethylierte Cytosin-(phosphat)-Guanin-Dinukleotid-
Motive (CpG-DNA), welche in bakterieller und viraler DNA im Vergleich zu
endogener DNA vermehrt vokommen."> Im Zytoplasma wird virale DNA von DAI,
AIM2 oder iiber den ,Polymerase III - Weg’ erkannt. Die jeweilige Bedeutung dieser
Mechanismen in Bezug auf die Aktivierung der adaptiven Immunantwort ist bis dato
jedoch unklar.'" AuBerdem existieren neben den bisher bekannten PRRs offenbar ein
oder mehrere Rezeptoren, die zytosolische DNA erkennen konnen und eine
Verkniipfung mit dem adaptiven System herstellen.'"*°

Virale RNA wird im endosomalen Kompartiment als dsRNA von TLR3 und als
ssSRNA von den TLRs 7 und 8 erkannt.” Im Zytoplasma kann virale RNA von den
RLHs RIG-I und MDAS5 erkannt werden. Die molekularen Strukturen der RLH-
Liganden, die eine Unterscheidung zwischen ,Fremd’ und ,Selbst’ erlauben, sind

Gegenstand aktueller Forschung und werden im Abschnitt 1.7 detailliert erldutert.
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Zwischen den TLRs und RLHs bestehen malligebende Unterschiede: Wéhrend die
RLHs nahezu ubiquitéir exprimiert werden, ist die Expression der TLRs auf bestimmte

Zelltypen beschrinkt.'>*

Die Tatsache, dass die RLHs im Zytoplasma lokalisiert sind
legt nahe, dass die Zelle, die mittels dieser Rezeptoren virale RNA erkennt, selber
infiziert sein muss.'>* Im Gegensatz dazu miissen Zellen, die virale RNA anhand der
endosomal lokalisierten TLRs 3, 7 und 8 erkennen, nicht seclber von dem
entsprechenden Virus infiziert sein.'>” Diese Uberlegung deckt sich mit der
Tatsache, dass diese TLRs vor allem von dendritischen Zellen (DCs) exprimiert
werden: DCs sind phagozytierende Zellen, die beispielsweise Bestandteile
apoptischer Virus-infizierter Zellen aufnehmen. Die viralen Nukleinsduren, die auf
diesem Wege in die Phagosomen dendritischer Zellen gelangen, konnen dann von

. 12,2
diesen TLRs erkannt werden.'>*

1.2.2 Effektormechanismen anti-viraler Mustererkennungsrezeptoren

Mustererkennungsrezeptoren (PRRs) iiben ihre Wirkung vor allem durch die
Induktion oder Prozessierung verschiedener Zytokine aus. Im Fall der Detektion
viraler Nukleinsduren fiihrt diese Induktion zur Ausschiittung zahlreicher pro-
inflammatorischer und anti-viraler Zytokine. Zentraler Mediator dieser anti-viralen
Immunantwort sind die Typ-I-Interferone.

Die im humanen Immunsystem funktionell relevanten Typ-I-Interferone sind die 12
Proteine bzw. Subtypen des Interferon-a, das Interferon-p und das Interferon-w.”’
Typ-I-Interferon kann von fast allen kernhaltigen Zellen gebildet werden und etabliert
durch autokrine und parakrine Sekretion einen anti-viralen Zustand in den
entsprechenden Zellen. Dieser anti-virale Zustand wird durch die Expression einiger
hundert Interferon-induzierbarer Gene (ISGs) erreicht.®® Zu diesen ISGs gehdren auch
die IRFs und die RLHs, die durch ihre eigene Interferon-induzierende Wirkung als
Bestandteil einer positiv verstirkenden Riickkopplung (positive feedback loop)
gesehen werden konnen.”*

Typ-I-Interferon wirkt mafBigeblich auf die Funktion verschiedener Zellen des
Immunsystems: natiirliche Killerzellen (NK-Zellen) und zytotoxische T-Zellen

3031 CD8"-Zellen reagieren auf Typ-I-

werden durch Typ-I-Interferon aktiviert.
Interferon mit klonaler Expansion und Gedichtnis-Formation.”* Auf B-Zellen wirkt
Typ-I-Interferon direkt und indirekt (durch die Stimulation dendritischer Zellen) und

induziert so die Antikorperproduktion und den Immunglobulin-Klassenwechsel .*~*
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Die Bedeutung des Typ-I-Interferons wird am besten verdeutlicht durch murine
knock-out-Studien, die zeigen, dass ohne den Typ-I-Interferon Rezeptor eine effektive
Virusabwehr unméglich ist.”> In Bezug auf die anti-virale Immunitit kann das Typ-I-
Interferon also als entscheidendes Bindeglied zwischen dem angeborenen und dem
adaptiven Immunsystem gesehen werden.”’

Neben diesen Zytokin-vermittelten Effekten konnen v.a. die TLRs durch ihre
Lokalisation auf spezialisierten Immunzellen spezifische Aufgaben erfiillen. So fiihrt
beispielsweise die Aktivierung von TLR3 auf CD8a” DCs zu effektiver Induktion
zytotoxischer T-Zell-Antworten.”® Die TLRs 7, 8 und 9 werden vor allem von
plasmazytoiden dendritischen Zellen (pDCs) stark exprimiert. Die Aktivierung dieser
TLRs fiihrt dort zur Produktion systemisch wirksamer Mengen des Typ-I-Interferons,

die ein besonderes Kennzeichen der pDCs darstellt.”’

Trotz dieser und anderer Erkenntnisse iiber Lokalisation, Liganden und Funktion der
RNA-Erkennung durch TLRs vs. RLHs ist die jeweilige Bedeutung dieser PRRs in
Bezug auf die Aktivierung des adaptiven Immunsystems schwer abzuschitzen. Fiir
bestimmte Virusinfektionen sind durch murine Anock-out-Studien downstream
gelegener Adapter Molekiile der TLR- und RLH-Signalkaskade die entsprechenden
Beitrage zur Aktivierung des adaptiven Immunsystems untersucht worden. Im Falle
einer Infektion mit LCMV (lymphocytic choriomeningitis virus) wird Typ-I-Interferon
sowohl durch TLRs als auch durch RLHs induziert. Die CD8'-T-Zell-Antwort ist
jedoch abhingig vom TLR-Signal und unabhingig vom RLH-Signal.*® Bei einer
Influenza A Virusinfektion hingegen kann die Ausbildung einer CDS8'-T-Zell-
Antwort durch das RLH-Signal vermittelt werden; die Induktion einer CD4 -T-Zell-
Antwort bzw. Antikérper Produktion bendtigt jedoch die TLR-Signalwege.”
Insgesamt ergibt sich ein Bild, in dem die TLRs wichtiger sind fiir die Aktivierung
adaptiver Immunitét, die Induktion pro-inflammatorischer Zytokine und die
systemische Typ-I-Interferon-Antwort (durch TLR-Expression auf pDCs). Die RLHs
hingegen sind wahrscheinlich eher zustindig fiir die erste, lokale Virus-Einddimmung
durch die Etablierung eines anti-viralen Zustandes in den infizierten und benachbarten
Zellen. Zukiinftige Untersuchungen werden den jeweiligen Beitrag der TLR- und
RLH-vermittelten Virus-Erkennung in Bezug auf die gesamte Immunabwehr einer

Virusinfektion genauer kliren miissen.' "'
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1.3 Die Familie der RIG-I-like helicases

Die Familie der RIG-I-like helicases (RLHs) umfasst drei zytoplasmatische Proteine:
Retinoid acid-Inducible Gene I (RIG-1), Melanoma Differentiation Associated Protein
5 (MDAYS) und Laboratory of Genetics and Physiology 2 (LGP2). Die RLHs werden
ubiquitdr exprimiert und sind auBerdem durch Typ-I-Interferon induzierbar.'®* Die
RLHs erkennen virale dsSRNA und 16sen darauthin eine Typ-I-Interferon-Antwort aus.
Da die RLH Gene nur bei hoheren Vertebraten zu finden sind, geht man davon aus,
dass sie sich evolutiondr als spezialisierte Rezeptoren des Typ-I-Interferon Systems

entwickelt haben.***!

1.3.1 Strukturelle Merkmale der RIG-I-like helicases

Alle drei RLHs tragen eine zentrale DExH/D-Box ATPase- bzw. Helikase-Domine,
und eine C-terminale regulatorische Doméne (RD oder auch repressor domain).
RIG-I und MDAS besitzen auBlerdem zwei N-terminale caspase activation and
recruitment domains (CARDs), die fiir die Signalauslosung essentiell sind. LGP2
weist im Gegensatz zu RIG-I und MDAS keine Signal-Doméne auf.

1 172 251 734 735 925 (AS)

RIG-I
1 190 316 826 827 1025 (AS)

MDA5
1 468 476 678 (AS)

LGP2

Abb. 1.1  Ubersicht iiber die Domiinenarchitektur der RLH.

AS-Positionen der CARDs und Anfang der Helikase-Doméne entsprechend UniProtKB
bzw. Swiss-Prot Database. Positionen der RD und Ende der Helikase-Domaéne
entsprechen den in dieser Arbeit klonierten RD- und N-terminalen Konstrukten.

Die RD wurde urspriinglich als repressor domain beschrieben, die als RIG-I-RD in
cis und als LGP2-RD in trans das RIG-I-Signal inhibiert.** Die RIG-I-RD ist
vermutlich wichtig fiir die auto-inhibitorische Konformation, die das inaktive RIG-I
einnimmt. Spdter konnte eine Struktur- und Funktionsanalyse zeigen, dass die

RIG-I-RD auflerdem als zweite Liganden-Bindungsstelle neben der Helikase-Doméne
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fungiert: die Kristall-Struktur der RIG-I-RD-Doméne zeigt eine positiv geladene
Tasche, die eine Interaktion mit dem 5’-Triphosphat der RIG-I-Liganden
vermittelt.”* Kiirzlich ist auch die Struktur der LGP2-RD mit NMR- und
Kristallographie-Studien identifiziert worden.**’ Gleichzeitig konnte die Struktur der
MDAS5-RD mittels small angle X-ray scattering (Kleinwinkel Rontgenstreuung) und
homology modeling anhand der RIG-I- und LGP2-RDs vorhergesagt werden.*® Die
allgemeine Struktur der RIG-I-, LGP2- und MDAS-RD ist dhnlich: Die RLH-RDs
komplexieren mit je vier Cystein-Resten ein zentrales Zink-Atom. Auflerdem weisen
sie eine positiv geladene, konkave Oberfliche auf, die wahrscheinlich die Funktion

4647 Bestimmte AS-Reste einer mutmaBlich fiir die

einer RNA-Bindungsstelle erfiillt.
Liganden-Spezifitit verantwortlichen Stelle unterscheiden sich jedoch zwischen den
RLH-RDs und konnten unterschiedliche Bindungsverhalten erkldren. In Kooperation
mit der Gruppe von Prof. Karl Peter-Hopfner wurden im Zusammenhang mit den hier
vorgestellten Daten umfassende Struktur-Funktionsanalysen der LGP2-RD

durchgefiihrt, die im Rahmen der Diskussion vorgestellt werden (siehe Abschnitt 4.4).

1.3.2 Virale und synthetische RLH-Liganden

Die strukturellen Eigenschaften der RIG-I-Liganden sind von allen RLHs bisher am
besten untersucht. Das erste entscheidende PAMP fiir die Erkennung durch RIG-I ist
das 5’-Triphosphat der viralen RNA (5’-ppp-RNA). Zelleigene, zytoplasmatische
RNA triagt kein 5’-Triphosphat, da sie iiblicherweise dephosphoryliert, mit einer 5’-
Kappe versehen oder anderweitig prozessiert wird, bevor sie den Zellkern verlaBt.***
Das 5’-Triphosphat erlaubt also im Zytoplasma eine effektive Unterscheidung viraler
von zelleigener RNA. Das zweite PAMP der durch RIG-I erkannten RNAs ist eine
zumindest  partielle  Doppelstrangigkeit oder eine  Einzelstrang-interne
Basenpaarung.”® Dieses zweite Strukturmerkmal stellt beispielsweise in Bezug auf
ss(-)RNA-Viren (Einzelstrang-Genom mit negativer Polaritit) wie das Influenza A
Virus ein sehr effektives PAMP dar. Denn diese Viren sind im Zuge der Replikation
auf Basengepaarte panhandle-Strukturen angewiesen, die von RIG-I erkannt werden,
vom Virus aber nicht modifiziert werden kénnen.'®

Ein weiterer RIG-I Ligand, ist das synthetische dsRNA Analogon polyinosine-
polycytidine (poly(I:C)), wenn es in einer Lange unter 1000 bp vorliegt.”' Zudem ist
beschrieben, dass RIG-I homopolyuridine Motive, die z.B. im Genom des Hepatitis C
Virus (HCV) vorkommen,”” und kleine dsRNAs, die durch RNAse L vermittelte
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Spaltung zelleigener RNA entstehen, erkennen kann.” Ein weiterer Mechanismus
anti-viraler Nukleinsdure Erkennung ist die Transkription viraler DNA durch die
Polymerase III. Die dabei produzierte 5’-Triphosphat-RNA wird wiederum von RIG-I
erkannt und kann so eine Typ-I-Interferon-Antwort ausldsen.”**'

Die Strukturmotive der MDAJS-Liganden werden weniger gut verstanden. Man nimmt
an, dass RNAs, die von MDAS erkannt werden, ldnger als RIG-I-Liganden sind und
komplexe Ordnungsstrukturen wie z.B. Verzweigungen aufweisen. Ein sehr
gebrduchlicher und potenter MDAS-Ligand ist poly(I:C), der allerdings bei Lingen
unter 1000 bp auch RIG-I aktivieren kann.'®>'*

Ob, und in welcher Form diese von RIG-I und MDAS5 erkannten molekularen
Strukturen bei der Infektion durch ein bestimmtes Virus im Zytoplasma vorhanden
sind, lasst sich schwer vorhersagen. Mit knock-out- oder knock-down-Studien kann
jedoch gut untersucht werden, welches Virus dem RIG-I- und/oder dem MDAS-
pathway zuzuordnen ist. Viren, bei denen eine Erkennung iliber RIG-I, MDAS oder

beide Rezeptoren gezeigt werden konnte, sind entsprechend in Abbildung 1.2

dargestellt.
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RIG-I MDAS5

Rhabdoviridae: (-) ssRNA, NS
Vesicular Somatitis Virus
Rabies Virus

Paramyxoviridae: (-) ssSRNA, NS
Respiratory Syncytial Virus
Newcastle Disease Virus

Picornaviridae: (+) ssRNA, NS
Encephalomyocarditis Virus
Theiler's Virus
Mengo Virus

Caliciviridae: (+) ssRMA, NS
Murines Norovirus-1

Sendai Virus S
Orthomyxoviridae: (-) ssSRNA, S Corona\,\//‘nd.ae.(i)l SSR??’ \'\;S
. urines Hepatitis Virus
Influenza A Virus Reoviridae: dsRNA, S

Influenza B Virus
Filoviridae: (+) ssRNA, NS

Orthoreovirus
Flaviviridae: (+) ssRNA, NS

N .EboIaV|rus Dengue Virus
Flaviviridae: (-) ssRNA, NS West Nile Virus
Hepatitis C Virus
Japanese Encephalitis Virus J L
- J

Abb. 1.2 Ubersicht iiber virale RLH-Liganden (adaptiert von Loo et al. 2008 und
Yoneyama et. al. 2010)."¢

Die genomische Grundstruktur ist dargestellt als positive (+) vs. negative (-) Polaritt,
einzelstringig (ssRNA) vs. doppelstringig (dsRNA) und segmentiert (S) vs. nicht-
segmentiert (NS).

