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Einleitung

1. Einleitung

Das Respiratorische Synzytialvirus (RSV) gehort zur Familie der Paramyxoviridae,
Unterfamilie Pneumovirinae, innerhalb der Ordnung Mononegavirales. Bei Viren
dieser Ordnung handelt es sich um umhillte Viren mit einem nicht-segmentierten
RNA Genom negativer Polaritat. In der Ordnung Mononegavirales werden die
Virusfamilien Rhabdoviridae, Paramyxoviridae, Filoviridae und Bornaviridae
zusammengefasst (Tab. 1). Charakteristische Vertreter der Paramyxoviridae sind
Erreger bedeutender Krankheiten bei Menschen und Tieren. Die Paramyxoviridae
unterteilen sich weiter in die Unterfamilien Paramyxovirinae und Pneumovirinae
(Tab. 2). Die Unterfamilie der Pneumovirinae wird weiterhin in die Gattungen
Pneumovirus und Metapneumovirus unterteilt. Im Gegensatz zu den
Metapneumoviren und der gesamten Unterfamilie der Paramyxovirinae kodieren die
Pneumoviren zwei Nichtstrukturproteine (NS1/NS2) am 3" terminalen Ende des RNA
Genoms. Metapneumo- und Pneumoviren unterscheiden sich auf3erdem durch die
Anordnung der Gene auf dem jeweiligem Genom. Der bekannteste Vertreter der
Pneumoviren ist das Humane Respiratorische Synzytialvirus (HRSV), das durch
Tropfcheninfektion oder direkten Kontakt Ubertragen wird und sich im Verlauf der
Infektion bis in den unteren respiratorischen Trakt ausbreiten kann. In der Folge
kommt es zu Atemwegserkrankungen vor allem bei Sauglingen und Kleinkindern im
ersten Lebensjahr (Bronchiolitis, Lungenentzindung, Pseudokrupp). Allein in den
USA werden jahrlich 100.000 Erkrankungen durch HRSV bei Sauglingen bzw.
Kleinkindern unter einem Jahr registriert (95, 140). Altere und immungeschwéachte
Personen sind ebenfalls von Krankheiten im Zusammenhang mit HRSV Infektionen
betroffen. Das Respiratorische Synzytialvirus des Rindes (Bovines RSV, BRSV)
verursacht bei Kalbern im ersten Lebensjahr Erkrankungen der Atemwege mit
ahnlichen Symptomen. Weitere Vertreter der Pneumoviren infizieren Schafe (Ovines
Respiratorisches Synzytialvirus, ORSV) und Mause (Pneumovirus der Maus, PVM).
Zur Gattung Metapneumovirus zahlen das Avian Pneumovirus (APV) und ein kirzlich

identifiziertes humanpathogenes Metapneumovirus (150).



Einleitung

Familie Unterfamilie  Gattung
Rhabdoviridae Lyssavirus Rabies Virus
Vesiculovirus Vesicular Stomatitis Virus (VSV)
Ephemerovirus Bovine Ephemeral Virus
Nucleorhabdovirus Sonchus Yellow Net Virus
Cytorhabdovirus Lettuce Necrotic Yellow Virus
Paramyxoviridae Paramyxovirinae Respirovirus Sendai Virus
Parainfluenza Virus Typ 1 und 3
Rubulavirus Mumps Virus
Parainfluenza Virus Typ 2 und 4
Morbillivirus Masern Virus
Pneumovirinae  Pneumovirus Respiratorisches Synzytialvirus
Filoviridae Marburgvirus
Ebolavirus
Bornaviridae Borna Disease Virus

Tab. 1 Nicht segmentierte Negativstrang RNA Viren (Ordnung Mononegavirales)

Unterfamilie  Gattung Wirtsorganismus
Mensch Tier
Paramyxovirinae Respirovirus Parainfluenza Virus Typ 1 und 3 Sendai Virus
Rubulavirus Mumps Virus Newcastle Disease Virus

Parainfluenza Virus Typ 2 und 4

Morbillivirus Masern Virus Canine Distemper Virus
Rinderpest Virus
Pneumovirinae Pneumovirus Humanes Respiratorisches Bovines Respiratorisches
Synzytialvirus (HRSV) Synzytialvirus (BRSV)
Pneumovirus der Maus
(PVM)
Metapneumovirus Humanes Metapneumovirus Avian Pneumovirus (APV)

Tab. 2 Vertreter der Paramyxovirinae und Pneumovirinae und ihre Wirtsorganismen

Da Pneumoviren keine dauerhafte Immunitat beim jeweiligen Wirt hervorrufen und
die Krankheit durch Medikamente wie Ribavirin nicht wirksam therapiert werden
kann, wird intensiv an der Entwicklung effektiver Impfstoffe geforscht. Flir die HRSV
Immunprophylaxe wird zur Zeit lediglich ein monoklonaler Antikérper (Palivizumab)
eingesetzt (69).




