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1. Einleitung

1.1 Das Immunsystem des Menschen

1.1.1 Angeborene und erworbene Immunitit

Das Immunsystem des Menschen gliedert sich in einen angeborenen und einen
erworbenen, adaptiven Anteil, wobei die klassischen Grenzen zwischen diesen Systemen

zusehends verwischen.

Die angeborene Immunitit beginnt an der Schwelle zwischen Umwelt und Korper.
Makroskopisch stellen beim Menschen die Haut oder Schleimhautsekrete, wie der saure
Magensaft, physikalische Barrieren gegen Mikroorganismen und Viren dar. Auf
molekularer Ebene erkennt die angeborene Immunitit im Falle einer Infektion die
cindringenden mikrobiellen Erreger (englisch pathogens). Dabei interagieren sogenannte
Mustererkennungsrezeptoren (Pattern-recognition-Rezeptoren = PRR) mit spezifischen
Erreger-assoziierten molekularen Mustern (pathogen-associated molecular pattern = PAMP)
und leiten tiber Signalkaskaden genetische Abwehrprogramme ein. Virus-infizierte Zellen
sezernieren in der Folge Zytokine, wie Interferone (IFN), Interleukin-1 (IL-1),
Interleukin-6  (IL-6) oder den Tumornekrosefaktor-U (TNE-U). Neutrophile
Granulozyten und andere Immunzellen werden aus dem Blut zum Ort der Infektion
rekrutiert. Die Leber produziert Akute-Phase-Proteine. Hiufig ist so eine rasche

Elimination des Virus innerhalb weniger Stunden méglich.

Durch PAMPs werden aber auch Antigen-prisentierende Zellen (APC) stimuliert. Diese
stellen die zelluldre Verbindung zwischen angeborener und erworbener Immunitit dar.
Gegen cin Antigen kann dann eine langlebige adaptive Immunitit gebildet werden, wenn
es von einer APC im Kontext mit einem PAMP als Gefahrensignal phagozytiert wurde

(Blander et al. 2006).



Nach der Aktivierung von B- und T-Lymphozyten durch APCs kommt es zu deren
klonaler Expansion. Diese fithrt zur Produktion spezifischer Antikérper und zytotoxischer
T-Zellen. Die langlebigen Formen von B- und T-Lymphozyten bilden das ,,Gedédchtnis®
der Immunitit. Bei erneuter Exposition mit demselben Erreger kann so effektiver reagiert

werden.

Eine Schliisselrolle bei der Entscheidung, ob eine molekulare Struktur als fremd und
gefihrlich erkannt und damit eine Immunantwort ausgelost wird, kommt also den
Mustererkennungsrezeptoren zu. Die vorliegende Arbeit untersucht den antiviralen
Mustererkennungsrezeptor retinoic acid-inducible gene-I (RIG-I) und die Frage, welcher

Ligand in einer Virus-infizierten Zelle von RIG-I erkannt wird.

1. 1.2 Mustererkennun gsrezeptoren

PAMPs sind invariante Strukturen, die von einer groffen Klasse an pathogenen Keimen
geteilt werden. Sie sind fiir die Erregerklasse spezifisch und essentiell fiir ihr Uberleben.
Physiologischerweise kommen PAMPs im Wirt entweder iiberhaupt nicht, oder nur in
bestimmten Kompartimenten vor und erlauben damit eine Fremd-Selbst Unterscheidung,.

PAMPs werden durch PRR erkannt.

Auch Nukleinsiuren kénen als PAMPs dienen. Dies birgt jedoch das Risiko, dass die
PRR auch endogene Nukleinsiuren als PAMPs erkennen und so Autoimmunitit
induzieren (Kawasaki e# @/ 2011). Daher ist die Erkennung von Nukleinsiuren als
PAMPs besonders interessant. Die wichtigsten Vertreter der PRR, die Nukleinsiuren

erkennen, werden wie folgt eingeteilt.



Die 7oll-like-Rezeptoren (TLR) sind auf der Oberfliche der Zellmembran oder im
endosomalen Kompartiment eukaryotischer Zellen lokalisiert. Mit Hilfe extrazellulirer,
Leucin-reicher Sequenzen (Leucin-rich repeats = LRR) erkennen sie PAMPs von Bakterien
und Viren. Bestimmte TLRs, wie TLR 3, 7, 8 und 9 erkennen mikrobielle Nukleinsiuren

und 18sen eine Typ-I-IFN-Antwort aus.

Die Nod-like-Rezeptoren mit ihrer charakteristischen C-terminalen LRR und der internen
Nukleotid-bindenden-Domine (NBD) erkennen zytoplasmatische PAMPs. Dies fithrt

unter anderem zu einer erhohten Expression von IL-1b (Girardin ez 4/. 2003).

Absent-in-melanoma 2 (AIM2) ist ein DNA-Rezeptor, der iber
apoptosis-associated-speck-like-protein-containing a caspase-recruitment-domain (ASC)  zur
Bildung eines Protein-Komplex, dem sogenannten Inflammasom, fithrt, welcher die

Caspase-1-abhingige Aktivierung von IL-1b und IL-18 auslést (Hornung ez /. 2009).

Die cyclic GMP-AMP synthase (cGAS) stellt einen erst kiirzlich entdeckten Rezeptor der
angeborenen Immunitit dar. Lange Zeit wurde nach diesem DNA-Rezeptor gesucht. Die
Vorlagen-unabhingige Nucleotidyltransferase cGAS bildet, nach ihrer Aktivierung durch
Bindung mikrobieller DNA im Zytoplasma, zyklische Dinukleotide als sekundire
Botenstoffe. Daraufhin wird iber den Rezeptor STING ein antivirales Genprogram

aktiviert. (Sun et al. 2013, Wu et al. 2013)

Die wohl wichtigste Gruppe von PRR fiir die zytoplasmatische Erkennung von
RNA-Viren sind die R/G-I-like-Helikasen (RLH), die im folgenden Abschnitt niher

beschrieben werden.



1. 1.3 RIG-I-like-Helikasen

Die Gruppe der RLH besteht aus RIG-1, laboratories-of-genetics-and-physiology 2 (LGP2)
und melanoma-differentiation-associated gene 5 (MDA5). Diese PRR erkennen virale RNA
im Zytoplasma und lésen nach Aktivierung ein antivirales Genprogramm aus, das die
Produktion von Typ-I-IEN einschlief3t. Dadurch wird die Vermehrung und Ausbreitung

der Viren erschwert und die adaptive Immunantwort eingeleitet.