1.3.3 Die RLH Signalkaskade

Durch die Bindung des entsprechenden Liganden dndert RIG-I (und wahrscheinlich
auch MDAS) die Konformation, so dass die C-terminalen CARDS zuginglich
werden. Die CARDs von RIG-I und MDAS vermitteln dann via homotypischer
Interaktion die Assoziation an den downstream gelegenen Adapter MAVS
(Mitochondrial Anti-viral Signaling, auch IPS-I, CARDIF und VISA genannt).”” %
MAYVS ist in der duBleren Mitochondrien-Membran verankert, und diese Lokalisation
ist fiir die Funktion offenbar essentiell. NLRX1 (auch NOD9 genannt) ist ebenfalls in
der duferen Mitochondrien Membran lokalisiert und inhibiert die Signaltransduktion
durch MAVS.®' Die weitere Signalkaskade fiihrt iiber die E3 Ubiquitin Ligase TRAF3
(TNF-receptor-associated factor 3) und die Kinasen TBK1 (TANK-binding kinase I)
und IKK-¢ (inducible IkB kinase epsilon) zur Aktivierung von IRF3 und IRF7
(interferon regulatory factor 3 und 7). Dieser Signalweg wird durch die Proteine
TANK (TRAF family member-associated NF-kB activator), NAP1 (NAK-associated
protein 1) und SINTBAD (similar to NAPI TBKI adaptor) reguliert. Ein zweiter Arm
fiihrt iiber TRADD (TNFR-associated death domain protein), FADD (Fas-associated
death domain-conatining protein), RIP-1 (receptor-interacting protein 1), TRAF6

(TNF-receptor-associated factor 6), RIP (receptor interacting protein) und die
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Caspasen 8 und 10 zur Aktivierung von NF-kB. Die Aktivierung und Translokation
dieser Transkriptionsfaktoren in den Nukleus fiihrt schlieBlich zur Induktion pro-
inflammatorischer Zytokine und Typ-I-Interferon,'*!7->440-¢2

Diese Signalkaskade wird an verschiedenen Punkten durch den Mechanismus der
Ubiquitinierung reguliert: TRIM25 (tripartite motif-containing protein 25) und Riplet
(RNF135, RING finger protein 135) sind E3 Ubiquitin Ligasen, die RIG-I mit K63-
verkniipften Ubiquitin-Ketten konjugieren. Diese Poly-Ubiquitinierung ist fiir die
Signal-Aktivitit von RIG-I essentiell.®*®* RNF125 (RING finger protein 125)
hingegen konjugiert RIG-I mit K48-verkniipften Ubiquitin-Ketten, wodurch RIG-I
der proteosomalen Degradation zugefiihrt wird. MDAS und MAVS werden durch
RNF125 ebenfalls negativ reguliert.”” Das MAVS-Signal wird unter anderem durch
die Proteine A20 und DUBA (deubiquitinylating enzyme A) modifiziert. DUBA
inhibiert die Signaltransduktion durch TRAF3, indem es dessen Auto-Ubiquitinierung
verhindert. A20 besitzt sowohl E3-Ligase- als auch deubiquitinierende Funktion und

reguliert NF-kB Aktivitit negativ.’**’



Einfiihrung 15

RNA Virus DNA Virus RNA Virus
vV vV
0 Q )
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Abb. 1.3  Ubersicht iiber die RLH-Signalwege (adaptiert von Takeuchi et al.
2007).%2

1.3.4 Besonderheiten der RLH LGP2

LGP2 unterscheidet sich strukturell von den beiden anderen RLHs RIG-I und MDAS
indem es keine N-terminalen CARDs aufweist. Da diese CARDs die fiir die
Signaltransduktion notwendige Interaktion mit dem Adaptor MAVS vermitteln,
handelt es sich bei LGP2 offenbar nicht um einen eigenstindigen PRR. Die
Sequenzen der LGP2 Helikase- und RD-Doménen weisen eine hohe

Ubereinstimmung mit den entsprechenden RIG-I- und MDAS-Sequenzen auf. Die
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Tatsache, dass diese Domédnen Liganden-Bindestellen darstellen, eine Signal-Doméne
jedoch fehlt, lasst vermuten, dass LGP2 eine regulatorische Funktion ausiiben konnte.
Die ersten funktionellen Studien konnten dementsprechend einen inhibierenden Effekt
von LGP2 auf das RIG-I-Signal demonstrieren; ithre Autoren vermuteten eine
ghnliche Wirkung auf MDAS5.°*% Die erste murine knock-out-Studie ergab jedoch ein
ambivalentes Bild: die Typ-I-Interferon Produktion nach NDV-Infektion (newcastle
disease virus, einem von RIG-I erkannten Virus) fiel in Abwesenheit von LGP2
stiarker aus, wihrend sie nach EMCV-Infektion (encephalomyocarditis virus, einem
von MDAS5 erkannten Virus) durch den LGP2-knock-out abgeschwicht wurde.”® Das
Konzept der LGP2-vermittelten negativen RIG-I- und positiven MDAS5-Regulierung
wurde jedoch durch eine zweite LGP2-knock-out-Studie in Frage gestellt. Nach
Infektion mit bestimmten Viren fiel die Typ-I-Interferon-Antwort in Abwesenheit von
LGP2 schwicher aus, unabhingig davon, ob diese Viren von RIG-I oder MDAS
erkannt werden. Derselbe Effekt konnte beobachtet werden bei der Mutation
LGP2K30A/K3OA, die die ATPase-Aktivitiat der LGP2 Helikase-Domaéne unterbricht. Die
Auswirkung des LGP2-knock-outs und der ATPase-Mutation waren im Falle der {iber
MDAS erkannten Viren (EMCV und Mengo Virus) schwerwiegender. Allerdings
konnten keine Auswirkungen des knock-outs auf die Erkennung von poly(I:C), in
vitro transkribierter RNA (die 5’-Triphosphat tragt) und Influenza Virus festgestellt
werden. Die Autoren spekulieren, dass die Aufgabe LGP2s darin besteht, virale
Ribonukleoproteine (RNP) von entsprechenden Liganden zu entfernen, um so die
dsRNA Erkennung durch RIG-I und MDAS zu ermdglichen.””

Dariiber hinaus existiert evtl. ein RNA-unabhédngiger Mechanismus LGP2 vermittelter
RLH-Regulierung. Die Interaktion LGP2s mit der C-terminalen Region von MAVS
inhibiert offenbar die Interaktion mit IKK-¢ und interferiert so mit der RLH-
Signalkaskade.”

Ob LGP2 seine Funktion iiber die Bindung bestimmter Liganden ausiibt und welche
strukturellen Merkmale diese Liganden auszeichnen, ist bisher unbekannt. Die Studie
von Pippig et. al. konnte zeigen, dass die LGP2-RD dsRNA unabhéngig von einem
5’-Triphosphat bindet. Die Tatsache, dass die Affinitdt der LGP2-RD zu den Duplex
RNAs dabei dhnlich hoch oder hoher ist als die der RIG-I-RD Interaktion mit 5°-
Triphosphat-RNA, konnte auf eine physiologische Bedeutung der RNA-Bindung
durch LGP2 hindeuten.*
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1.4 Fragestellungen

Eine detaillierte Kenntnis der Mechanismen der Virus-Erkennung durch die RIG-I-
like helicases (RLHs) ist aus medizinischer Sicht aus verschiedenen Griinden
ausgesprochen wichtig.

Humanpathogen bedeutsame Viren, wie das Hepatitis C Virus oder das Influenza A
Virus, werden iiber die RLHs erkannt. Entsprechend haben diese Viren Mechanismen

entwickelt, die das RLH-Signal unterbrechen.”>”*

Ein genaues Verstindnis der RLH-
vermittelten Virus-Erkennung und der viralen Evasionsstrategien konnte also die
Grundlage neuer, anti-viraler = Therapien bilden. @ Daneben  existieren
immuntherapeutische Ansitze, die als Therapeutika Liganden der Rezeptoren des
angeborenen Immunsystems einsetzten. So konnte eine erste murine Studie die
Immunstimulation einer 5’-Triphosphat-RNA mit dem Effekt der RNA-Interferenz
kombinieren und in der Therapie eines malignen Melanoms erfolgreich anwenden.”
In den letzten Jahren ist das Verstindnis fiir die Funktion und die Liganden der
Helikase RIG-I stetig gewachsen. Die Funktion des Proteins LGP2 hingegen wird
nach wie vor nur rudimentir verstanden. Bei Beginn dieser Forschungsarbeit nahm
man eine inhibitorische Funktion in Bezug auf die RIG-I- und MDAS5-Signalkaskade
an.”® Erst spiter zeigte die erste Studie einer LGP2-knock-out-Maus eine dichotome
Wirkung LGP2s: als Inhibitor von RIG-I und Aktivator von MDAS5.” Die zweite,
kiirzlich erschienene knock-out-Studie wiederum impliziert eine positive Regulierung
sowohl des RIG-I- als auch des MDAS5-Signals.”' Ebenso unklar wie die Funktion
sind die molekularen Mechanismen durch die LGP2 die RIG-I- und MDAS-Aktivitit
reguliert.

Das Ziel dieser Forschungsarbeit war die Untersuchung der LGP2-vermittelten
Modulation der anti-viralen Aktivitdt von RIG-I und MDAS. Dabei sollte die Rolle
der einzelnen Dominen und auch einzelner, strukturell wichtiger AS geklart werden.
In Kombination mit biochemischen und struktur-biologischen Daten des Labors fiir
,Structural Biology and DNA Repair’ von Prof. Karl-Peter Hopfner sollten dadurch
Riickschliisse auf die molekularen Mechanismen der LGP2-vermittelten RLH-Signal-

Modulation gezogen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerite, Chemikalien und Reagenzien

2.1.1 Gerite

Alphaimager HP
Begasungsbrutschrank

Lamin Air Flow HB 2248
LAS-4000mini

Mikroskop

Mithras LB 940 (Multiplate Reader)
NanoPhotometer

Power Pac 200 (Power Supply)
Thermocycler T3

Trans-Blot SD Semidry Transfer Cell
Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell
Zentrifuge 5415R

2.1.2 Chemikalien und Reagenzien

Zellkultur

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
Fetal Calf Serum (FCS)

L-Glutamin

Ciprofloxacin

Phosphat buffered saline (PBS)
Trypsin-EDTA (1x)

Transfektion und Stimulation

Genejuice
Lipofectamin 2000
Optimem

Poly I:C

Luciferase Assay

Coelenterazine
Passive Lysis Buffer
Luciferase-Assay Kit

Proteinbiochemie

Nitrocellulosemembranen
Nonidet P40

ProteinSimple (Santa Clara, CA, USA)
Heraeus (Hanau, D)
Heraeus (Hanau, D)
Fujifilm (Tokyo, Japan)
Fa. Zeiss (Jena, D)
Berthold (Bad Wilbad, D)
Implen (Miinchen, D)
Biorad (Miinchen, D)
Biometra (Gottingen, D
Biorad (Miinchen, D)
Biorad (Miinchen, D)
Eppendorf (Hamburg, D)

PAA (Linz, A)

Biochrom AG (Berlin, D)

PAA (Linz, A)

Bayer Vital GmbH (Leverkusen, D)
PAA (Linz, A)

PAA (Linz, A)

Merck (Darmstadt, D)

Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
GE Healthcare (Little Chalfont, GB)

Promega (Mannheim, D)
Promega (Mannheim, D)
BioThema (Handen, S)

GE Healthcare (Little Chalfont, GB)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
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NuPage Bis-Tris Gels

NuPage SDS Running Buffer

Prestained protein molecular weight marker
Protease Inhibitor cocktail tablets

FLAG Peptide

Amersham ECL Western Blotting Detection

reagent
Protein DC Assay

Molekularbiologie

dNTPs (10mM)

LB-Medium

LE Agarose

Loading Dye (6x)