Einleitung

1.1 Das Respiratorische Synzytialvirus (RSV)

Das Respiratorische Synzytialvirus (Pneumovirus) ist von einer Lipidhille umgeben
und hat eine GroRRe von ungefahr 150-300 nm (12, 21). Die Lipidhulle ist ein Derivat
der Zellmembran infizierter Wirtszellen, in die bei der Freisetzung der Virionen das
virale Genom und virale Proteine inkorporiert werden. Das RSV Genom besteht aus
einem einzelstrangigen RNA Molekul, das mit viralen Proteinen verpackt als
linksgangiger, helikaler Ribonukleoprotein Komplex (RNP Komplex) im Viruspartikel
vorliegt. Die Infektion der Wirtszelle erfolgt durch Verschmelzung der Hullmembran
mit der Zellmembran und anschliellender Freisetzung des RNP Komplexes in das
Zytoplasma der Zelle. Der RNP Komplex ist die Matrize fur Replikation und
Transkription. Die Replikation des RSV Genoms und die Transkription der
subgenomischen RNAs erfolgt ausschliel3lich im Zytoplasma infizierter Zellen. Hierfur
ist die Viruspolymerase (L) verantwortlich, die mit dem RNP Komplex assoziiert
vorliegt. Die Transkription der Virusgene erfolgt nach einem fir Negativstrang RNA-
Viren typischen Stop-Start-Mechanismus. Die Freisetzung der gereiften Viruspartikel
aus der Wirtszelle erfolgt durch Knospung an der Zellmembran, wobei die Infektion

benachbarter Zellen auch durch Zell-Zell-Verschmelzungen erfolgen kann.

SH protein RNP complex:
Antachment () '/ ss RNA genome N protein o
= e P protein A
M2 profein @

A\ L protein

Abb. 1 Darstellung des Respiratorischen Synzytialvirus (RSV).

(A) Das Viruspartikel hat eine unregelmaRige Gestalt und eine Grofke von 150-300 nm in der
elektronenmikroskopischen Aufnahme (Ref. s. (126)). (B) Die Freisetzung der Viren aus der infizierten
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Einleitung

Zelle erfolgt durch Knospung an der Zellmembran (Ref. s. (126)). (C) Die schematische Darstellung
zeigt den Aufbau des Viruspartikels (Ref. s. (114)). Die genomische einzelstrangige RNA liegt
assoziiert mit dem Nukleoprotein (N), dem Phosphoprotein (P), dem Elongationsfaktor (M2-1) und der
viralen Polymerase (L) als RNP Komplex in der Virushille vor. Das Matrixprotein M assoziiert mit der
Lipidhille und verbindet den RNP Komplex mit der Virushille. Das Fusionsprotein (F), das
Glykoprotein (G) und ein kleines hydrophobes Protein unbekannter Funktion (SH) sind in die
Virushtille integriert.

1.2 Organisation, Transkription und Replikation des RSV Genoms

Das nicht segmentierte, negativ einzelstrangige RNA Genom der RS Viren hat eine
Grofle von ca. 15.200 Nukleotiden und kodiert fir 10 subgenomische RNAs.
Zusammen mit den Proteinen N, P, M2-1 und L bildet es den RNase-resistenten
RNP Komplex, der als Matrize fur die Transkription und Replikation dient. Sowohl
genomische RNA als auch die positivstrangige Antigenom-RNA, die als Matrize fur
neue genomische RNA Molekile dient, liegt in der infizierten Zelle als RNP Komplex
vor. Die Enden der antigenomischen und genomischen RNA sind nicht polyadenyliert
bzw. mit einem 7-Methylguanosin-Rest versehen. Antigenomische RNA liegt in
infizierten Zellen in 10 bis 20-fach geringeren Konzentrationen als genomische RNA
vor. Da die beiden RNAs in gereinigten Virionen in diesem gleichen Verhaltnis
nachgewiesen wurden, wird davon ausgegangen, dass die RNA Strange nicht
selektiv in Virionen verpackt werden.