Wie die virale von endogener RNA unterschieden werden kann, ist Gegenstand aktueller
Untersuchungen und zentrale Fragestellung der vorliegenden Arbeit. Grundproblem der
Erkennung viraler RNA im Zytoplasma von Zellen ist die dort vorliegende, grofle Menge
endogener RNA unterschiedlicher Funktion und Struktur. Im Jahr 2006 wurde
entschliisselt, dass ein 5’-Triphosphat-Muster dem Immunsystem die Unterscheidung
fremder von eigener RNA im Zytoplasma erlaubt (Hornung er 4/ 2006 und
Pichlmaier ez al. 2006). Neuere Daten zeigen, dass eine 5’-Diphosphat-Konfiguration fiir
die Erkennung fremder RNA ausreicht (Goubau ez a/. 2014).

Zwar konnen auch zelleigene RNAs diese Modifikation tragen, doch die Generierung
solcher RNAs findet im Zellkern oder im Mitochondrium statt. Eukaryotische
Messenger-RNA (mRNA), welche ins Zytoplasma gelangt, erfihrt durch ein modifiziertes
Guanin-Nukleosid kotranskriptionell ein capping des 5’-Endes und wird daher nicht von

RIG-I erkannt.

RIG-I ist der am besten charakterisierte Vertreter der RLH. RIG-I wurde urspriinglich in
Zellen von Patienten identifiziert, die an promyeloischer Leukimie erkrankt waren und
mit Vitamin-A-Siure behandelt wurden (Sun 1997). Nachfolgend wurde im Schwein ein
Homolog von RIG-I identifiziert, dessen Expression sich durch Infektion mit dem
Porzinen-Reproduktiven-und-Respiratorischen-Syndrom-Virus (PRRSV) induzieren lief3
(Zhang et al. 2000).



Im Jahr 2004 wurde der erste Zusammenhang zwischen RIG-I und der Erkennung
fremder Nukleinsduren hergestellt (Yoneyama 2004): abhingig von der Transfektion mit
poly(Inosin:Cytidin) [poly(I:C)], einer synthetischen Doppelstrang-RNA (dsRNA) mit
5’-Diphosphat-Ende, wurde gezeigt, dass RIG-I die Expression eines Interferon response
factor (IRF)-regulierten Reportergens auslosen kann. Zudem wurde in dieser Arbeit RIG-I
als Copy-DNA (cDNA)-Klon isoliert und eine erste Verbindung zwischen RIG-I und der

Erkennung des Vesicular-Stomatitis-Virus (VSV) beschrieben.

RIG-I gehort zu der Familie der DExD/H-Helikasen, die Teil der Helikasen-Superfamilie
2 (SF2) sind. Am Amino-Terminus (N-Terminus) trigt RIG-I zwei charakeeristische
Caspase-activation-and-recruitment-Domidnen  (CARDs) (siche Abbildung 1). Im
strukturellen Zentrum von RIG-I liegt die Helikase-Domine. DExD/H bezeichnet die
Reihenfolge der Aminosiuren in Motiv II (auch ,, Walker motifs“) der Helikase-Domine:
Asp-Glu-X-Asp/His. Die Position X steht fiir eine variable Aminosiure. Die C-terminale

Domine (CTD) spielt eine wichtige Rolle in der primiren Liganden-Erkennung.

CARD CARD

N

(e

DExD/H CTD

Abbildung 1: Die Struktur von RIG-I im Zustand der Autoinhibition

RIG-I ist aus zwei N-terminalen CARDs, einer Helikase-Domine (DExD/H) und einer C-terminalen
Domine (CTD) aufgebaut. Wenn kein Ligand an RIG-I gebunden ist, falten die CARDs auf die Helikase-
Domine zuriick und RIG-I liegt in einem autoinhibierten Zustand vor. (adaptiert nach Yoneyama und
Fujita 2009)

RIG-I beinhaltet mit der Helikasen-Domine und der CTD zwei RNA-bindende
Dominen. Strukturanalysen der letzten Jahre (Cui ez 4/ 2008, Takahashi ez 2/ 2008,
Kowalinski ez al. 2011) konnten zeigen, dass zunichst die CTD-Domine den Liganden
Triphposphat-RNA bindet (siche Abbildung 2). Nach dieser Bindung interagiert die
RNA mit der Helikasen-Domiine.
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Abbildung 2: RIG-I bindet RNA
Nach Bindung der Triphosphat-RNA an die C-terminale Domine, geben die beiden N-terminalen CARDs
die Helikase-Domine frei. (adaptiert nach Yoneyama und Fujita 2009)

In der Folge wird durch ecine Konformationsinderung die Autoinhibition der
Helikasen-Domine durch die CARDs aufgehoben. Die CARDs aktivieren das
Mitochondrial-anti-viral-signalling-Protein  (MAVS), indem sie mit dessen CARDs
interagieren. Es kommt {iber verschiedene Signalwege (siche Abbildung 3) zur
Translokation der Transkriptionsfaktoren activator protein 1 (AP1),
nuclear-factor-{-B (NE{B), IRF3 und IRF7 in den Zellkern, wo diese kooperativ die

Expression von Typ-I-IFN induzieren (Collins ez al. 2004).

Ein Basenaustausch von Lysin zu Alanin in der Helikase-Domine zeigte, dass die ATPase
Funktion von RIG-I fiir die Viruserkennung und Signalauslosung erforderlich ist. Ohne

das in der Hydrolyse des ATP essentielle Lysin entstand eine dominant-negative Form

von RIG-I (Yoneyama ez al. 2004).
Die Analyse von RIG-I-knockout-Miusen zeigte, dass RIG-I sowohl in Fibroblasten, als

auch in myeloiden dendritschen Zellen (DC) cine bedeutende Rolle in der viral

induzierten Typ-I-IFN-Expression spielt (Kato ez al. 2005).
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Im Gegensatz dazu verwenden plasmazytoide DCs, die bekannt sind fiir ihre
INF-UProduktion, hauptsichlich TLRs zur Erkennung von Viren. RIG-I spielt hier eine
untergeordnete Rolle. Dies zeigt, dass im angeborenen Immunsystem die Mechanismen

zur Erkennung von Infektionen fiir unterschiedliche Zelltypen spezifisch sind.

Zudem gibt es Beobachtungen, die eine Bedeutung von RIG-I in der Embryogenese nahe
legen: abhingig vom genetischen Hintergrund starben RIG-I-knockout-Miuse im
Embryonalstadium an einer Leberdegeneration. Andere entwickelten sich normal, litten

spiter aber verstirkt an Colitis (Kato ez a/. 2005).