O’gene ruler 1kb DNA Ladder
Ethidiumbromid

GenElute Plasmid Miniprep Kit
Jetquick Gel Extraction Spin Kit
Jetstar 2.0 Maxi Preparation Kit
Mini Quick Spin Oligo Column
MEGAshortscript T7 Kit

2.1.3 Enzyme und Antikérper

Enzyme

Pfu Polymerase

EcoRV Restrictionenzyme

T4 DNA Ligase

Calf Intestine Alkaline Phosphatase (CIAP)
Exo- Klenow Fragment

Antikorper und Beads

Anti-Mouse-Antikorper (HRP-konjugiert)
Anti-Rabbit-Antikorper (HRP-konjugiert)
Anti-FLAG M2 Affinity Gel

Anti-FLAG Antikorper (mouse)

Anti-HA Antikdrper (rabbit)

Anti-p-actin (HRP-konjugiert)

2.1.4 Zellkulturmedien

DMEM-Vollmedium

10 Vol% FBS
8 ng/ml Ciprofloxacin
1,5 mM L-Glutamin

Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Fermentas (St. Leon Rot, D)

Roche (Mannheim, D)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
GE Healthcare (Little Chalfont, GB)

Biorad (Miinchen, D)

Fermentas (St. Leon Rot, D)

Carl Roth (Karlsruhe, D)

Biozym (Oldendorf, D)

Fermentas (St. Leon Rot, D)
Fermentas (St. Leon Rot, D)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Genomed (Lohne, D)

Genomed (Lohne, D)

Roche (Mannheim, D)

Ambion (Carlsbad, CA, USA)

Fermentas (St. Leon Rot, D)
Fermentas (St. Leon Rot, D)
Fermentas (St. Leon Rot, D)
Fermentas (St. Leon Rot, D)
Fermentas (St. Leon Rot, D)

Promega (Mannheim, D)

Promega (Mannheim, D)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Santa-Cruz Biotech (Santa Cruz, CA, USA)
Santa-Cruz Biotech (Santa Cruz, CA, USA)
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In DMEM-Medium

2.1.5 Puffer und Losungen

Standard-Lysis-Puffer

150 mM NaCl

25mM Tris (pH 7,4)

2 mM EDTA

0,5 %(vol) Nonidet P40

% Prot. Inh. Tablet pro 10 ml

Transferbuffer

192 mM Glycerin
25mM Tris-Base

10 %(vol) Methanol
in Aqua dest.

Laemmli-Puffer

250 mM Tris-HCL (pH 6,8)
40 %(vol) Gylcerol

5 %(w/v) SDS

10 %(vol) Mercaptoethanol
0,05% (w/v) Bromphenolblau
in Aqua dest.

PBS-Tween

0,1 %(vol) Tween20
in PBS

Blocking Puffer

5 %(w/v) Milchpulver
in PBS-Tween

Alle in den Losungen und Puffern enthaltenen Chemikalien, die nicht unter 2.1.2

gelistet sind, wurden von der Firma Carl Roth (Karlsruhe, D) erworben.
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2.1.6 PCR primer

Monophosphatreste sind mit einem p- gekennzeichnet.

Amplikon Position Nukleotid-Sequenz
(innerhalb CDS)

LGP2 1-2034 Forward:
GCCACCATGGAGCTTCGGTCCACC

Reverse:
GTCCAGGGAGAGGTCCGA

LGP2-RD 1426-2034 Forward:
GCCACCATGCAGAGTGTATACGCGTTTGT
AGC

Reverse:

GTCCAGGGAGAGGTCCGA

LGP2-N 1-1404 Forward:
GCCACCATGGAGCTTCGGTCCACC
Reverse:
GGCCTGGACCATGGAGATT

RIG-I 1-2775 Forward:
p-GCCACCATGACCACCGAGCAGCGA

Reverse:
p-TTTGGACATTTCTGCTGGATC

MDAS5 1-3075 Forward:
p-GCCACCATGTCGAATGGGTATTCCACA

Reverse:
p-ATCCTCATCACTAAATAAACAGCATTC

2.1.7 Mutagenese primer

Mutation Nukleotid-Sequenz

LGP2 Forward:
C615A CAGCTGCAGGAACGCTGGGGAGGTCTGG

Reverse:
CCAGACCTCCCCAGCGTTCCTGCAGCTG

2.1.8 Plasmide

Folgende Plasmide wurden als Vektoren fiir die unten beschriebenen Klonierungen

verwendet:
Name Labor- Promotor | Insertion Tag Resistenz
interne Nr. Site

pSfiExpress-HA L7 CMV Eco-RV HA Kanamycin

(C-terminal)
pSfiExpress-FLAG L9 CMV Eco-RV FLAG Kanamycin

(C-terminal)
GFP 45 CMV / / Kanamycin
Firefly-Luciferase 46 IFN-B / / Ampicillin
Renilla-Luciferase 47 CMV / / Ampicillin
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Folgende Plasmide wurden im Rahmen dieser Arbeit neu kloniert und finden hier

Verwendung:
Name Labor backbone Insert
Interne Nr.

RIG-I-HA 1 pSfiExpress-HA human RIG-I, full length, wt
MDAS-HA 4 pSfiExpress-HA human MDAS, full length, wt
LGP2-HA 7 pSfiExpress-HA human LGP2, full length, wt

LGP2-N-HA 8 pSfiExpress-HA human LGP2, AS 1-468, wt
LGP2-RD-HA 9 pSfiExpress-HA human LGP2, AS 476-678, wt
LGP2-FLAG 12 pSfiExpress-FLAG human LGP2, full length, wt
MDAS-FLAG 75 pSfiExpress-FLAG | human MDAS, full length, wt

LGP2-C615A-HA 13 pSfiExpress-HA human LGP2, full length,
C615A

2.1.9 DNA templates und primer fiir in vitro RNA Transkription

Bezeichnung Nukleotid-Sequenz

T7 promotor primer | TAATACGACTCACTATA
Template 2.2s TCAAACAGAGGTCGCATGCCTATAGTGAGTCGTA
Template 2.2as GCATGCGACCTCTGTTTGACTATAGTGAGTCGTA

2.1.10 Immunstimulatorische RNA

poly(I:C) wurde, wie oben angegeben, von der Firma GE Healthcare erworben.
Doppelstrangige 5’-Triphosphat-RNA wurde mit dem MEGAshortscript™ T7 Kit
von Ambion, wie unten angegeben, hergestellt (siche Abschnitt 2.2.5). Die so
generierte, immunstimulatorische RNA ist doppelstrangig und tragt am 5’-Ende ein
Triphosphat. Die Sequenz entspricht den oben angegebenen femplates 2.2s und 2.2as
und wird Labor-intern als ,5’-ppp-2.2ds’ gefiihrt. Im Folgenden wird diese
immunstimulatorische RNA als 5’-Triphosphat-RNA und in Abbildungen als 5’-ppp
aufgefiihrt.

Bezeichnung Nukleotid-Sequenz des sense Stranges

5-ppp-2.2ds | GGCAUGCGACCUCUGUUUGA
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2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Klonierungen

PCR primer Paare (siche Abschnitt 2.1.6) wurden mit Hilfe des Primer3-Algorithmus
konstruiert und von der Firma Metabion (Martinsried, D) synthetisiert. Alle forward
primer beinhalten eine Kozak-Sequenz und ein Start-Kodon um eine effiziente
Expression in eukaryotischen Zellen zu ermdglichen. Monophosphatreste sind mit
einem ,p-’ gekennzeichnet.

Fiir die PCR zur Amplifikation der Inserts wurde die Pfu DNA Polymerase mit proof-
reading Funktion verwendet. Der PCR-Ansatz fiir die Amplifikation der Inserts mit
der Pfu DNA Polymerase setzt sich zusammen aus 10ng femplate, je 10uM forward
und reverse primer, 10uM dNTPs, 2,5 U Pfu Polymerase und 1fach Pfu-Puffer und
H,O (add. zu 50ul Gesamtvolumen). Das entsprechende PCR-Programm wurde in

einem Thermocycler T3 mit folgendem Zyklus-Protokoll ausgefiihrt:

Temperatur Dauer Zykluszahl
98 °C 60s

95°C 45s

50 °C 45s } 30

72 °C 120-360s*

72 °C 600s

*Elongationsszeit: 120s pro zu synthetisierenden kbp
Die PCR-Produkte wurden auf einem Ethidiumbromid-haltigen, 1%igen (w/v)
Agarose Gel aufgetrennt. Die passenden Banden wurden ausgeschnitten und die DNA
mit dem Jetquick Gel Extraction Spin Kit extrahiert.
Fiir die anschlieBende Ligationsreaktion ist der Vektor pSfiExpress mit einem
Restriktionsverdau gedffnet worden. Folgender Reaktionsansatz wird dafiir drei
Stunden bei 37°C inkubiert: 30ul H,O, 5ul Puffer R, 14 ul Plasmid (700ng/ul) und
lul EcoRV-Enzym. Das geoffnete Plasmid wird ebenfalls per Gelelektrophorese
aufgetrennt und anschlieBend isoliert.
Das PCR-Produkt bzw. Insert und der gedffnete Vektor liegen am Ende der
Aufreinigung jeweils in 50ul H,O gelost vor und werden wie folgt in die
anschlieBende Ligationsreaktion eingebracht: 2ul aufgereinigter Vektor, 8ul
aufgereinigtes Insert, 2ul Ligase Puffer, 1ul T4 DNA Ligase und 7ul H,O. Der
Ansatz wird zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.
Wihrend der Ligations-Reaktion kénnen die beiden Enden des gedffneten Plasmids

miteinander ligiert werden, ohne dass das Insert in das Plasmid aufgenommen worden
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ist. Da bei Aufnahme eines Inserts die EcoRV-Schnittstelle unterbrochen wird,
konnen die ,leeren’ Plasmide durch einen EcoRV-Nachverdau eliminiert werden. Fiir
diesen ,Nachverdau’ werden 5ul aus der Ligationsreaktion auf 65°C erhitzt, um die
Ligase zu inaktivieren. Diese Sul werden mit 1,5ul EcoRV, 1,5ul Puffer R und 12 pl
H,O bei 37°C eine halbe Stunde inkubiert.

Im Falle der Konstrukte fir MDAS und RIG-I besitzen die Inserts eine EcoRV-
Schnittstelle. Da hier ein ,Nachverdau’ also unmdglich ist, wird ein modifiziertes
Protokoll verwendet. Fir die PCR zur Amplifikation der Inserts werden
phosphorylierte primer eingesetzt und das gedffnete Plasmid dephosphoryliert (durch
Zugabe von einem pl CIAP zu dem Reaktionsansatz des EcoRV-Verdaus). Dadurch
kann sich das Plasmid in der Ligationsreaktion nur schliefen wenn es das an beiden
Enden ein Phosphatrest tragende PCR-Produkt aufnimmt. Ein ,Nachverdau’ ist also

iiberfliissig.

2.2.2 Transformation

Nach der Ligation werden mit dem Ansatz chemisch kompetente XL 1-Blue-Bakterien
transformiert. Dafiir werden 100ul Bakterien nach einer halbe Stunde Inkubation auf
Eis eine Minute lang in einem Heizblock auf 42°C gebracht. Anschlieend wird 1ml
Antibiotikum-freies LB-Medium zugegeben und die Bakterien eine halbe Stunde bei
37°C geschiittelt. Die Bakterien werden auf einer Kanamycin-haltigen Agarplatte

ausplattiert.

2.2.3 Colony-PCR, DNA-Preparation und Sequenzierung

Die entstehenden Kolonien werden per Colony-PCR getestet. Dabei wird ein im
Vektor und ein im Insert bindender primer verwendet. Kolonien, die ein passendes
PCR-Produkt liefern, werden weiter in Flissigmedium kultiviert. Die Plasmide
wurden mit dem GenElute Plasmid Miniprep Kit isoliert. Die kompletten Inserts
inklusive flankierender Seqeuenzen des Vektors wurden durch die Firma SeqLab
(Gottingen, D) sequenziert.

Die fiir diese Arbeit klonierten oder mutierten Konstrukte sind im Abschnitt 2.1.9

aufgelistet.



Material und Methoden 25

2.2.4 Site-directed mutagenesis

Die gezielte Mutagenese wurde in Anlehnung an das ,Quickchange’ Protokoll von
Stratagene (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) vorgenommen. Die anhand
des Protokolls konstruierten primer sind in der Tabelle 2.1.7 aufgelistet.

Fiir die PCR-Reaktion wurde jedoch als Polymerase die Pfu-Polymerase mit proof-
reading Funktion verwendet. Die Zykluszahl wurde im Gegensatz zum Stratagene
Protokoll auf 20 erhoht. Die methylierte template DNA wurde nach der PCR-
Reaktion durch den Zusatz von Dpnl eliminiert. 2ul des PCR-Ansatzes wurden

verwendet um, wie oben beschrieben, XL 1-Blue Bakterien zu transformieren.

2.2.5 In-vitro Transkription

Fiir die in-vitro Transkription der Triphosphat-RNA muss zundchst ein geeignetes
template hergestellt werden. Das template besteht aus dem 77 promotor und der zu
transkribierenden Sequenz. Das template wird in zwei Schritten hergestellt: zunichst
wurde der 77 promotor mit den DNA Oligonukleotiden 2.2s oder 2.2as hybridisiert
(Sequenz siche Abschnitt 2.1.10). Diese Hybridisierung ist moglich, weil die DNA
Oligonukleotide 2.2s und 2.2as neben der Zielsequenz einen zu dem 77 promotor
komplementidren Sequenzabschnitt aufweisen. Fiir die Hybridisierung wurde 2ul 77
promotor primer, 2l 2.2s oder 2.2as Oligonukleotid mit 10ul H,O fiinf Minuten bei
70°C inkubiert und anschliefend langsam auf Raumtemperatur abgekiihlt. In einem
zweiten Schritt miissen die hybridisierten Olignukleotide ,aufgefiillt’ werden, um
einen vollstindigen Doppelstrang herzustellen. Hierfiir wurden dem o.g. Ansatz 2ul
dNTPs, 2ul Klenow Puffer, 1ul Exo-Klenow Fragment (DNA Polymerase) und Sul
H,O zugegeben. Dieser Ansatz wird 30 Minuten bei 37°C inkubiert und zur
Denaturierung der Polymerase auf 70°C erhitzt.