AT dsDNA, RNA Komplexe
SDNA _p. (Ppp)RNA LGP2 / p
1 RIGI MDA5

MAVS @ Mitochondrium

Caspasel  (;)MAPK RIP1 TRAF3

| ||_1E/_p\ro|u B FADD l
TRAF6
CARD9

BCL10 IKKapy TBK1
IKKe

IkB (p) i\
NFkB

| v

Zytoplasma | (p) AP1 NFkB IRF3(p) IFLF? (p)

em | N
il \‘ V V ,’l V

vi
Polymerase 3 EANVIANVIANVIANVY,
_— >
IFNB IFNa

Abbildung 3: Die Signalwege der RIG-I-like-Helikasen

RIG-I bindet Triphosphat-RNA (viraler Genese oder Produkte der Polymerase III) und induziert nach
Bindung von MAVS einen Signalweg, der zur Expression von Typ-I-IFN fiihrt. Alternativ kann RIG-I
unter bestimmten Voraussetzungen iiber den Adapter ASC auch IL-1b aktivieren. MDAS5 bindet
RNA-Komplexe und induziert ebenfalls IFN. LGP2 bindet dsRNA, trigt aber keine CARD und beeinflusst
RIG-I und MDAS5 positiv oder negativ. (adaptiert nach Gerlier und Lyles 2011)
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Abgesehen von der direkten Induktion des RIG-I-Signals durch Di- oder
Triphosphat-RNA, gibt es noch einen indirekten Weg der Aktivierung: Uber die
RNA-Polymerase-III  kann  aus  AT-reicher,  doppelstringiger =~ DNA  ein
Triphosphat-RNA-Molekiill ~ gebildet werden, das dann RIG-I-abhingig cine
IFN-Antwort stimuliert. Dieser Weg scheint unter anderem bei der Infektion mit dem

Epstein-Barr-Virus relevant zu sein (Ablasser ez a/. 2009).

Die anderen RLH werden hier nur der Vollstindigkeit halber erwihnt, da sie im
vorliegenden Projekt nicht untersucht wurden. MDA5S erkennt grofiere RNA-Komplexe
und induziert ebenfalls iiber MAVS eine IFN-Antwort (Pichlmair ez 2/ 2009). Die
Funktion von LGP2 ist nicht noch vollstindig geklirt. Im Gegensatz zu MDA5 und
RIG-I weist es keine CARDs auf und ist demnach nicht zur Signaliibermittlung an
MAVS in der Lage. Es wird aktuell als ein Regulator von MDAS5 und RIG-I gesechen
(Satoh ez al. 2010).

1.2 Beschriebene synthetische RIG-I-Liganden im Vergleich

In diesem Kapitel sollen die bisher beschriebenen, synthetischen Liganden der RLH
dargestellt werden. Dazu zihlen 5’-Triphosphat-RNA, 5’-Diphosphat-RNA, poly(I:C)
und Spaltprodukte der RNase-L.

Der erste beschriebene Ligand von RIG-I ist die 5’-Triphosphat-RNA (Hornung et al.
20006, Pichlmaier ez al. 2006). Sowohl eukaryotische als auch virale Polymerasen bilden
mRNA, die zunichst ein 5°-Triphosphat-Ende trigt, da die Polymerisation der
Nukleotide in 5’-3’-Richtung erfolgt. Durch das capping des 5’-Endes der eukaryotischen
mRNA weisen endogene RNAs auflerhalb des Zellkerns kein freies Triphosphat-Ende
auf. Virale RNA-Spezies, die im Rahmen des viralen RNA-Replikationszyklus im
Zytoplasma vorkommen, tragen hingegen cin freies Triphosphat-Ende. Auf Grund dieses

Unterschiedes wird eine Diskriminierung von viraler und endogener RNA ermaglicht.
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RNA-Transkripte, die durch die T7-RNA-Polymerase aus einem DNA-template
entstehen und ein 5’-Triphosphat-Ende tragen, sind starke Typ-I-IFN-Induktoren (Kim
et al. 2004). Ein 5 -Triphosphat-Ende allein reicht fir die RIG-I-Aktivierung jedoch
nicht aus. Das Nukleotid am 5’-Ende muss zusitzlich eine Basenpaarung eingehen. Dieses
Merkmal kann entweder durch einen Doppelstrang aus zwei RNA-Molekiilen oder durch
die Riickfaltung ecines Einzelstrangs erfiillt werden (Schlee ez al. 2009, Schmidt ez al.

2009).

Neuere Untersuchungen konnten zeigen, dass doppelstringige RNA mit einem
5’-Diphosphat-Ende ebenfalls RIG-I aktiviert, wenn auch schwicher als RNA mit einem
5’-Triphosphat-Ende (Goubau ez al 2014): sowohl Genome des Mammalian-
Reovirus (MRV)  mit  5’-Diphosphat-Ende  oder  5’-Diphosphat-RNA  des
Saccharomyces-cerevisiae-Virus-L-A, als auch 5’-Diphosphat-RNA aus
In-vitro-Transkription (IVT) oder chemischer Synthese wurden von RIG-I erkannt.
Zudem erwies sich die RIG-Aktivierung nach 5’-Diphosphat-RNA-Stimulation essentiell
fur die Kontrolle einer Reovirus-Infektion in Zellkultur und Maus. In diesem Manuskript
wurde auch gezeigt, dass die poly(I:C) Erkennung durch RIG-I auf der Anwesenheit von
5’-Diphosphaten beruht. Damit wird in Frage gestellt, ob die Linge der RNA
entscheidet, ob sie durch RIG-I oder MDAS5 erkannt wird.

Poly(I:C) ist ecine synthetische RNA, die durch Annealing von poly(Inosin) und
poly(Cytidin) hergestellt wird, welche wiederum durch die Polynukleotid-Phosphorylase
synthetisiert werden. Diese Phosphorylierung fithrt  dazu, dass poy(I:C)  ein
5’-Diphosphat-Ende trigt. Poly(I:C)-RNA wird sowohl von TLR3 als auch von RLH
gebunden (Alexopoulou ez al. 2001, Kato e al. 2008).

Zwei Beobachtungen zeigten, dass MDAS essentiell fiir die poly(I:C) abhingige
IFN-Produktion ist (Kato et /. 2006, Gitlin et al. 2006).
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Poly(1:C) einer Linge von tiber 4 bis 8 Kilobasenpaaren wird vor allem durch MDA5
erkannt. Im Gegensatz dazu aktiviert kiirzeres poly(I:C) unter 400 Basenpaaren (bp) vor
allem RIG-I und nicht MDA5. Demnach folgerten Kato et al., dass die Linge der dsSRNA
ein entscheidender Faktor ist, ob die Erkennung von poly(I:C) iiber MDAS oder RIG-I
abliuft (Kato et a/. 2008).

RNase L ist eine Endonuklease und spaltet virale RNA. Die Spaltprodukte aktivieren
RIG-I und MDAS5. RNase L-defiziente Zellen zeigen eine reduzierte IFN-Antwort nach
Stimulation mit poly(I:C) und Sendai-Virus (Malathi ez /. 2007).

Weitere essentielle Charakteristika eines kiinstlich hergestellten RIG-I-Agonisten wurden
2009 entschlisselt (Schlee ez al. 2009, Schmidt ez al. 2009). Der Agonist ist mindestens
19 Nukleotide lang, trigt ein 5’-Triphosphat-Gruppe und weist eine Doppelstringigkeit
von 7 bis 10 Basen Linge am 5’-Ende auf(siche Abbildung 4).

CJJIIIII opp

Abbildung 4: Minimales molekulares Muster eines RIG-I-Liganden
RIG-I bindet RNA mit 5-Triphosphat-Ende, partieller Doppelstringigkeic und fakultativem panbandle
(englisch fiir Pfannenstil) Motiv. (adaptiert nach Schmidt ez al. 2009)
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1.3 Das Vesicular-Stomatitis-Virus (VSV)

Das Vesicular-Stomatitis-Virus gehdrt wie auch das Tollwutvirus zur Ordnung der
nicht-segmentierten Negativstrang-RNA-Viren, den Mononegavirales, und zur Familie der
Rhabdoviridae. Diese Viren induzieren das seit 1957 bekannte Typ-I-IFN-System. Isaacs
und Lindenmann entdeckten, dass hitzeinaktivierte Influenzaviren in Hiithnereizellen eine
Resistenz gegen die Vermehrung von lebenden Grippeviren induzieren. Auf diese Weise

sinterferieren® sie mit der viralen Replikation (Isaacs e# al. 1957).

Rhabdoviridae infizieren Pflanzen, Invertebraten und Vertebraten. In der Maus lost VSV
cine schwere Enzephalitis aus (Olitsky ez a/. 1934). In Pflanzen replizieren sich die Viren
im Zellkern, in Tieren meist im Zytoplasma. VSV kann iiber seine Antigene in 2 Arten
unterteilt werden: die Serotypen VSV New Jersey und VSV Indiana. In diesem Projeke
wurde der VSV vom Serotyp Indiana verwendet (NCBI Sequenz: NC_001560 VSV
Indiana).

VSV hat fiinf proteinkodierende Gene (siche Abbildung 5): das Nukleoprotein N, das
Phosphoprotein P (auch als Non-structural-Protein NS bezeichnet), die Polymerase L

(Large-Protein, L-Protein), das Matrixprotein M und transmembrane Glykoprotein G.

Die letzten beiden sind an der Bildung der Hiille von VSV beteiligt.

3'|Le] N |NS|M G L Tr |5

Abbildung 5: Schematische Darstellung des VSV-Genoms

11.161 Basen, die fiinf Proteine und zwei untranslatierte Regionen kodieren, bilden das
Negativstrang-RNA-Genom des VSV. Die Proteine sind das Nukleoprotein N, das Phospho- bzw.
Non-structura-Protein P bzw. NS, das interne Matrixprotein M, das transmembrane Glykoprotein G und
die Polymerase L. Die untransladerten Regionen am 3’-und 5’-Ende bezeichnet man als Leader (Le) und
Trailer (T7). (adaptiert nach Conzelmannn 1998)
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Das Genom von VSV wird durch das virale Nukleoprotein (N) verpackt und besteht aus
tiber 11.000 Basen. Im Fall des Referenz-Genoms von VSV-Indiana sind es 11.161
Basen. Das Protein-umbhiillte Genom wird auch als Ribonukleoprotein (RNP) bezeichnet.
Dieser wird in ein 150 nm langes, Patronen-formiges Viruskapsid verpackt (Thomas ez 4.
1985). Das RNP ist die Vorlage fiir Transkription und Replikation durch den viralen
RNA-abhingigen-RNA-Polymerase-Komplex. Er besteht aus dem L-Protein, der

eigentlichen Polymerase, und dem Kofaktor P.

Der erste Schritt der Replikation von VSV ist die Transkription des viralen Genoms. Der
L-P-Komplex bindet das 3’-Ende des Nukleoprotein-verpackten Genoms und beginnt
mit der Transkription der Leader-RNA. Diese RNA trigt im Gegensatz zu mRNA kein
cap und ist nicht polyadenyliert. Danach werden die mRNAs von N-, P-, Matrix-,
Glyko- und L-Protein gebildet. Die Polymerase fillt wihrend der Transkription mit einer
gewissen Wahrscheinlichkeit an jeder intergenischen Sequenz von ihrer Matrix, sodass ein
mRNA Gradient N>NS>M>G>L entsteht. Zu einem spiteren Zeitpunkt der
Infektion, wenn geniigend N-Protein in der Zelle enstanden ist, andert die Polymerase
ihre Funktion. Sie produziert dann Positivstrang-RNA-Kopien voller Linge, ohne caps
und poly(Adenosin) [poly(A)]-Enden. Die entstchende RNA ist das sogenannte
Antigenom. Als Promoter dient hierfiir die Leader-Region des Genoms. Die
Antigenom-Stringe werden cbenfalls von N-Protein umschlossen und binden den
L-P-Komplex. Mit dem Antigenom als Vorlage entstechen dann neue Genome voller
Linge. Als Promoter dafir dient die 77ailer-Region am 3’-Ende des Antigenoms.

(Conzelmann 1998)

Wie und wann von Transkription auf Replikation umgestellt wird, ist nicht vollstindig
geklirt. Man geht davon aus, dass das neu entstchende N-Protein das entscheidende
Signal fir die Polymerase gibt. In Virus-infizierten Zellen bindet neu produziertes
N-Protein nur virale RNA oder Copy-RNA. Dies wird durch eine zweite Funktion des
P-Proteins reguliert. P bindet N und inhibiert den Kontakt zu zellulirer RNA und die
Polymerisation. (Albertini ez /. 2008)
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1.4 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Um den menschlichen Organismus in seiner Abwehr von Infektionen durch pathogene
Bakterien, Pilze, Viren und Parasiten unterstiitzen zu konnen, muss man die

Mechanismen kennen, die folgenden Fragen zugrunde liegen:

- Was wird vom Kérper als fremd und potenziell bedrohlich erkannt?

- Wie wird eine effiziente Immunabwehr induziert und wie wird sie kontrolliert,
sodass nicht mehr Schaden angerichtet als verhindert wird?

- Wo liegen die Schwachstellen, die es beispielsweise dem Hepatitis-C-Virus

erlauben sich tiber lange Zeit im Korper zu behaupten?

Ausgangspunket der vorliegenden Arbeit ist die Frage, wie der menschliche Korper mit
Hilfe von RIG-I Viren erkennt. RIG-I ist ein ubiquitir im menschlichen Koérper
exprimierter Rezeptor. Er bindet virale RNA und induziert iiber IEN eine antivirale und

tiber IL-1 und IL-6 eine proinflammatorische Signalkaskade.

In Experimenten mit kiinstlich hergestellten RNAs konnte ein minimales molekulares
Muster identifiziert werden, das erforderlich ist, um RIG-I zu aktivieren. Es besteht aus
RNA mit einer Triphosphatmodifikation am 5°-Ende und einem basengepaarten
Abschnitt von 10 bis 20 Basen in unmittelbarer Nihe. Es kann sich dabei entweder um
dsRNA, die aus zwei gepaarten Stringen besteht, handeln oder um einzelstringige RNA,
die durch stem-loops (englisch fir Haarnadelstruktur) oder komplementire Sequenzen in
ihrem Verlauf basengepaarte Abschnitte bildet (Hornung ez al. 2006, Pichlmair ez al.
2006, Schmidt ez 2/ 2009, Schlee et al. 2009).