Entsprechend der Herstellerangaben wurden diese templates verwendet, um mit dem
MEGAshortscript T7 Kit (Ambion) 5’-Triphosphat-RNA zu synthetisieren. Fiir die
Synthese der doppelstrangigen Triphosphat-RNA wurden die beiden Ansétze fiir 2.2s
und 2.2as zusammen pipettiert und tiber Nacht bei 37°C inkubiert. Ebenfalls
entsprechend Herstellerprotokoll des MEGAshortscript T7 Kit wurde ein DNAse
Verdau und eine Phenol-Chloroform Fillung durchgefiihrt. Um verbleibende einzelne
Nukleotide und kurze Nebenprodukte zu entfernen, wurde eine Aufreinigung mit Mini
Quick Spin Oligo Columns (Roche) entsprechend den Herstellerangaben

angeschlossen.
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2.3 Zellkultur

Alle Experimente wurden mit Zellen der Hek293 Tumorzelllinie durchgefiihrt
(Ursprung: humane embryonale Nierenzellen, Herkunft: ATCC). Die Zellen wurden
in einem Begasungsbrutschrank bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO, in
Kultur gehalten. Als Medium wurde das oben beschriecbene DMEM-Vollmedium
verwendet. Die Handhabung der Zellen erfolgte unter sterilen Bedingungen in einer
,Lamin Air Flow’-Werkbank. Die Zellinie wurde durch ein externes Labor mehrfach
auf eine Infektion mit Mycoplasmen gepriift. Zur genauen Bestimmung der

Zellzahlen wurde Trypanblau verwendet.

2.4 Luciferase Assay

Bei der hier verwendeten Form des Luciferase Assays wird die firefly-Luciferase
durch den IFN-B-Promotor gesteuert und dient somit als MalBl fiir die IFN-{-
Induktion. Die renilla reniformis-Luciferase unter der Kontrolle des CMV-Promotors
dient der Normalisierung.

Fiir den Assay wurden 20 x 10* Hek293 Zellen in 96-well-Platten mit 1001 Medium
ausplattiert. Nach Anwachsen wurden je 40ng der firefly-Luciferase- und renilla-
Luciferase-Konstrukte und die in den Experimenten angegebene Menge weiterer
Plasmide transfiziert. Die Gesamtmenge an transfizierter DNA wurde mit einem
Plasmid, das GFP enthédlt, auf 200ng gebracht. Zur Transfektion wurde 0,5ul
Genejuice entsprechend dem Protokoll des Herstellers verwendet.

Nach 24h wurden die Zellen mit den in den Experimenten angegebenen
Nukleinsduren oder Sendai Virus stimuliert. Bei der Transfektion der
immunstimulatorischen RNA wurde Lipofectamin entsprechend dem Protokoll des
Herstellers verwendet (200ng RNA komplexiert mit 0,5ul Lipofectamin pro well).

18 Stunden nach Stimulation wurden die Zellen mit passive lysis buffer lysiert. Die
Aktivitdt der firefly- und renilla-Luciferase wurde entsprechend durch Zusatz des
Luciferase Assay Kits oder Coelenterazine mit einem Mithras Multiplate-Reader
gemessen. Jede Bedingung wurde in Triplikaten durchgefiihrt und ausgelesen. Die

entsprechende Standardabweichung ist im Ergebnisteil graphisch dargestellt.
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2.5 Proteinbiochemische Methoden

2.5.1 Co-Immunprizipitation

Fiir die Co-Immunprizipitation wurden 2 x 10° Hek293 Zellen in 6-well Platten
ausplattiert. Nach Anwachsen wurden von den entsprechenden Plasmiden je 2,5 pg
transfiziert. Die Gesamtmenge an transfizierter DNA wurde mit dem GFP-Plasmid
auf Spg gebracht. Zur Transfektion wurde 5ul Genejuice entsprechend dem Protokoll
des Herstellers verwendet.

Die Zellen wurden 40h spéter mit Sug poly(I:C) und 15 pl Lipofectamin transfiziert
bzw. stimuliert. 6h nach Stimulation wurden die Zellen abgelost, mit PBS gewaschen
und das Pellet mit 500ul Standard Lysis-Buffer lysiert. 40ul des Lysates wurden mit
20ul Laemmli-Puffer aufgekocht und eingefroren (imput). Lysate wurden mit 20ul
anti-FLAG-beads, die zuvor mit PBS gewaschen wurden, bei 4°C eine Stunde lang
inkubiert. 40ul des Uberstands (supernatant) wurden mit 20ul Laemmli-Puffer
aufgekocht und weggefroren. AnschlieBend wurden die beads drei mal mit TBS
gewaschen. Die beads wurden mit Sul FLAG-Peptid und 20ul TBS fiir 10 min. bei
RT inkubiert. Das abzentrifugierte Eluat wurde wiederum mit 20ul Laemmli-Puffer

aufgekocht (IP-Fraktion).

2.5.2 Western Blot

Fiir Western Blots der Co-Immunprézipitation wurden die input-, supernatant- und
IP-Fraktion, wie im Abschnitt 2.5.1 beschrieben, zur Gelelektrophorese eingesetzt.
Fiir die Western Blots der Expressionsanalyse (Abschnitt 3.1) wurden 6 x 10° Hek293
Zellen in 6-well-Platten ausplattiert. Nach Anwachsen wurden die Zellen mit 1ug des
entsprechenden Plasmids und 1,5u1 Genejuice transfiziert und nach 24h lysiert. Die
Protein Konzentration wurde mit dem Biorad DC ProteinAssay gemessen und die
aufgetragene Menge spiter dementsprechend standardisiert. Das Lysat wurde mit
50ul Laemmli-Puffer aufgekocht und fiir die Gelelektrophorese verwendet.

Die Gelelektrophorese wurden bei einer Stromstérke von 30mA mit 10%igen NuPage
Bis-Tris Gelen durchgefiihrt. Der anschliefende Blot auf PVDF Membranen wurde
wahlweise semi-dry oder wet mit dem entsprechenden Biorad-System und NuPage
Puffern durchgefiihrt.

Die PVDF Membran wurde mit 5% Trockenmilchpulver in PBS geblockt. Der

Primédrantikérper (anti-HA oder anti-FLAG) wurde in einer Konzentration von 1:1000
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bis 1:2000 aufgetragen und iiber Nacht inkubiert. Nach mehreren Waschschritten
wurde der Sekunddrantikorper in einer Konzentration von 1:1000 bis 1:3000 (anti-
rabbit oder anti-mouse) aufgetragen. Die Membranen wurden mit dem Amersham
ECL detection reagent unter einem Alphaimager analysiert. Ggf. wurden die
Membranen nach der ersten Analyse mit einem Mercaptopurin-haltigem stripping-

Puffer behandelt und erneut mit Primér- und Sekundérantikorper inkubiert.

2.6 Bioinformatische Methoden

2.6.1 Sequence alignments

Multiple  sequence  alignments wurde mit Clustal Omega produziert
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).”® Fiir die Visualisierung der alignments
und der Sekundirstrukturen wurde Jalview benutzt

(http://www jalview.org/index.html).”’

2.6.2 Software

Schmelztemperaturberechnungen fiir Klonierungs- und Mutagenese-primer, virtual
cloning, und contig-Analyse der Sequenzierungsergebnisse wurden mit der Lasergene

Software von DNAStar (Madison, USA) durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Expressionskontrolle der neu klonierten Plasmide

Um die Funktion der drei RLHs und insbesondere von LGP2 zu untersuchen, wurden
die drei Helikasen in ein einheitliches Vektorsystem kloniert. Die Funktion des
Proteins LGP2 sollte auBerdem im Hinblick auf seine einzelnen Doméinen untersucht
werden. Daher wurden die zwei Doménen, LGP2-N (AS 1-468) und LGP2-RD (AS
476-678), ebenfalls in dasselbe Vektorsystem kloniert. In der RIG-I-RD stellt das
Cystein-Cluster ein zentrales Strukturmerkmal dar.* Um das analoge Cystein-Cluster
innerhalb der RD von LGP2 untersuchen zu kénnen, wurde die Mutante C615A per
site-directed mutagenesis hergestellt.

Alle diese Konstrukte wurden inklusive der flankierenden Sequenzen des Vektors
vollstindig sequenziert. Zusatzlich wurde die Menge des exprimierten Proteins nach
Transfektion des entsprechenden Plasmids mittels Western Blot analysiert.

Wie in Abbildung 3.1 gezeigt, werden die Volllingen-Proteine der drei Helikasen
deutlich und auf dhnlich hohem Niveau exprimiert. Die Plasmide der LGP2-Doménen
wurden analog zu den funktionellen Experimenten in unterschiedlichen
Konzentrationen transfiziert. Das Volllingen-Protein, LGP2-N und LGP2-RD
erscheinen im Vergleich zu dem hier nicht gezeigten Grofen-Marker auf den jeweils
passenden Hohen (76 kDA, 53kDA und 23kDA). Eine unspezifische Bande ist mit
*gekennzeichnet. Unterhalb der RD-Bande erscheint aufBlerdem ein zusitzliches
Abbauprodukt des LGP2-RD-Proteins.

Die Uberpriifung der Expression der LGP2-C615A-Mutante ist besonders wichtig, da
die Mutation das strukturell wichtige Cystein-Cluster unterbricht und ein in der Folge
fehlerhaft gefaltetes Protein nur unzureichend exprimiert werden konnte. Die

Expression der LGP2-C615A-Mutante entspricht jedoch der des wild-type Proteins.
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Abb. 3.1 Expressionskontrolle der neu klonierten Plasmide.

(A und C) Hek293 Zellen wurden mit den jeweils gleichen Mengen der Plasmide fiir
Volllingen-RIG-1, -MDAS, -LGP2 und -LGP2-C615A transfiziert. Nach 24h wurden
die Zellen lysiert und der entsprechende Western Blot mit anti-HA und anti-f-actin
Antikorpern analysiert. (B) Die Konstrukte der LGP2-Doménen wurden analog zu den
funktionellen Experimenten in unterschiedlichen Konzentrationen aufgetragen.

3.2 LGP2 inhibiert die 5’-Triphosphat-RNA-Erkennung durch
RIG-I

Die Mehrheit der Studien zur Funktion von LGP2 zeigen, dass LGP2 auf RIG-I einen
inhibierenden Effekt ausiibt.”*”" Die murine knock-out-Studie von Satoh et al. stellt
dieses Konzept jedoch in Frage und sieht in Bezug auf die Erkennung von 5’-
Triphosphat-RNA keinen Unterschied der IFN-Antwort in An- oder Abwesenheit von
LGP2."

Um die Funktion von LGP2 in Bezug auf die 5’-Triphosphat-RNA-Erkennung durch
RIG-I zu untersuchen, wurde RIG-I mit einer aufsteigenden Menge von LGP2 in
HEK293 Zellen ko-exprimiert und mit 5’-Triphosphat-RNA stimuliert. Wie erwartet
zeigt sich in Anwesenheit von LGP2 eine Inhibition der Aktivitit des IFN-(-
Promotors (siche Abbildung 3.2.). Diese Inhibition ist offensichtlich
konzentrationsabhéingig und proportional zur Menge des exprimierten LGP2.

Mogliche Erkldrungen fiir diese Konzentrationsabhiangigkeit, sind z.B. kompetitive
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Mechanismen im Bereich der Liganden-Bindung oder der downstream-gelegenen
Signalkaskade.

Im Ubrigen ist die endogene Expression von RIG-I offenbar so gering, dass bei
Stimulation mit 5°-Triphosphat-RNA ohne Uberexpression von RIG-I keine Aktivitit

des IFN-B-Promotors gemessen werden kann.

(@)
o

(®))
o

N
o

IFN-luc (fold induction)
AN
o

$ &8 £ T [ ___——]
SN - N LGP2-HA
v O o
x 9

RIG-I-HA + 5°-ppp

Abb. 3.2  LGP2 inhibiert die 5’-Triphosphat-RNA-Erkennung durch RIG-I.
Hek293 Zellen wurden mit den Plasmiden fiir RIG-I (10ng), LGP2 (2ng, 5ng, 10ng,
50ng) und dem Luciferase IFN-B-Reporter-System transfiziert. Die entsprechend
gekennzeichneten Bedingungen wurden 24h spiter mit 5’-Triphosphat-RNA (5’-ppp)
stimuliert. Die Aktivitdt des IFN-B-Promotors wurde, wie im Abschnitt 2.4
beschrieben, bestimmt.

3.3 LGP2 wirkt synergistisch auf die poly(I:C)-Erkennung durch
MDAS

Wihrend frithere Untersuchungen einen inhibierenden Effekt von LGP2 auf das
MDAS-Signal vermuteten, zeigten murine LGP2-knock-out-Studien eine reduzierte
IFN-Antwort bei Stimulation mit MDA 5-abhingigen Liganden.**’*"!