Aus den genannten Arbeiten ist bekannt, welche Eigenschaften synthetisch hergestellte
RIG-I-Liganden haben miissen. Dagegen bestehen in der Literatur widerspriichliche

Angaben, welche RNA-Spezies in Zellen im Rahmen ciner Virusinfektion tatsichlich als

RIG-I-Ligand wirken.
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Das Ziel dieser Arbeit ist daher, ein experimentelles System zu entwickeln, das die
Identifikation RIG-I-gebundener, viraler RNAs in VSV-infizierten Zellen ermaglicht.

Dazu sollte

- cin Zellsystem etabliert werden, das induzierbar RIG-I/FLAG exprimiert.

- cin Protokoll entwickelt werden, das die Reisolierung von RIG-I/FLAG-assoziierten
viralen RNAs aus Immunprizipitationen von RIG-I/FLAG ermaglicht.

- mit Hilfe der modernen Deep-sequencing-Technologie, die an RIG-I gebundenen
RNAs sequenziert werden, um die Liganden von RIG-I in VSV-infizierten Zellen

zu identifizieren.

19



2. Material und Methoden

2.1 Material

2. 1.1 Gerite und Verbrauchsmaterialien

Begasungsbrutschrank, Fa. Heraeus (Hanau, DE)

Eismaschine, Fa. Ziegra (Isernhagen, DE)

ELISA-Reader, Fa. Dynatech-Laboratories (Guernsey, GB)

EV 23,1, Fa. Consort (Turnhout, BE)

Hamilton Spritze, Fa. Hamilton Co. (Reno, Nevada, USA)

Lamin Air Sicherheitswerkbank, Fa. Heraeus (Hanau, DE)

LAS 4000 mini, Fa. Fuji (Dusseldorf, DE)

LightCycler 480, Fa. Roche (Mannheim, DE)

Magnetrithrer Combimag, Fa. IKA (Staufen, DE)

Mikroskop (Axiovert 25), Fa. Zeiss (Jena, DE)

Mithras LB 940, Fa. Bertold (Bad Wildbad,DE)

Nanodrop, Fa. Implen (Miinchen, DE)

Omnifuge 2 ORS, Fa. Heraeus (Hanau, DE)

pH-Meter, Fa. WTW (Weilheim, DE)

Pipetus, Fa. Hirschmann (Eberstadt, DE)

Power Pac 200 Spannungsgerit, Fa. Biorad (Miinchen, DE)
Rollator Assistent RM 5, Fa. Karl Hecht (Sondheim/Réhn, DE)
Scintillation Counter, Fa. Biorad (Miinchen, DE)

Thermocycler Modell T3, Fa. Biometra (Gottingen, DE)
Thermocycler RoboCycler Gradient 40, Fa. Stratagene (Heidelberg, DE)
Thermoshake Laboshake, Fa. Gerhardt (Konigswinter, DE)
Vortex VF2, Fa. Bemder & Hobein AG (Ziirich, CH)

Vortexer, Fa. Janke & Kunkel (Staufen, DE)

Waage (LP 6209), Fa. Sartorius (Gottingen, DE)
Wasser-Deionisierungmaschine, Fa. SG Reinstwasser-Sys. (Hamburg, DE)
Western-Blot-Semidry-Transfer-Zelle, Fa. BioRad (Miinchen, DE)
Zentrifuge (5417 R), Fa. Eppendorf (Hamburg, DE)

Plastikmaterialien fiir die Zellkultur wurden von den Firmen Becton Dickinson (Le Pont
de Claix, FR), Bibby Sterrilin (Staffordshire, GB), Corning (Corning, USA), Greiner
(Frickenhausen, DE) und Falcon (Heidelberg, DE), bezogen.
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2.1.2 Computerprogramme

CLC Genomics Workbench 5, Trial version, Fa. CLCbio (Aarhus, DK)
LightCycler 480 Software, Fa. Roche (Mannheim, DE)
Microsoft Office 2010, Fa. Microsoft (Redmond, USA)

2.1.3 Reagenziensitze

miRNeasy Kit, Fa. Qiagen (Hilden, DE)

Genomed JETSTAR Plasmid-purification-Kit, Fa. Genomed (Lohne, DE)
Rneasy Midi Kit, Fa. Qiagen (Hilden, DE)

RNA-Isolations Kit, Fa. Roche (Mannheim, DE)

2.1.4 Reagenzien

Ammonium Acetat, Fa. Ambion/Applied Biosystems (Foster City, USA)
Chloroform Isoamyl Alkohol 49:1, Fa. Fluka/Sigma-Aldrich (Miinchen, DE)
Dimethylsulfoxid (DMSO), Fa. Sigma-Aldrich (Miinchen, DE)
Ethylen-Diamin-Tetraessigsdure (EDTA), Fa. Sigma-Aldrich (Miinchen, DE)
Glykogen, Fa. Ambion/Applied Biosystems (Foster City, USA)
Kristallviolett, Fa. Carl Roth (Karlsruhe, DE)

Limmli 2xPuffer, Fa. BioRad (Miinchen, DE)

M-MLYV Reverse Transkriptase, Fa. Sigma-Aldrich (Miinchen, DE)
Phenol-Chloroform-Isoamyl-Alkohol, Fa. Fluka/ Sigma-Aldrich (Miinchen, DE)
Preclearing-beads Sepharose CL-4B, Fa. Sigma-Aldrich (Miinchen, DE)
Protein A-Trypan-Blau, Fa. Sigma-Aldrich (Miinchen, DE)
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2.1.5 Zellkulturmedien

Name

Verwendung

Inhalt

DMEM (Dulbeccos

500 ml DMEM
10 Vol% Fetal-Calf- Serum (FCS)

Modified Kultivierung von HEK-293 o
Eagle M{;Zz'um) und MEg)CK Zellen 100 TU/ml Penicillin .
100 g/ml Streptomycin
1,5 mM L-Glutamin
500 ml DMEM
DMEM HB (Dulbeccos 10 Vol % FCS

Modlified Kultivierung von RIG-I/FLAG- | 100 IU/ml Penicillin
Eagle Medium mit exprimierenden HEK-Flp-In | 100 pg /ml Streptomycin
Hygromycin und TREX- Zellen 1,5 mM L-Glutamin

Blasticidin) 100 pg/ml Hygromycin
15 pg/ml Blasticidin,
500 ml GMEM
BHK (Baby hamster 10 Vol % FCS

kidney) Medium

Kultivierung von BHK-21
Zellen

100 1U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin
1 Vol % Tryptose Phosphat

. . FCS
Kryo Medium Konservierung von Zellen 10 Vol % DMSO
Optimem Medium Transfektion, Infektion (keine Zusitze)
2.1.6 Puffer
Name Verwendung Inhalt
150 mM TRIS pH 7,5
1,5 mM MgCl
150 mM NaCl
RNA-IP Lyse Puffer Lysenv‘or? Zf‘:llen fiir 2mM EDTA
(adaptiert nach Immunprizipitation, Waschen | 1 mM NaF
p der beads 0,5mM DTT

Meister et al. 2005)

0,25 % Nonident P40

1% Fermentas Ribolock RNAse-Inhibitor
1% Proteinase Inibitor

(Leupeptin, Peptstatin, Chymostatin)

Elutionspuffer

Immunprizipitation: Elution

5 mM TBS
10% Fermentas Ribolock RNase-Inhibitor
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2.1.7 Antikirper

Name

Beschreibung

Spezifitit

Hersteller

Anti-FLAG M2

Monoklonaler Maus
Antikdrper

FLAG-Peptid

Sigma Aldrich,
{Miinchen, DE)

Anti-FLAG M2

Bead-gekoppelter

Sigma Aldrich,

A klonaler M FLAG-Pepti
garose mono (?Il% er Maus G-Peptid (Miinchen, DE)
Antikdrper
Anti-Mouse Horse-radish-peroxidase- Murine Immunglobuline Sigma Aldrich,
HRP gekoppelter monokonaler

Andkorper

{Miinchen, DE)

2.1.8 Plasmide

Plasmid Name

RIG-I-1x FLAG-pRTS

3x FLAG-Rigl-pcDNA5

Stabile RIG-I Expression in HEK-Flp-In

Funktion Transiente RIG-I Expression T-Rex-Zellen
(HEK-Flp-In-RIG-I/FLAG-Zellen)
Humanes RIG-1, full length,
Konstruktion Wﬂdtyp; Expr’es&f)n induzierbar 3x FFAG, .humane? RIG-I, ﬁtll length
mit Doxycyclin, simultane GFP induzierbar mit Doxycyclin
Expression
Background-N ekror pRTS/750 pecDNA5
Bakterielle Selektion Ampicillin Ampicillin
Selektion in humanen u . u .

Zellen ygromycin ygromycin
Epitop-tag 1x FLAG 3x FLAG
cloning-sites Sfi Fsel,Ascl

Tag-Lokalisation C N
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2.1.9 Oligonukleotide

Name Beschreibung Funktion

Herkunft

220 bp RNA aus dem
T200 Yellow-Fluorescence-Protein-Gen
(YFP)

5’-Triphosphat-Ende als
RIG-I Stimulus

IVT aus DNA-Vorlage

2.1.10 RT-PCR Primer

Positi
Ziel-Gen Primername Primersequence (5'-3") osition VSV
Copy-Genom
VSV leN links cgaagacaaacaaaccattattatca 2-27
intergenische Region
Leader/N
VSV leN rechts grigrcaatgattctetigactgraac 70-96
N-Protein VSV N links aataaccggaatgtctacagaagatg 766 - 786
VSV N rechts tctgeaacttcteggttcaa 811 - 830
VSV NS links geagagtgeacatttgaage 1858 - 1877
NS-Protein
VSV NS rechts agttatctggegetecteat 1897 - 1917
VSV M links gegaaggeaggocttatt 2653 - 2670
M-Protein
VSV M rechts getetggtacattgageatgg 2698 - 2718
VSV MG links aacaatceceggtitactea 2963 - 2982
intergenische Region M/G
VSV MG rechts tttcatagggatagaaaagacagga 3018 - 3042
VSV G links tggticgagatggctgataa 3831 - 3850
G-Protein
VSV G rechts acttgaccctretgggeatt 3880 - 3899
VSV L1 links cctttagaagggaattggaagaa 8765 - 8787
VSV L1 rechts tetgeegacttgataggateg 8804 - 8824
L-Protein
VSV L2 links ccagcaatcatteecgatta 10.708 - 10.727
VSV L2 rechts ccactrctgettgtatectect 10.750 - 10.771
VSV-tr links ggctttgatccttaagace 11.000-11.118
Trailer-Sequenz
VSV-tr rechts gacgaagaccacaaaacc 11.142 -11.161
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2.2 Zellkultur

Die  Zellexperimente  erfolgten  unter  sterilen  Bedingungen in  einer
Laminar-air-flow-Werkbank. Alle verwendeten Zellen wurden in einem Brutschrank bei

37° C Temperatur, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO2-Luft-Gemisch kultiviert.

2.2.1 HEK-293-Zellen

Die Human-embryonic-kidney (HEK)-Zellen stammen aus humanem embryonalen
Nierengewebe ciner Patientin nach induziertem Abort. Die Bezeichnung 293 entspricht
der Nummer in der Liste der Experimente von Frank Graham, der die HEK-Zellen mit

Adenovirus Typ 5-DNA transfizierte (Graham ez al. 1977).

Die endogene Ausstattung der Zellen an Proteinen gewihrleistet basale Lebensvorginge,
wie Zelladhirenz und -teilung. Durch die Moglichkeit der Gen-Transfektion
und -Expression wurden die Zellen zu wichtigen Modellzellen der Naturwissenschaften.
Hinsichtlich ihrer endogenen RIG-I-Expression zeigen die HEK-Zellen cine grofie

Varianz.

2.2.2 Transiente Transfektion von HEK-293-Zellen

Lipofektamin bildet mit negativ geladenen Nukleinsiuren liposomale Komplexe, welche
die Zellmembran passieren konnen. Die Komplexierung mit Lipofektamin wurde in
dieser Arbeit verwendet, um Plasmid-DNA oder immunstimulatorische RNA in das
Zytoplasma von Zellen einzubringen. Um 200 ng RNA zu transfizieren wurde die RNA
mit 0,5 pl Lipofektamin 2000 und 25 pl OPTIMEM gemischt und nach 5 Minuten

Inkubation tropfchenweise auf die Zellen pipettiert.
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2.2.3 BHK-Zellen

Die Baby hamster kidney (BHK)-Zellen wurden zur Kultivierung von VSV und zur

Bestimmung der VSV-Konzentration im plague-assay verwendet. BHK-Zellen wurden in

BHK-Medium kultiviert.

2.2.4 Flp-In-T-Rex-Zellen mit Tetrazyklin-abhingiger RIG-1-Expression

Das Flp-In-T-Rex-System ermdglicht die Generierung einer Zelllinie, die stabil, und im
vorliegenden Fall zudem unter der Kontrolle eines Tetrazyklin-induzierbaren Promoters,

cin bestimmtes Protein exprimiert. Gemifl dem Herstellerprotokoll geht man in

folgender Weise vor (siche Abbildung 6).

Zuerst werden Flp-In-T-Rex-Wirtszellen hergestellt, dann entsteht in einem zweiten
Schritt die Flp-In-T-Rex-Zelllinie. Im vorgestellten Projekt erfolgte die Herstellung dieser
Flp-In-T-Rex-Wirtszellen bei einem Kooperationspartner. Die Flp-In-T-Rex-Zellen

wurden von der Fa. Invitrogen erworben.