Um die Funktion von LGP2 in Bezug auf die poly-(I:C)-Erkennung durch MDAS zu
untersuchen, wurde MDAS mit einer aufsteigenden Menge von LGP2 exprimiert und
mit poly(I:C) stimuliert (siche Abbildung 3.3, oberes Panel). Dabei zeigt sich in

Anwesenheit von LGP2 eine gesteigerte IFN-fB-Promotor-Aktivitit. Diese Ko-
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Stimulation zeigt (im Ggs. zu der LGP2-vermittelten RIG-I-Inhibition) ein Optimum
in dem Bereich, in dem LGP2 und MDAS5 in stochiometrisch ungefdhr
tibereinstimmender Menge exprimiert werden. Die Expression von LGP2 ohne
MDAS5-Uberexpression kann nach Stimulation mit poly(I:C) keine IFN-Antwort
induzieren (siche Abbildung 3.3 unteres Panel). Ebenso wird keine IFN-Induktion
beobachtet bei Uberexpression von LGP2 und MDAS5 ohne Stimulation (siehe
Abbildung 3.3 unteres Panel).

Als Mechanismus des LGP2-MDAS-Synergismus konnte eine Heterokomplex-
Bildung vermutet werden, die fiir die Erkennung des Liganden und der
entsprechenden Signaltransduktion notwendig ist. Diese Hypothese wird gestiitzt
durch die Tatsache, dass sowohl die LGP2-RD als auch MDAS in der Lage sind,
dsRNA zu binden und die unter Abschnitt 3.9 demonstrierte direkte Interaktion von

MDAS und LGP2.46-:68:69
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Abb. 3.3 LGP2 wirkt synergistisch auf die poly(I:C)-Erkennung durch MDAS.
(A) Hek293 Zellen wurden mit den Plasmiden fiir MDAS (1ng), LGP2 (0,05ng, 0,1ng,
Ing, 5ng, 50ng, 100ng) und dem Luciferase-Reporter-System transfiziert. Die
entsprechend gekennzeichneten Bedingungen wurden 24h spiter mit poly(I:C)
stimuliert. (B) Hek293 Zellen wurden mit den Plasmiden fir MDAS (10ng), LGP2
(10ng oder 100ng) und dem Luciferase-Reporter-System transfiziert. In der zehnten
Bedingung wurden LGP2 (10ng) und MDAS (10ng) transfiziert. Die entsprechend
gekennzeichneten Bedingungen wurden 24h spédter mit poly(I:C) stimuliert. Die
Aktivitdt des IFN-B-Promotors wurde, wie im Abschnitt 2.4 beschrieben, bestimmt.
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3.4 LGP2-N und LGP2-RD inhibieren die 5’-Triphosphat-RNA-
Erkennung durch RIG-I

Um den jeweiligen Beitrag der beiden LGP2-Doménen an der RIG-I-Inhibition zu
untersuchen, wurden neben RIG-I das Volllaingen-LGP2-Protein (LGP2 wt), die
DExH-Doméne (LGP2-N) und die regulatorische Doméne (LGP2-RD) exprimiert.
Die urspriingliche Charakterisierung der regulatorischen Domédne hatte bereits einen
inhibierenden Effekt auf das RIG-I-Signal gezeigt.* Dieser inhibitorische Effekt zeigt
sich in unserem experimentellen System allerdings nicht nur fiir die regulatorische
Domaine, sondern auch fiir die N-terminale DExH-Doméne (siche Abbildung 3.4).
Die Hemmung der IFN-Induktion durch jede einzelne Domine fillt im Gegensatz
zum Volllingen-LGP2-Protein jedoch geringer aus. Diese Beobachtung deckt sich mit
einem Struktur-Funktions-Modell, bei dem sowohl die LGP2-RD als auch LGP2-N
als Liganden-Bindestelle fungieren und kompetetiv an den RIG-I-Liganden binden

konnten.
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Abb.3.4  Voll-lingen LGP2, LGP2-N und LGP2-RD inhibieren die RIG-I
vermittelte 5’-Triphosphat-RNA-Erkennung.

Hek293 Zellen wurden mit den Plasmiden fiir RIG-I (10ng) LGP2, LGP2-N und
LGP2-RD (je 10ng, 25ng, 50ng) und dem Luciferase-Reporter-System transfiziert. Die
entsprechend gekennzeichneten Bedingungen wurden 24h spéter mit 5’-Triphosphat-
RNA (5’-ppp) stimuliert. Die Aktivitdt des IFN-p-Promotors wurde, wie im Abschnitt
2.4 beschrieben, bestimmt.

3.5 Nur Volllingen-LGP2 und nicht LGP2-N oder LGP2-RD
wirken synergistisch auf die poly(I:C)-Erkennung durch MDAS

Um den jeweiligen Beitrag der beiden LGP2-Dominen in Bezug auf den LGP2-
MDAS5-Synergismus zu untersuchen, wurden neben MDAS das Volllaingen-LGP2-
Protein (LGP2 wt), die DExH-Domine (LGP2-N) und die regulatorische Doméne
(LGP2-RD) exprimiert. Wie bereits im Abschnitt 3.2 geschildert, zeigt sich eine klare
Ko-Stimulation der MDAS-vermittelten Erkennung von poly(I:C) durch Ko-
Expression des Volllingen-LGP2. Bei der Ko-Expression der LGP2-DExH- und RD-
Domine kann jedoch keine zusitzliche IFN-Induktion beobachtet werden (siche

Abbildung 3.5).
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Abb.3.5 Nur Vollliingen-LGP2 wirkt synergistisch auf die poly(I:C)-
Erkennung durch MDAS.

Hek293 Zellen wurden mit den Plasmiden fiir MDAS (1ng), LGP2, LGP2-N und
LGP2-RD (je 0,1ng, 1ng, 5ng, 10ng) und dem Luciferase-Reporter-System transfiziert.
Die entsprechend gekennzeichneten Bedingungen wurden 24h spéter mit poly(I:C)
stimuliert. Die Aktivitit des IFN-B-Promotors wurde, wie im Abschnitt 2.4
beschrieben, bestimmt.

3.6 Die regulatorische Doméne des Proteins LGP2 ist durch ein

hoch konserviertes Cystein-Cluster gekennzeichnet

Die von Cui et al. ermittelte Kristall-Struktur der RIG-I-RD zeigt als wesentliches
Strukturmerkmal vier Cystein-Reste, die ein zentrales Zink-Atom binden.* Dieses
Cystein-Cluster konnte in Kollaboration mit der Arbeitsgruppe von Prof. Hopfner
ebenso in der Kristallstruktur der LGP2-RD und auch in der per homology-modeling
ermittelten MDA 5-RD-Struktur nachgewiesen werden.*

Das Cystein-Cluster zeigt sich zudem streng konserviert, nicht nur innerhalb
verschiedener Vertebraten-Spezies, sondern auch innerhalb der RIG-I-like helicases
(siche Abbildung 3.6). Neben der aus den Strukturanalysen offenkundigen Bedeutung
des Cystein-Clusters fiir die Tertidrstruktur der RD deutet die strenge Konservation

auf eine zentrale, wenn nicht essentielle Rolle fiir die Struktur und Funktion der
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regulatorischen Doméne hin. Daher wurden LGP2-Plasmide mit den Punktmutationen
C615A und C556A hergestellt. Nur die LGP2-C615A-Mutante wurde effizient
exprimiert und konnte im Folgenden funktionell untersucht werden (siehe Abbildung

3.1, unzureichende Expression der LGP2-C556A-Mutante nicht gezeigt).
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Abb.3.6 Die LGP2-RD ist durch ein hoch konserviertes Cystein-Cluster
gekennzeichnet.

(A) Das alignment der LGP2-RD-Sequenzen verschiedener Organismen wurde mit
Clustal Omega erstellt. (B) Das alignment der LGP2-, RIG-I und MDAS5-RD ist
zusétzlich mit der von Cui et al. und Pippig et al. kristallographisch ermittelten
Sekundérstruktur von LGP2 und RIG-I annotiert (alpha-Helices in rot, beta-Faltblétter
in griin). Konservierte Aminosduren sind violett unterlegt. Die Cystein-Reste des
Cystein-Clusters wurden manuell rot unterlegt und mit der entsprechenden Position
annotiert.

3.7 Die LGP2-vermittelte RIG-I-Inhibition wird durch die Mutation

C615A nur teilweise reduziert

Um die Bedeutung des LGP2 Cystein-Clusters fiir die RIG-I-inhibitorische Funktion
von LGP2 zu untersuchen, wurde Wildtyp-LGP2 und die LGP2-C615A-Mutante mit
RIG-I ko-exprimiert. Als Stimulus wurde Sendai Virus verwendet, welches als Ligand
fir RIG-I gut etabliert ist.”**® Es zeigt sich nach der Sendai Virus Infektion eine
RIG-I-abhdngige IFN-Induktion, die durch die Ko-Expression von Wildtyp-LGP2
inhibiert werden kann. Im Vergleich verliert die LGP2-C615A-Mutante zwar einen
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Teil der inhibitorischen Potenz, kann aber weiterhin die RIG-I-Aktivitdt deutlich und
Dosis-abhéngig inhibieren (siehe Abbildung 3.7).

Bei der LGP2-C615A-Mutante ist die Struktur (und mutmaBlich die Funktion) der RD
unterbrochen, wéhrend die DExH-Domine vollstindig erhalten bleibt. Daher
entspricht dieser partielle Funktionsverlust der LGP2-C615A-Mutation der oben
geschilderten Beobachtung, dass die einzelnen LGP2-Doménen unabhédngig

voneinander die RIG-I vermittelte IFN-Induktion supprimieren kdnnen.
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Abb. 3.7  LGP2-C615A inhibiert die Sendai Virus-Erkennung durch RIG-I.

Hek293 Zellen wurden mit den Plasmiden fiir RIG-I (1ng), Wildtyp-LGP2 und LGP2-
C615A (je 10 und 100ng) und dem Luciferase-Reporter-System transfiziert. Die
entsprechend gekennzeichneten Bedingungen wurden 24h spdter mit 200 U Sendai
Virus (SeV) stimuliert. Die Aktivitit des IFN-B-Promotors wurde, wie im Abschnitt 2.4

beschrieben, bestimmt.

3.8 Die Integritit der LGP2-RD ist Voraussetzung fiir den LGP2-
MDAS-Synergismus

Um die Bedeutung des Cystein-Clusters in Bezug auf den LGP2-MDAJS5-Synergismus
zu untersuchen, wurden neben MDAS das Wildtyp-LGP2 sowie die LGP2-C615A-
Mutante exprimiert. Nach Stimulation mit poly(I:C) zeigt sich, wie bereits im

Abschnitt 3.3 geschildert, ein Synergismus zwischen MDAS und LGP2. Dieser
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Synergismus wird durch die LGP2-C615A-Mutation jedoch vollstindig unterbrochen
(siche Abbildung 3.8). Fiir die volle MDAS5-Aktivierung muss LGP2 also in voller
Liange (siche Abschnitt 3.5) und mit intakter LGP2-RD exprimiert werden.

500 1
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MDAS5-HA + poly(l:C)

MDAS5-HA

Abb. 3.8  Die LGP2-C615-Mutante wirkt im Gegensatz zu Wildtyp-LGP2 auf
die poly(I:C)-Erkennung durch MDAS nicht synergistisch.

Hek293 Zellen wurden mit den Plasmiden fiir MDAS (1ng), Wildtyp-LGP2 und LGP2-
C615A (je Ing) und dem Luciferase-Reporter-System transfiziert. Die entsprechend
gekennzeichneten Bedingungen wurden 24h spiter mit 200ng poly(I:C) stimuliert. Die
Aktivitdt des IFN-B-Promotors wurde, wie im Abschnitt 2.4 beschrieben, bestimmt.

3.9 Die Integritit der LGP2-RD ist Voraussetzung fiir die Bildung
des LGP2-MDAS-Heterokomplex

Ein moglicher Mechanismus des Synergismus zwischen MDAS und LGP2 ist eine
direkte Protein-Protein-Interaktion. Diese Protein-Protein Interaktion konnte
beispielweise notwendig sein, um als Komplex einen Liganden binden zu kdénnen
oder um die Interaktion mit downstream gelegenen Adaptorproteinen zu ermoglichen.
Um eine mogliche MDAS-LGP2-Interaktion zu untersuchen, wurden Co-
Immunprézipiationen durchgefiihrt. Dazu wurde MDAS mit einem flag-tag und
LGP2-Wildtyp bzw. die LGP2-C615A-Mutante mit einem HA-tag exprimiert. Mit

und ohne Stimulation wurde MDAS mit anti-flag beads prizipitiert. Die einzelnen
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Fraktionen (input, supernatant, immunprecipitation) wurden per Western Blot auf
MDAS5 und LGP2 untersucht.

In der IP-Fraktion zeigt sich unabhingig von der Stimulation ein deutlicher Nachweis
des Wildtyp-LGP2-Proteins. Die LGP2-C615A-Mutante kann in der IP-Fraktion mit
und ohne Stimulation jedoch nicht nachgewiesen werden. Fiir die Bildung des LGP2-

MDAS5-Heterokomplex muss also eine intakte LGP2-RD vorliegen.

LGP2 wt LGP2-C615A
poly(l:C) poly(l:C)
INSNIP INSNIP IN SN IP IN SN X IP IN SN X IP

LGP2 S i IP: FLAG

— = = LGp2 — —— Blot: HA

MDA5 MDA5 - - -

- _— —

D e o

IP: FLAG
Blot: FLAG

Abb.3.9 Die LGP2-C615A-Mutante bildet im Gegensatz zu Wildtyp-LGP2
keinen Heterokomplex mit MDAS.