Zur Herstellung der Flp-In-T-Rex-Wirtszellen werden unabhingig voneinander zwei
Plasmide in eine Siugetier-Zelllinie, im vorliegenden Fall HEK-293-Zellen, integriert.
Das erste Plasmid (pFRT/lac Zeo) trigt unter Kontrolle des SV40 Promoters die
Flp-Recombination-Target (FRT)-Stelle, verkniipft mit einer Zeocin-Resistenz, sowie einer
b-Galaktosidase. Die FRT-Stelle dient als Binde- und Schnittstelle fiir die
FRT-Rekombinase und ist ecinem ATG-Startcodon des lacZ-Zeocin-Fusionsgens
nachgeschaltet. Uber die Zeocin-Resistenz wird selektioniert. Klone mit einer einzelnen

aufgenommenen FRT-Stelle werden per Southern Blot ausgewihlt.
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Die Integration in das Genom der FRT-Stelle erfolgt an einem zufilligen Ort. Da die
Lokalisation FEinfluss auf die transkriptionale Aktivitit hat, wird letztere iiber einen
b-Galaktosidase-abhingigen Farbumschlag nach Substrat-Zugabe tiberpriift. Mehrere
Klone mit der hochsten D-Galaktosidase-Aktivitit werden ausgewihle. Durch
Transfektion des zweiten Plasmids (pcDNAG/TR) entstehen aus diesen Klonen die
Flp-In-T-Rex-Wirtszellen: ~ Dieses  pcDNAG-Plasmid ~ exprimiert  tiber  einen
CMV-Promoter einen Tetrazyklin-Repressor und trigt eine Blasticidin-Resistenz. Uber
die Resistenzen gegen Blasticidin und Zeocin werden die Zellen nach der Transfektion

selektioniert.

Die Generierung von RIG-I/FLAG-exprimierenden Zellen wurde im Rahmen der
Promotionsarbeit von Dominik Héchter (ebenfalls in der Abteilung fiir Klinische
Pharmakologie der LMU Miinchen) durchgefithrt. Aus den Wirtszellen entsteht in
folgender Weise die RIG-I/FLAG-Flp-In-T-Rex-Zelllinie: Ein
pcDNAS5-Expressionsvektor trigt nach entsprechender Ligation das zu exprimierende
Gen, im vorliegenden Fall RIG-I/FLAG. Dieses unterliegt der Kontrolle eines
Tetrazyklin-induzierbaren =~ Promoters.  Das  pcDNA5  Plasmid  trdgt  eine
Hygromycin-Resistenz, die jedoch kein eigenes ATG-Startcodon und keinen Promoter
hat.  Uber die Flp-Rekombinase-abhingige ~DNA-Rekombination ~wird ~ der
pcDNA5-Expressionsvector (pcDNAS/FRT) in das Genom der Flp-InT-Rex integriert.
Zeitgleich zum pcDNA5-Plasmid wird {iber ein weiteres Plasmid das Gen der
Flp-Rekombinase  kotransfiziert (pOG44). Dieses ist einem CMV-Promoter
nachgeschaltet. Im Fall einer erfolgreichen DNA-Rekombination durch die
Flp-Rekombinase erhilt das Hygromycin-Resistenz-Gen dann ein ATG-Startcodon und
den Promoter. Das RIG-I/FLAG Konstrukt unter dem Tetrazyklin-induzierbaren

Promoter wird ins Genom integriert. Das Zeocin-Gen wird hingegen inaktiviert.

Zusammenfassend tragen die RIG-I/FLAG Flp-In-T-Rex-Zellen den
Tetrazyklin-Repressor, eine Resistenz gegen Blasticidin und Hygromycin, eine Sensitivitit

fir Zeocin und das RIG-I/FLAG-Konstrukt unter dem Tetrazyklin-sensitiven Promoter.
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Die Expression von RIG-I/FLAG wurde mit 1 pg/ml Tetrazyklin induziert. Dieses bindet
den Repressor und indert dessen Konformation, sodass der Operator freigegeben wird.

Nach 24 Stunden kann die Expression im Western Blot tiberpriift werden.

pFRT/lac Zeo

O HEK 293 Zellen

0cDNAG/TR \A l

Psvao - ATG — FRT — lacZeo — Amp - pUC

Flp-In-T-Rex-Wirtszellen

pcDNA5/FRT

Psvao - ATG — FRT — Hygromycin — pgyy - RIG-1 FLAG - FRT - lacZeo

Flp-In-T-Rex-Zellen

Abbildung 6: Generierung der Flp-In T-Rex-Zellen
Diese Abbildung wurde nach der Vorlage der Fa. Invitrogen erstellt. (adaptiert nach Flp-In™ T-REx™
Core Kit, User Guide, ,,Diagram of the experimental outline“ Seite 9, Version August 2012)
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2.3 Virologische Methoden

2.3.1 Kultivierung des Vesicular-Stomatitis-Virus

VSV wurde in BHK-21 Zellen in Glasgows Modified Fagle Medium (GMEM) unter
Zugabe von 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin und 1% Tryptose kultiviert. Zuerst
wurden 5 bis 10 x 10°BHK-21 Zellen pro 10 cm Schale ausplattiert. Nachdem die Zellen
ihre typische Morphologie ecingenommen und cine hohe Konfluenz erreicht hatten,
wurde das Medium entfernt und die Zellen mit phosphate-buffered saline (PBS)
gewaschen. Dann wurde mit einem Inoculum von 10* MOI VSV in Optimem infiziert.
Am Ende ciner einstiindigen Adsorptionsphase bei Raumtemperatur wurde das Medium
entfernt, die Zellen gewaschen und erneut Optimem auf die Zellen gegeben. Nach 2 bis 4
Tagen Inkubation bei 37° C verloren die Zellen ihre Adhirenz, was durch leichtes
Beklopfen der Schale unterstiitzt wurde. Das Medium mit den gelosten Zellen wurde in
50 ml Rohrchen tiberfiihrt und fiir 5 Minuten bei 400 g zentrifugiert. Der Niederschlag
wurde verworfen. Der Uberstand wurde in sterile 0,5 oder 1,5 ml Mikroreaktionsgefif3e

aliquotiert, die als zukiinftiges Virus-Inoculum bei -80° C gelagert wurden.