Hek293 Zellen wurden mit MDAS-FLAG, Wildtyp-LGP2-HA und der Mutante LGP2-
C615A-HA transfiziert. 40h nach Transfektion wurden die Zellen mit poly(I:C)
stimuliert und 6h spéter lysiert. Fiir die Immunprézipitation wurden anti-FLAG beads
benutzt. Input- (IN), supernatant- (SN) und immunprecipitation- (IP) Fraktionen
wurden wie unter 2.5.1 beschrieben hergestellt. Mit “X* markierte Bahnen wurden
nicht beladen. Die Membranen wurden mit anti-HA und anti-rabbit Antikorper
behandelt (oberes Panel). Nach der ersten Aufnahme wurde die Membran gestrippt und
mit anti-FLAG und anti-mouse Antikérper analysiert (unteres Panel).
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4 Diskussion

4.1 Ubersicht iiber die experimentellen Befunde

Ziel dieser Arbeit war die funktionelle Charakterisierung der RLH LGP2 in Bezug auf
die RIG-I- und MDAS-vermittelte Typ-I-Interferon-Induktion. Dabei wurde neben
dem Vollldngen-Protein auch die Funktion der einzelnen Doménen (LGP2-N und
LGP2-RD) und des Cystein-Clusters der LGP2-RD untersucht.

Eine wichtige Voraussetzung fiir diese Untersuchungen war die Klonierung der
entsprechenden Konstrukte in ein einheitliches Vektor-System. Die adédquate
Expression auf Protein-Ebene konnte fiir alle in der Arbeit verwendeten Konstrukte
per Western Blot bestitigt werden.

In Bezug auf die RIG-I-Aktivitit zeigte die Uberexpression von LGP2 die bereits
zuvor beschriebene inhibitorische Wirkung. Im Gegensatz dazu fiihrte die Ko-
Expression von LGP2 bei der MDAS-vermittelten p(I:C)-Erkennung zu einer
gesteigerten Interferonantwort.

Die einzelnen LGP2-Doménen LGP2-N und LGP2-RD sind wie das Vollldngen-
Protein in der Lage die RIG-I-vermittelte Interferon-Induktion nach 5’-Triphosphat-
RNA-Stimulation zu bremsen. Verglichen mit dem Volllingen-Protein weisen sie
jedoch eine deutlich geringere inhibitorische Potenz auf. Bei der MDAS5-vermittelten
Interferon-Induktion nach p(I:C)-Stimulation konnte keine Auswirkung durch die Ko-
Expression der einzelnen LGP2-Dominen nachgewiesen werden.

Cui et al. ermittelten 2008 eine Kristall-Struktur der RIG-I-RD und beschrieben als
zentrales Strukturmerkmal ein Zink-bindendes Cystein-Cluster.* Die LGP2-RD ist
gleichermaBen durch ein Cystein-Cluster gekennzeichnet, welches nicht nur zwischen
einer breiten Auswahl an Vertebraten, sondern auch innerhalb der RIG-I-like
helicases streng konserviert ist.

Wird dieses Cystein-Cluster durch eine Punktmutation (LGP2-C615A) unterbrochen,
bleibt ein Teil der inhibitorischen Wirkung auf die 5’-Triphosphat-RNA-Erkennung
durch RIG-I erhalten. Die LGP2-C615A-Mutante zeigt jedoch keinen Einfluss auf die
p(I:C)-Erkennung durch MDAS. Im Grunde genommen verhélt sich die LGP2-
C615A-Mutante also dhnlich der LGP2-N-Doméne. Dies ldsst sich am einfachsten
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dadurch erklidren, dass eine Punktmutation innerhalb des Strukturmotifs zu einem
kompletten Funktionsverlust der regulatorischen Doméne fiihrt.

Dieser Funktionsverlust zeigt sich gleichfalls bei der Interaktion mit MDAS: im
Gegensatz zum Wildtyp-LGP2-Protein kann die LGP2-C615A-Mutante nicht mit
MDAS5 co-immunprézipitiert werden. Ob die beobachtete Co-Immunprazipitation von
LGP2 mit MDAS eine direkte oder indirekte Interaktion darstellt, kann naturgemal
mit dieser Methode nicht beantwortet werden. Die Interaktion ist unter den hier

gewihlten Bedingungen jedoch unabhéngig von der Stimulation mit poly(I:C).

4.2 Maogliche Modelle der LGP2-Funktion

Die bisherigen funktionellen Studien konnten weder eine klare Rolle fiir LGP2 in
Bezug auf die RIG-I- und MDAS-Signalkaskade noch den Mechanismus der
jeweiligen LGP2-Funktion etablieren. Ganz im Gegenteil ist eine Vielzahl sehr
verschiedener Modelle der LGP2-Funktion vorgeschlagen worden. Die bisherigen
Arbeiten zur Funktion von LGP2 werden im Folgenden vor dem Hintergrund dieser
Modelle erlautert, um im Anschluss einen Vergleich mit den hier vorliegenden Daten
vornehmen zu konnen. Aus den bisherigen Studien und theoretischen Uberlegungen
lassen sich insgesamt fiinf Modelle der LGP2 Funktion ableiten, die graphisch in der
Abbildung 4.1 dargestellt sind.
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Abb. 4.1. Modelle und Mechanismen der LGP2 Funktion.

Modell A: Sequestrierung. LGP2 bindet RLH-Liganden und verhindert so die
Aktivierung von RIG-I oder MDAS. Modell B: inhibitorische Protein-Protein-
Interaktion. Durch direkte Interaktion stabilisiert LGP2 die auto-inhibitorische
Konformation der anderen RLH. Modell C: downstream-Blockierung der
Signalkaskade. Die Interaktion von LGP2 mit MAVS an der IKK-e-Bindestelle fiihrt
zu einer Liganden-unabhingigen Hemmung der RLH-Signalksakade. Modell D:
stimulatorische Protein-Protein-Interaktion. Durch Bildung von LGP2-RLH-
Heterokomplexen ermdglicht LGP2 die Liganden Bindung und Aktivierung der
Signalkaskade. Modell E: upstream-RNA-Prozessierung. LGP2 macht komplex
strukturierte RNA-Liganden durch Entwinden und Entfernung von Ribonukeoproteinen
der Erkennung durch RIG-I und MDAS zugénglich. Die RLH (RIG-I und/oder MDAS)
ist bei stimulatorischer LGP2-Funktion in griin und bei inhibitorischer LGP2-Funktion
in rot dargestellt.

Die ersten funktionellen Untersuchungen von Rothenfusser et al. und Yoneyama et al.

zeigten, dass LGP2 die  RIG-I-vermittelte  Typ-I-Interferon-Induktion

68,69

konzentrationsabhédngig inhibiert. Da auBerdem demonstriert wurde, dass LGP2
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poly(I:C) binden kann, wurde als Mechanismus der LGP2-vermittelten RIG-I-
Inhibition eine Sequestrierung der RLH-Liganden durch LGP2 angenommen
(entsprechend Modell A: Sequestrierung, Abbildung 4.1). Im Ubrigen fiihrte die
Uberexpression von RIG-I bei Rothenfusser et al. auch ohne zusitzliche Stimulation
durch einen passenden exogenen Liganden zu einer Interferon-Induktion. Im
Gegensatz zu dem unten beschriebenen Modell C (downstream-Blockierung der
Signalkaskade) konnte die LGP2 Uberexpression diese ,Liganden-unabhingige’
Stimulation nicht inhibieren. Yoneyama et al. postulieren in Bezug auf MDAS
ebenfalls eine inhibitorische Funktion von LGP2 ohne hierfiir experimentelle
Anbhaltspunkte aufzufiihren.

Auch Saito et al. beobachten eine Inhibition des RIG-I-Signals durch LGP2.** Die
Autoren konnten auBerdem eine Liganden-induzierte Anderung der RIG-I-Protein-
Konformation und eine RIG-I-Dimerisierung demonstrieren. Diese
Konformationsédnderung und Dimerisierung ist nach Saito et al. Voraussetzung fiir die
Signalauslosung. Die Expression der RIG-I-RD hemmt sowohl die RIG-I-
Dimerisierung als auch die Interferon-Induktion. Da die RIG-I-RD auflerdem in Co-
Immunprézipitations-Experimenten mit den RIG-I-CARDs und der Helikase-Démane
interagiert, gehen die Autoren davon aus, dass die Funktion der RIG-I-RD in einer
Autoregulation der RIG-I-Aktivitdt besteht. Weil Volllingen-LGP2 und die
LGP2-RD ebenfalls mit RIG-I interagiert und die RIG-I-Dimerisierung unterbindet,
schlieflen die Autoren, dass LGP2 durch eine direkte Protein-Protein-Interaktion die
RIG-I-vermittelte Signalauslosung unterbindet (entsprechend Modell B: inhibitorische
Protein-Protein-Interaktion, Abbildung 4.1). Am Beispiel von HCV-RNA wird
allerdings auch gezeigt, dass LGP2 RIG-I-Liganden binden kann. Daher nennen Saito
et al. (wie zuvor Rothenfusser et al. und Yoneyama et al.) als zweiten, moglichen
Mechanismus der RIG-I-Inhibition eine kompetitive Bindung der RIG-I-Liganden
durch LGP2 (Modell A: Sequestrierung, Abbildung 4.1).*#%%

Ein weiteres Modell der inhibitorischen LGP2-Aktivitit lieferten Komuro et al.
2006.”* In der entsprechenden Studie konnte demonstriert werden, dass LGP2 auch
downstream der RIG-I-Liganden-Interaktion eine inhibierende Funktion erfiillt: die
Typ-I-Interferon-Induktion durch die Uberexpression von MAVS oder der konstitutiv
aktiven, N-terminalen RIG-I Domine (RIG-I-N) konnten auch in Abwesenheit eines
RLH-Stimulus durch LGP2 inhibiert werden. Durch Co-Immunprizipitations-

Experimente konnte auBlerdem eine Interaktion von LGP2 mit MAVS demonstriert
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werden. Diese Interaktion findet im selben Bereich statt, in dem auch IKK-¢ bindet.
Dementsprechend konnte die Bindung von IKK-¢ an MAVS durch LGP2 verdrangt
werden. Hieraus ergibt sich ein Modell bei dem LGP2 das RIG-I-Signal unterhalb der
Rezeptor-Liganden-Bindung inhibiert, indem es die IKK-g-Bindestellte an MAVS
blockiert (entsprechend Modell C: downstream-Blockierung der Signalkasakde,
Abbildung 4.1).

Die erste murine knock-out-Studie von Venkatarama et al. konnte entsprechend den
hier vorliegenden Daten eine dichotome Wirkung von LGP2 etablieren.”’ Die LGP2-
knock-out-Méause zeigten sich auf Grund einer hdheren IFN-B-Antwort
widerstandsfahiger gegen VSV (vesicular stomatitis virus, einem RIG-I-Ligand)
Infektionen. Bei einer Infektion mit EMCV (encephalomyocarditis virus, einem
MDAS5-Ligand) produzierten die knock-out-Méuse jedoch im Gegensatz zu den wild
typ-Miusen weniger Typ-I-Interferon und waren entsprechend anfalliger. Auf Ebene
einzelner Zellpopulationen zeigt sich ein etwas vielschichtigeres Bild. In MEFs fiihrt
der LGP2-knock-out zu einer gesteigerten Typ-I-Interferon-Induktion nach
Stimulation mit VSV oder poly(I:C). Die Stimulation von MEFs mit EMCV hingegen
wird von dem LGP2-knock-out nicht beeinflusst. In Makrophagen und BMDCs
wiederum wird nach Stimulation mit EMCV deutlich weniger Typ-I-Interferon
produziert. Diese Unterschiede im Verhalten der verschiedenen Zellreihen sind ein
Hinweis auf Zelltyp-spezifische Mechanismen des RLH-Systems, die bis dato nicht
systematisch untersucht worden sind. Die Tatsache, dass die Interferon-Induktion
nach poly(I:C)-Stimulation hier durch LGP2 offenbar negativ reguliert wird, kann
dadurch erklart werden, dass poly(I:C) einen sehr inhomogenen Liganden darstellt,
der je nach Linge von RIG-I und/oder MDAS5 erkannt werden kann.”' Der
funktionelle Mechanismus der LGP2-Wirkung wird in der Studie nicht beleuchtet. Da
jedoch Protein-Protein-Interaktionen der RLHs untereinander bereits mehrfach
beobachtet werden konnten (siche Saito et al. 2007** oder Abschnitt 3.9), ist die
Formierung von LGP2-MDAS-Heterokomplexen eine Erkldarungsmoglichkeit der
LGP2-Abhéngigkeit des MDAS-Signals (entsprechend Modell D: stimulatorische
Protein-Protein-Interaktion, Abbildung 4.1).

Die Untersuchung einer zweiten LGP2-knock-out-Maus von Satoh et al. stehen in
deutlichem Gegensatz zu den oben geschilderten Ergebnissen.”’ Hier fiihrte der

LGP2-knock-out zu einer starken Reduktion der IFN-f3-Antwort nach Stimulation mit
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EMCV und Mengovirus (MDAS5-Liganden), aber auch nach Stimulation mit SeV,
JEV und VSV (RIG-I-Liganden). Nach Stimulation mit Influenza Virus, poly(I:C)
oder in vitro transkribierter dsSRNA konnte jedoch kein Unterschied zwischen
Wildtyp- und LGP2-knock-out-Maus festgestellt werden. Die Gruppe konnte
auBlerdem eine Maus mit einer homozygoten LGP2-K30A-Mutation generieren bei
der die ATPase-Aktivitidt der Helikase Domine unterbrochen ist. Die LGP2-K30A-
Mutante zeigt die gleichen Befunde wie der LGP2-knock-out. Die Autoren duflern
daher die Vermutung, dass die Funktion von LGP2 darin bestehen konnte, komplex
strukturierte RNA zu entwinden und virale Ribonukleoproteine (RNP) von der RNA
zu entfernen. Erst diese Prozessierung erlaubt die Erkennung der viralen RNA durch
RIG-I und MDAS und die konsekutive Aktivierung der RLH-Signalkaskade
(entsprechend Modell E: upstream RNA-Prozessierung, Abbildung 4.1).

4.3 Vergleich der Ergebnisse mit der Literatur

In Bezug auf die Hemmung der RIG-I-Signaltransduktion decken sich die in dieser
Arbeit geschilderten Ergebnisse mit den Beobachtungen von Rothenfusser et al.,
Yoneyama et al., Komuro et al., Saito et al. und Venkatarama et alia %8707 1y
Gegensatz zu den Ergebnissen von Saito et al. zeigt sich in der hier vorliegenden
Arbeit jedoch auch durch die N-terminale Domédne von LGP2 (LGP2-N) eine Dosis-
abhingige Inhibition der RIG-I-abhéngigen Interferon-Induktion. Eine mogliche
Erklarung sind unterschiedliche Mechansimen der RLH-Signalkaskade in den
jeweiligen Zelltypen (Verwendung der Huh7 Zelllinie bei Saito et al., hier
Verwendung der Hek293 Zelllinie).

Ein klarer Gegensatz besteht zu den oben geschilderten Ergebnissen der Arbeit von
Satoh et al. bei der LGP2 als positiver Regulator des RIG-I-Signals in Erscheinung
tritt.”' Einschrinkend muss jedoch festgehalten werden, dass die positive Regulation
nur bei bestimmten RIG-I-Liganden (SeV, JEV und VSV) festgestellt werden konnte.
Fiir Influenza Virus, in vitro transkribierter dSRNA oder poly(I:C) wurde weder durch
den knock-out noch durch rescue-Experimente eine inhibierende oder stimulierende
Wirkung von LGP2 beobachtet. Da diese Experimente in MEFs und BMDCs
durchgefiihrt wurden, sind wieder unterschiedliche Mechanismen der RLH-
Signalkaskade in den jeweiligen Zelltypen eine moglich Erklirung fiir die Diskrepanz

der Befunde. Wichtiger ist jedoch die Tatsache, dass ein knock-out und die
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entsprechenden in vivo Untersuchungen ein gédnzlich anderes Testsystem darstellen.
So kann beispielsweise auf die Uberexpression eines durch Transfektion
eingebrachten Plasmids verzichtet werden. Diese Uberexpression durch Transfektion
kann erfahrungsgemdf3 zu einer unphysiologisch hohen Proteinexpression oder
anderen Nebeneffekten fiihren. Im Ubrigen wird auch in der Arbeit von Satoh et al.
ein Experiment in Hek293 Zellen mit Uberexpression von LGP2 durchgefiihrt. Unter
diesen Voraussetzungen wird &hnlich den hier geschilderten Ergebnissen ein
inhibierender Effekt der LGP2-Uberexpression festgestellt.”' Dies unterstreicht die
Bedeutung Zelltyp-spezifischer Mechanismen der RLH-Signalkaskade und den
Einfluss des experimentellen Systems auf diese Mechanismen.

In Bezug auf das MDAS-Signal stellt die hier vorliegende Arbeit die erste,
systematische in vitro Untersuchung von LGP2 und seinen Doménen dar. Die dabei
beobachtete positive Regulation der MDAS-Aktivitdit durch das Volllangen-LGP2
wird prinzipiell auch in den beiden oben geschilderten knock-out-Studien konstatiert -
jedoch nur fiir die MDAS-Liganden EMCV und Mengovirus. Bei Stimulation mit
poly(I:C) wird eine negative Regulation durch LGP2 oder gar kein Einfluss
beobachtet.”””! Der Gegensatz zu den hier geschilderten Ergebnissen kann am
einfachsten dadurch erkldrt werden, dass der strukturell sehr heterogene Ligand
poly(I:C) unter den dort gewéhlten Bedingungen von RIG-I und nicht von MDAS
erkannt wurde. Bei Saito et al. zeigt die Ko-Expression von LGP2 mit MDAS keinen
ko-stimulatorischen Effekt.*> Als Stimulus wird in diesem Experiment allerdings SeV
verwendet, welches von RIG-I und nicht MDAS erkannt wird. In demselben
Experiment werden die konstitutiv aktiven MDAS-CARD-Doménen mit LGP2 ko-
exprimiert. Hierbei zeigt sich eine Steigerung der Interferon-Induktion, die von den
Autoren jedoch nicht weiter kommentiert wird.**

Zusammenfassend finden sich in den bisher publizierten Arbeiten zur Funktion von
LGP2 deutliche Gegensédtze (sowohl untereinander als auch zu den hier geschilderten
Ergebnissen). Eine FErklirung dieser Unterschiede sind mutmaBliche Zelltyp-
spezifische Mechanismen der RLH-Signalkaskade. Weiterhin spielt das
experimentelle System offenbar eine entscheidende Rolle (Untersuchung der LGP2-
Funktion durch Uberexpression und Transfektion vs. knock-down und knock-out).
SchlieBlich kdnnten im murinen und humanen System grundlegende Unterschiede in
den Mechanismen der RLH-Signalkaskade vorhanden sein, die die Diskrepanz der

Befunde erkléiren.
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4.4 FErgebnisinterpretation vor dem Hintergrund struktur-

biologischer Daten

In Zusammenarbeit mit dem Labor fiir ,Structural Biology and DNA Repair’ von
Prof. Karl-Peter Hopfner wurde eine 2,6 A Kristallstruktur der LGP2-RD ermittelt
(PDB: 2W4R). Die allgemeine Struktur zeigt eine leicht abgeflachte, globulire
Doméne mit einer konvexen und einer konkaven Oberfldche mit einer GroB3e von ~ 45
x 35 x 30 A. Die Domiine besteht aus drei Blittern: zwei vier-striingige (B1, 2, p9,
10 und B5, B6, B7, B8) und ein zwei-strangiges (B3, f4) p-Faltblatt. Die B-Faltblétter
werden durch kleine 3y helikale Schleifen verbunden (n1-n5). Der C-Terminus tragt
eine kurze a-Helix (al). Die vier-stringigen p-Faltblétter sind lateral durch zwei
ausladende Schleifen verbunden, die je zwei hoch-konservierte Cystein-Reste
enthalten (Cys556 und Cys559, Cys612 und Cys615; vergleiche Abbildung 3.6). Die
vier Thiolgruppen der Cystein-Aminosduren koordinieren ein Zink-Atom (in der
Kristallstruktur durch ein Quecksilber Atom ersetzt) und stellen ein zentrales

Strukturmotiv der LGP2-RD dar.*®

Abb. 4.4.1 Stereoskopische Ansicht der drei-dimensionalen Struktur der
LGP2-RD.
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Wie Eingangs geschildert (siche Abschnitt 1.3.1) ist die Struktur der LGP2-RD (PDB:
2W4R) sehr eng mit der kristallographisch ermittelten Struktur der RIG-I-RD (PDB:
2QFD) und der per homology-modeling und small angle X-ray scattering ermittelten
MDAS-RD verwandt. Die konkave Oberfliche aller drei RLH-RDs ist

gekennzeichnet durch ein stark positives, elektrostatisches Potential.*®

LGP2 MDAS RIG-|

Abb. 4.4.2 Darstellung des elektrostatischen Oberfléichen-Potentials der
LGP2-RD, RIG-I-RD und MDAS-RD.

Cui et al. konnten fiir die RIG-I-RD zeigen, dass dieser Bereich die primére
Bindungsstelle fiir 5°-Triphosphat RNA darstellt.* Entsprechend konnten Pippig et al.
demonstrieren, dass auch die LGP2-RD als RNA-Bindungsstelle fungiert. Per EMSAs
und Fluoreszenz-Anisotropie-assays wurde als Ligand dsRNA bestimmt. Die
Bindung zwischen der LGP2-RD und der dsRNA weist eine dhnliche oder sogar
hohere Affinidt auf als die Bindung von 5’-Triphsophat-RNA an die RIG-I-RD. Die
Bindung der LGP2-RD an die dsRNA ist jedoch unabhédngig von der Anwesenheit
eines 5’-Triphosphat-Restes. Die Rolle der LGP2-RD als Bindungsstelle fiir dsSRNA
wurde spiter durch eine zweite strukturbiologische Arbeit bestitigt, die eine

Kristallstruktur der LGP2 im Komplex mit dSRNA ermitteln konnte (PDB: 3EQT).*

Die hier vorliegenden Ergebnisse konnen auch in Verbindung mit den
strukturbiologischen Daten den Mechanismus der LGP2-Funktion nicht definitiv
festlegen. Dennoch konnen Erklarungen fiir die dichotome LGP2-Funktion und
mogliche Mechanismen der RLH-Signalkaskade abgleitet werden, auf die in der

folgenden Ergebnisinterpretation eingegangen werden soll.
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In Bezug auf die inhibitorische Wirkung auf das RIG-I-Signal ist ein Modell der
Protein-Protein-Interaktion (entsprechend Modell B, Abbildung 4.1) mit den hier
vorgelegten Daten teilweise vereinbar. Eine RIG-I-Regulierung in trans durch die
LGP2-RD, wie von Saito et al. impliziert, wiirde auch zu einer Dosis-abhingigen
Wirkung fithren.*” Die hier beobachteten additiven Effekte der einzelnen LGP2-
Doménen lassen sich durch eine inhibitorische Protein-Protein-Interaktion jedoch nur
schwer erkldren. Wahrscheinlicher erscheint ein Mechanismus bei dem LGP2 durch
Liganden-Bindung das RIG-I-Signal hemmt (entsprechend Modell A, Abbildung 4.1).
Hierflir spricht die hohe Affinitét, mit der die LGP2-RD dsRNA binden kann. Davon
ausgehend, dass auch die Helikase-Domidne eine RNA-Bindungskapazitit besitzt,
wiirde der hier beobachtete additive Effekt der LGP2-Doménen fiir eine kompetitive
Bindung der RIG-I-Liganden sprechen. Auflerdem wiirde eine Sequestrierung der
RIG-I-Liganden ebenfalls zu der oben geschilderten Dosis-abhidngigen Hemmung des
RIG-I-Signals fiihren.

Der Gegensatz zu der positiv-regulierenden Funktion von LGP2 auf das RIG-I-Signal,
die von Satoh et al.”' beschrieben wurde, konnte durch ein unterschiedliches LGP2-
Expressions-Niveaus erkldrt werden: bei niedriger Expression von LGP2 bestlinde die
Funktion des Proteins darin, komplex organisierte und durch RNP blockierte
Liganden-RNA zugénglich zu machen (entsprechend Modell D, Abbildung 4.1). Bei
hoherer LGP2-Expression wiirde die Bindung von LGP2 an die Liganden-RNA die
Erkennung durch RIG-I jedoch hemmen. Die letztere Funktion wiirde in einem
experimentellen System mit transienter Uberexpression und entsprechend hoher
Protein-Expression (wie der hier angewendeten Versuchsanordnung) in den
Vordergrund treten. Da LGP2 tatséchlich nach entsprechender Virusinfektion hoch
reguliert wird, wiirde die inhibitorische Funktion als Teil einer negativ-regulierenden
Riickkopplung (negative feedback loop) erscheinen. Die physiologische Bedeutung
dieser Riickkopplung konnte in der Begrenzung iiberschieBender Immunantworten
liegen.

In Bezug auf das MDAS-Signal zeigen die hier vorliegenden Ergebnisse eine ko-
stimulatorische Funktion von LGP2. Diese Einschitzung wird untermauert durch die

oben beschricbenen Befunde beider knock-out-Miuse.”*”!

Einen moglichen
Mechanismus der ko-stimulatorischen Funktion von LGP2 stellt wiederum das
Modell D dar (siche Abbildung 4.1), bei dem LGP2 Liganden derart prozessiert, dass

sie durch MDAS erkannt werden konnen. Wenn man davon ausgeht, dass fiir eine
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optimale Prozessierung ein bestimmtes Verhéltnis zwischen LGP2 und dem
entsprechenden Liganden herrschen muss, konnte eine zu hohe LGP2-Expression die
Liganden-Prozessierung und die nachfolgende MDAS-Signalkaskade storen. Dieses
Modell wére dann auch vereinbar mit dem hier beobachteten Optimum des MDAS-
LGP2-Synergismus bei einem bestimmten LGP2-Expressions-Niveau (siche
Abbildung 3.3). Auch die Tatsache, dass die einzelnen LGP2-Dominen keine ko-
stimulatorische Aktivitat aufweisen, kann durch dieses Model erklart werden: die
RNA Prozessierung erfordert mutmallich RNA-Bindung (LGP2-RD) und
konsekutive Helikase Aktivitdt (LGP2-N) um die MDAS5-Liganden zu entwinden und
der Erkennung zugénglich zu machen. Daher kann nur das Vollldngen-Protein, nicht
aber die einzelnen Doménen, diese Funktion ausiiben. Die hier beobachtete LGP2-
MDAS5-Interaktion (sieche Abschnitt 3.9) kann jedoch nur teilweise in Einklang mit
diesem Modell gebracht werden, da sie auch in Abwesenheit eines Liganden
demonstriert werden konnte.