2.3.2 Plaque-assay fiir VSV

Die Konzentration der eingefrorenen Virus-Lésung wurde mit dem plague-assay
bestimmt. Die sogenannten plagues (englisch fir Hoéfe) sind Locher im Zellrasen
infizierter Zellen. Sie entstehen durch einen zytopathischen Effekt in Virus-infizierten
Zellen. Ein plagque reprisentiert eine infizierte Ausgangszelle. Eine Agaroseschicht

verhindert die freie Diffusion der Viren.
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Fir den plagque-assay werden benétigt:

- GMEM
12 x 10° BHK-21 Zellen in 2 x 6-well Platten

Crystal Violett Farbstoff

- 1 % Agaroselosung in PBS

Je 10° BHK-21 Zellen wurden in 12 6-wells ausplattiert. Nach 18 Stunden hatten die
Zellen eine Konfluenz von etwa 90%. Zur Vorbereitung der Infektion wurde eine

Verdiinnungsreihe der Viruslosung von 107 bis 10 in Optimem angefertigt.

Nach einmaligem Waschen mit PBS erfolgte die Infektion mit 1 ml der Viruslésung pro
6-well. Die Ausbreitung der Viren wurde durch geringfigige Bewegung der Zellenplatten
unterstiitzt. Die Zellen wurden bei Raumtemperatur inkubiert. Wihrenddessen wurde
cine 1%-Agarose-Losung in PBS vorbereitet. Das Inoculum wurde vollstindig entfernt
und es folgte cin weiteres Waschen mit PBS. Die geléste Agarose wurden dann zu
gleichen Teilen mit dem GMEM Zellmedium vermischt. Nachdem die Temperatur der

Losung auf 40° C abgekiihlt war, wurde die Lésung auf die wells verteilt.

Am Ende einer Inkubation von 48 Stunden bei 37° C im Brutschrank folgte, sobald sich
mikroskopisch plagques zeigten, die Auswertung. Die Agarose wurde mittels Spatel
angehoben und entfernt. Dann wurden pro well 2 ml Kristallviolett hinzugegeben und die
Zellen bei Raumtemperatur fiir eine halbe Stunde inkubiert. Nach Entfernung des

Farbstoffes wurden die Zellen dreimal mit Wasser aus der Leitung gewaschen.

Durch das Waschen wurden die plaques sichtbar. Die Konzentration an plaque-forming
units (PFU) pro ml der verwendeten Viruslosung kann aus der Anzahl der plagues und der
bekannten Verdiinnung der Viruslosung im entsprechenden well berechnet werden. Das
Verhiltnis aus PFU pro Zelle zu Beginn einer Infektion wird als Multiplicity of infection
(MOI) bezeichnet. Bei 1 MOI gelangt pro eingesetzter Zelle je ein Viruspartikel in das

Infektionsmedium.
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2.3.3 Infektion von HEK-293-Zellen mit VSV

Fiir die Infektion von HEK-Zellen mit VSV wurde ein Inoculum mit der
Viruskonzentration von 1 MOI in Optimem angesetzt. Nach Entfernung des Mediums
und dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen fiir 9 Stunden mit dem Inoculum

inkubiert. Vor der Zell-Lyse wurden die Zellen wiederum dreimal mit PBS gewaschen.

2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.4.1 Herstellung von Zelllysaten

Um Proteine und Nukleinsiuren aus dem Zytoplasma der Zelle biochemisch analysieren
zu konnen, werden die Zellmembranen mit einem Lysepuffer aufgelost. Der Einsatz von
Proteinase- und Nukleaschemmstoffen und die Arbeit bei niedriger Temperatur
(Lysepuffer 4° C kalt, Lagerung des Lysats auf Eis, Verwendung auf 4° C vorgekiihlter
Zentrifugen) sollen verhindern, dass die Zielstrukturen degradiert werden. Vor allem fiir
die spitere Koimmunprizipitation von Protein-RNA-Komplexen erwies sich dies als

essentiell.

Ausgangspunkt der Lyse sind im Allgemeinen adhirente Zellen in Nihrmedium. Im
vorliegenden Fall hatten die Zellen jedoch ihre Adhirenz durch die Beeintrichtigung im
Rahmen der viralen Infektion meist verloren. Noch adhirente Zellen wurden durch
Beklopfen des Zellbodens abgelost. Das  Medium  (einschliefSlich  der  darin
schwimmenden Zellen) wurde abgetragen und die Zellen dreimal mit 4° C kaltem PBS
gewaschen. Dann wurden 10 bis 50 x 10° HEK-Zellen fiir 10 Minuten mit 1 ml
Lysepuffer inkubiert. Repetitives Auf- und Abpipetticren mittels steriler Kaniile
unterstiitzte die Lyse mechanisch. Der Erfolg der Lyse zeigte sich im Mikroskop durch die

freie Diffusion der Zellkerne im Lysat.
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2.4.2 Western Blot

Der Western Blot ermoglicht den spezifischen Nachweis von Proteinen. Zunichst
wurden die Proteine in einem Puffer denaturiert und die spezifische Ladung neutralisiert.
Durch Zusatz von Sodium Dodecylsulfate (SDS) wurden die Proteine negativ geladen. Die
Proteine wurden dann entsprechend ihrer Grofle im Polyacrylamid-Gel unter Anlegen

einer Spannung von 100 V aufgetrennt.

Unterdessen wurde cine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran vorbereitet: Die
unspezifischen Proteinbindungsstellen der Membran wurden mit geléstem Milchpulver
gesittigt (10 g Milchpulver in 200 ml TBST). Im Semidry-Verfahren und bei 30 mA
Strom pro Gel folgte dann der Transfer der Proteine vom Polyacrylamid-Gel auf die
PVDF-Membran. Die Membran wurde mit dem proteinspezifischen Antikorper fiir
1 Stunde inkubiert. Nach mehreren Waschschritten wurde die Membran fiir 4 bis
10 Stunden mit einem zweiten Antikdrper inkubiert. Dieser zweite Antikdrper ist mit
seinem Fc-Teil an das HRP- Enzym gekoppelt und bindet den ersten. Das Enzym setzt
im Fall einer Bindung beider Antikdrper ein lichtemittierendes Substrat um. Die

Chemilumineszenz wurde mit dem LAS Image Reader detektiert.

2.4.3 Koimmunprizipitation

Mit der Koimmunprizipitation (englisch co-immunoprecipitation, Co-IP) koénnen aus

Zelllysaten spezifisch Proteine und an diese assoziierte Molekiile, zum Beispiel andere

Proteine, RNA oder DNA, aufgereinigt werden (siche Abbildung 7).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Co-IP verwendet, um an RIG-I-gebundene RNA zu
detektieren. Die Co-IP erfolgt in direkter Weise durch proteinspezifische Antikdrper oder
indireke {iber ein Protein-zag (englisch fir Epitop-Markierung), das an das eigentliche

Zielprotein gebunden ist.
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Vorteil der direkten Co-IP ist die Aufreinigung physiologischer Proteine. Die indirekte
Co-IP dagegen ist in Form kommerziell erhiltlicher Systeme mit hoher Bindungsaffinitit

zwischen Antikorper und fag den direkten Systemen hinsichtlich der Effektivitdt der

Co-IP tiberlegen.

Das vorliegende Projekt nutzte die indirekte Variante. t -
e
1000 g ;
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