Der zweite mogliche Mechanismus der LGP2 ko-stimulatorischen Aktivitdt ist die
Formation von LGP2-MDAS5-Heterokomplexen (entsprechend Modell D, Abbildung
4.1). Die dsRNA Bindung der LGP2-RD wire zentraler Bestandteil der PRR-
Funktion des LGP2-MDAS5-Heterokomplex und wiirde auch erklaren, weswegen ein
MDAS-Ligand bisher nicht klar charakterisiert werden konnte. Das hier beobachtete,
ko-stimulatorische Optimum bei ungefdhr gleichen Expressions-Niveaus von LGP2
und MDAS wiirde zu diesem Modell sehr gut passen (siche Abbildung 3.3), ebenso
wie die fehlende, ko-stimulatorische Funktion der einzelnen Doménen (siche
Abbildung 3.5) und die Liganden-unabhéngigen Interaktion (siche Abbildung 3.9).
AbschlieBend kann der Mechanismus der LGP2 Funktion anhand der bisherigen
Daten nicht erkldrt werden, zumal sich die hier beschricbenen Modelle nicht
gegenseitig ausschlieen. Denkbar ist, dass LGP2 in verschiedenen Zell-Typen eine
unterschiedliche Funktion ausiibt. Wie oben bereits beschrieben kann auch das
Niveau der jeweiligen RLH-Expression unterschiedliche Mechanismen in Gang
setzten. Diese Vorstellung ist vor allem interessant, weil die RLHs ISGs darstellen
und daher deren Expression im Verlauf einer Virusinfektion erheblich variieren wird.
Die RLH-Liganden umfassen entsprechend der Vielzahl verschiedener Viren, die iiber
RIG-I oder MDAS erkannt werden, ein breites Spektrum. Daher sind auch
verschiedene Mechanismen der LGP2 Funktion in Abhédngigkeit des jeweiligen

Liganden mdglich.
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4.5 Klinische Relevanz der Ergebnisse

Eine direkte klinische Anwendung der hier geschilderten Ergebnisse z.B. im Sinne
einer Identifikation eines pharmakologischen targets lasst sich nicht ableiten. Diese
Arbeit leistet jedoch einen Beitrag zum genaueren Verstindnis der RLH-
Signalkaskade und der zugrunde liegenden funktionellen Mechanismen. Dieses
Verstindnis ist fiir mehrere klinische Zielsetzungen von fundamentaler Bedeutung.
Die klinischen Anwendungsmoglichkeiten einer Beeinflussung der RLH-
Signalkaskade fallen im weitesten Sinne in den Bereich der Immuntherapie. Die
Zielsetzung einer solchen Immuntherapie reicht von der Krebstherapie iiber die

Behandlung von Autoimmunerkrankungen bis hin zur Infektiologie.

Im Bereich der Krebstherapie werden aktuell eine Vielzahl verschiedener Strategien
in priklinischen und klinischen Untersuchungen verfolgt, die am System der PRRs
und deren Liganden ansetzten.

Als besonders interessantes Beispiel einer praklinischen Anwendung der RLH-
Liganden ist die Arbeit von Poeck et al. zu nennen.” In einem Mausmodell des
malignen Melanoms wurden erfolgreich RIG-I-Liganden therapeutisch angewendet,
die einen dualen Wirkmechanismus ausnutzten: zum einen induzierte die eingesetzte
5’-Triphosphat-RNA iiber RIG-I eine anti-neoplastische Immunstimulation und
Apoptose. Zum anderen wurde die Triphosphat-RNA als siRNA konstruiert, die einen
knock-down des anti-apoptotischen BCL-2-Proteins bewirkte. Die Kombination dieser
beiden Wirkmechanismen fiihrte zu einer synergistischen Apoptose-Induktion der
Tumorzellen.”

Klinische Anwendung finden PRR-Liganden bereits heute bei der Entwicklung von
Immuntherapien mit dendritischen Zellen (DC). Dendritische Zellen sind hoch
potente Antigen-prasentierende Zellen, die liber T- und B-Zellen Antigen-spezifische
Immunantworten erzeugen kénnen. Aullerdem koénnen DCs natiirliche Killerzellen
aktivieren und stellen somit eine Verbindung zwischen adaptivem und angeborenem
Immunsystem dar. Diese Féhigkeiten konnen genutzt werden, um das Immunsystem
gegen bestimmte Antigene von Tumorzellen zu richten.”®”

Bei der Herstellung solcher DC-Vaccine werden dem Patienten {iblicherweise
Monozyten entnommen, die ex vivo zu dendritischen Zellen ausgereift werden. Diese

DCs werden mit Tumor-Antigenen beladen und durch Stimulation mit verschiedenen
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Substanzen aktiviert. Die aktivierten und Antigen-beladenen DCs sollen anschlieBend
im Patienten iiber 0.g. Mechanismen eine gegen den Tumor gerichtete Immunreaktion
auszulosen.

Neben der Auswahl und Applikation der Tumorantigene stellt die Aktivierung der
DCs einen fiir die Effektivitit der DC-Vaccine entscheidenden Schritt dar. Eine
besonders potente Aktivierung kann dabei durch den Einsatz verschiedener PAMPs
wie z.B. den TLR-Liganden poly(I:C) oder R848 erreicht werden.”” Dass auch RLH-
Liganden dendritische Zellen aktivieren konnen und sich daher potentiell fiir die
Herstellung von DC-vaccinen eignen, konnte bereits durch eine erste priaklinische
Studie gezeigt werden.*® Die genaue Auswahl der Stimuli, die zu einer optimalen
Aktivierung dendritischer Zellen fiihrt, ist jedoch weiterhin Gegenstand intensiver
Forschung und noch nicht abschlieend geklért.

Kiirzlich ist die erste DC-basierte Immuntherapie, Sipeleucel T, von der FDA zur
Behandlung des hormon-resistenten, metastasierten Prostata-Karzinoms zugelassen
worden.!' Eine Vielzahl weiterer DC-Vaccinierungen befinden sich aktuell in
klinischen Studien, von denen einige bereits PRR-Liganden -einsetzen (z.B.

clinicaltrial.gov identifier NCT01677962 oder NCT00390338).

Im Bereich der Infektiologie bestehen ebenfalls eine Vielzahl préklinischer und
klinischer Ansitze, die an der RLH-Signalkaskade ansetzten. Ein besonders wichtiges
humanpathogenes Virus, welches durch die RLH (i.e. RIG-I) und andere PRR (i.e.
TLR3) erkannt werden kann, stellt das Hepatitis C Virus dar. Die Bedeutung der
RLH-vermittelten HCV-Erkennung wird unterstrichen durch eine Studie unserer
Arbeitsgruppe, die den Einfluss bestimmter RLH-SNPs auf den Krankheitsverlauf
einer Hepatitis C Virusinfektion belegt (Hoffmann et al. 2014, submitted). Das
Hepatitis C Virus hat jedoch Strategien entwickelt, um einer Erkennung durch RLHs
zu entgehen: Die Serin-Protease NS3/4A ist essentieller Bestandteil des HCV-
Replikationszyklus und ist dabei v.a. fiir die post-translationale Prozessierung
zustdandig. Dariliber hinaus blockiert die NS3/4A-Protease die Interferon-Produktion
infizierter Zellen indem es die zentralen Adapter-Proteine der TLR- und RLH-
Signalkaskade TRIF und MAVS inaktiviert.***’

Die Inhibition der NS3/4A-Protease konnte dementsprechend nicht nur iiber die
Blockierung der HCV-Replikation, sondern auch durch eine Immunrekonstitution

virostatisch wirken.* NS3/4A-Protease-Inhibitoren werden seit geraumer Zeit
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praklinisch und klinisch erforscht. Zwei solcher HCV-Proteaseinhibtoren, Telaprevir

und Boceprevir, wurden kiirzlich von der FDA und EMA zur Therapie der

chronischen Hepatitis-C-Virusinfektion zugelassen.*>*
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5 Zusammenfassung

Das angeborene Immunsystem stellt die erste Barriere gegen eindringende
Mikroorganismen dar und ist in der Lage auf Krankheitserreger in kiirzester Zeit zu
reagieren. Die grundlegende Erkennungsstrategie des angeborenen Immunsystems ist
die Identifikation fremder, mit Mikroben assoziierter molekularer Muster. Triger
dieser =~ Mustererkennung  sind die in  der Keimbahn  kodierten
Mustererkennungsrezeptoren (PRRs; pattern-recognition receptors).

Die Gruppe der RIG-I-like helicases (RLH) sind PRRs, die fiir die Erkennung
zahlreicher humanpathologisch bedeutsamer Viren essentiell sind. Die Gruppe besteht
aus drei zytosolischen Proteinen: RIG-I, MDAS und LGP2. RIG-I und MDAS stellen
typische PRRs dar, die nach Bindung ihres jeweiligen Liganden eine Signalkaskade
aktivieren und eine anti-virale Immunantwort auslésen konnen. Da LGP2 im
Gegensatz zu RIG-I und MDAS keine Signal-Doméne besitzt wird eine regulatorische
Funktion angenommen. Die genaue Bedeutung und der Mechanismus der
Wechselwirkung von LGP2 mit RIG-1 und MDAS sind bisher jedoch unklar.

In der vorliegenden Arbeit konnte eine inhibitorische Funktion von LGP2 auf das von
RIG-I ausgeloste Signal demonstriert werden. Die einzelnen LGP2-Doménen, LGP-
RD und LGP2-N, konnten dabei jede fiir sich eine Dosis-abhingige Hemmung des
RIG-I-Signals bewirken. In Kooperation mit dem Labor fiir ,Structural Biology and
DNA Repair’ von Prof. Karl-Peter Hopfner konnte auBBerdem gezeigt werden, dass die
LGP2-RD mit hoher Affinitit dsSRNA bindet. Daher kann als Mechanismus der
RIG-I-inhibitorischen LGP2-Funktion eine kompetitive Bindung und Sequestrierung
der RIG-I-Liganden postuliert werden.

In Bezug auf das von MDAS ausgeloste Signal konnte eine synergistische bzw. ko-
stimulatorische LGP2-Funktion etabliert werden. Diese Ko-Stimulation konnte nur
fiir das Volllangen-Protein und nicht fiir die einzelnen LGP2-Dominen, LGP2-N und
LGP2-RD, beobachtet werden. Die Ko-Stimulation zeigte ein Optimum bei ungefédhr
gleichen Expressions-Niveaus von LGP2 und MDAS. Des Weiteren konnte mittels
Co-Immunprézipitations-Versuchen eine LGP2-MDAS5-Interaktion nachgewiesen
werden. Vor dem Hintergrund der Liganden-Bindungseigenschaften der LGP2-RD
kann wiederum postuliert werden, dass LGP2 mit MDAS Heterokomplexe bildet und
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die Formation dieser Heterokomplexe fiir die Bindung von bestimmten MDAS-
Liganden und die Initiierung der MDAS-Signalkaskade erforderlich ist.

Die vorgestellten Daten sind jedoch auch mit alternativen Modellen der LGP2-
Funktion vereinbar. Die unterschiedlichen Erkldrungsmodelle schlieen sich dabei
nicht gegenseitig aus sondern konnten, abhdngig von Zell-Typ, dem gegenwirtigen
Liganden und dem aktuellen Expressions-Niveau alternieren oder sogar iiberlappen.
Ein genaues Verstindnis der Funktion der RIG-I-like helicases ist wichtig, um ihr
bereits demonstriertes Potential als Zielstruktur immuntherapeutischer Ansitze voll

nutzbar zu machen.
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6 Abkiirzungsverzeichnis

AP-1
AS
BCL-2
BMDC
bp
CARD

CARDIF
CDS
CLR
DAI
DAMP
DC
DNA
dsRNA

DUBA
EMCV
FADD
GFP
HMGBI1
iE-DAP
IFN
IKK-g / IKK-i
IPS-1
IRF

ISG
JEV

kbp

ko
LCMV
LGP2
LPS
MAVS
MDAS
MDP
MEFs
MINCLE
NAPI
NDV
NF-xB

NLR

NLRA
NLRB
NLRC
NLRP
NLRX

activator protein 1

Aminoséure

B-cell leukemia/lymphoma-2

bone marrow derived dendritic cells

Basenpaar

caspase recruitment domain, caspase activation and
recruitment domain

CARD adaptor inducing IFN-f3

coding DNA sequence

C-type lectin receptor

DNA-dependent activator of interferon-regulatory factors
danger-associated molecular pattern

dendritic cell

Desoxyribonukleinsdure

doppelstrangige Ribonukleinsiure / double-stranded
ribonucleic acid

deubiquitinating enzyme A

encephalomyocarditis virus

Fas-associated death domain-conatining protein

green fluorescent protein

high mobility group box 1
gamma-D-glutamyl-meso-diaminopimelic acid
Interferon

inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit epsilon
IFN- promoter stimulator

interferon regulatory factor

interferon stimulated gene

Japanese encaphalitis virus

Kilo-Basenpaar

knock-out

lymphocytic choriomeningitis virus

laboratory of genetics and physiology 2
Lipopolysaccharide

mitochondrial antiviral-signaling protein

melanoma differentiation associated protein-5

Muramyl Dipeptid

mouse embryonic fibroblasts

macrophage-inducible C-type lectin

NAK-associated protein 1

newcastle disease virus

nuclear factor kappa B, nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells

nucleotide-binding domain leucine-rich repeats containing
family, NOD-like receptors

NLR with acidic activation domain

NLR with BIR domain (baculovirus inhibitor of apoptosis)
NLR with CARD (caspase recruitment domain)

NLR with pyrin domain

NLR with an n-terminal domain that has no strong
homology to the domain of any other NLR subfamily



Abkiirzungsverzeichnis 58

NMR
NOD

PAMP
pDC

PRR

RD

RIG-I
RLH

RNP

SeV
SINTBAD
ssSRNA

TBK1
TIR
TRADD
TRAF
TRIF
TRIM25
VISA
VSV

wt

member

nuclear magnetic resonance

nucleotide-binding and oligomerization domain,
nucleotide-binding oligomerization domain
pathogen-associated molecular patterns
Plasmacytoid dendritic cell

pattern recognition receptors

regulatory domain, repressor domain

retinoic acid-inducible gene-I

RIG-I-like helicase

Ribonukleoprotein

sendai virus

similar to NAP1 TGK1 adaptor

einzelstringige Ribonukleinsédure / single-stranded
ribonucleic acid

TANK-binding kinase |

toll/interleukin-1 receptor

TNFR-associated death domain protein
TNF-receptor-associated factor

TIR domain-containing adapter inducing interferon-f3
tripartite motif-containing protein

virus-induced signalling adaptor

vesicular stomatitis virus

wild type
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