RSV kodiert fur 10 subgenomische, monocistronische RNAs (3" NS1-NS2-N-P-M-
SH-G-F-M2-L 57), die durch die virale Polymerase L am 5°-Ende durch 7-
Methylguanosin modifiziert und am 3°Ende polyadenyliert werden. Die Transkripte
der viralen mRNA besitzen mit Ausnahme des M2 Gens jeweils einen offenen
Leserahmen (ORF), die M2 mRNA dagegen zwei Leserahmen (M2-1, M2-2). Am
3" terminalen Ende der RSV-Gene befinden sich kurze cis-aktive Sequenzen, die die
Transkription initiieren (Startsignal). Am 5" terminalen Ende befinden sich ebenfalls
kurze Signalsequenzen, die die Termination der Transkription (Stopsignal) und die
Polyadenylierung vermitteln. Die ersten neun Gene sind weiterhin durch nicht-
kodierende Sequenzen voneinander getrennt, die in ihrer Lange zwischen 1-56
Nukleotiden variieren (29, 87). Die M2 und L Gene besitzen dagegen Uberlappende
Stop/Start Signale (68 nt), so dass die Transkription der M2 mRNA innerhalb des L
Gens terminiert wird. Wie bei allen Vertretern der Ordnung Mononegavirales werden
Promotor-proximale Gene hdher exprimiert als weiter stromabwarts liegende Gene,

weshalb die viralen mRNAs in infizierten Zellen in entsprechend abnehmender
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Konzentrationen vorliegen (Abb. 2). Hierbei handelt es sich vermutlich um den
Hauptmechanismus der Regulation der Transkription (29).

Bei der Replikation des RSV Genoms werden die Stop-Start-Signale von der
Polymerase L ignoriert und es wird ein RNA-Antigenom positiver Polaritat
synthetisiert. Das Antigenom dient als Matrize zur Synthese neuer genomischer
Strange, wobei ausschliellich vom Antigenompromotor am 3’ terminalen Ende
ausgehend repliziert wird. Die neu synthetisierten genomischen RNA Molekule
werden zusammen mit den viralen Proteinen N, P, M2-1 und L als RNP-Komplexe

zur Transkription oder in Viruspartikel verpackt.

ma& {3‘ ..;0‘0 .‘n :. "o.' ‘o‘ o .. Protein Translation
tr tt 4 )
==— = Transkrioti
(+) EE===_ mRNA > Transkription
== — J
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|
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Abb. 2 Schematische Darstellung der Replikation und Transkription des RSV Genoms.

Die Transkription der subgenomischen viralen RNAs erfolgt nach einem Stop-Start-Mechanismus vom
3" terminalen Ende des Genoms aus, wobei die Konzentration der synthetisierten Transkripte vom 3°
zum 5" terminalen Ende abnimmt (polarer Transkriptionsgradient). Die Konzentration der viralen
Proteine in RSV infizierten Zellen wird hierdurch entsprechend beeinflusst. Die virale Polymerase (L)
synthetisiert bei der Replikation zunachst ein Antigenom positiver Polaritat, das zusammen mit viralen
Proteinen den RNP Komplex bildet und als Matrize fur weitere genomische RNA Strénge dient.

1.3 Virusproteine

RSV kodiert 11 Proteine mit unterschiedlichen Funktionen innerhalb des
Replikationszyklus. Generell werden Proteine unterschieden, die entweder am
Aufbau des RNP-Komplexes beteiligt oder in die Virushulle eingelagert sind. Die
Nichtstrukturproteine NS1 und NS2 sind dagegen vermutlich weder am Aufbau des
RNP Komplexes beteiligt noch in die Virushiille eingelagert. Bei dem Nukleoprotein
N, dem Phosphoprotein P, dem Elongationsfaktor M2-1 und der Viruspolymerase L

handelt es sich um Proteine, die direkt zum Aufbau des helikalen RNP-Komplexes
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beitragen bzw. assoziiert mit diesem Komplex vorliegen. Das Matrixprotein bindet die
Lipidmembran und interagiert ebenfalls mit dem RNP-Komplex. Das Glykoprotein G,
das Fusionsprotein F und ein kleines hydrophobes Protein SH unbekannter Funktion
sind in die Virushulle eingelagert und vermitteln den Kontakt zur Wirtszelle sowie die

Fusion der Virushulle mit der Zellmembran (Abb. 1C).

1.3.1 Proteine der Virushiille

1.3.1.1 Fusionsprotein F

Bei dem RSV F Protein handelt es sich um ein Typ | Transmembranprotein, das
sowohl die Fusion der Viruspartikel mit der Wirtszellmembran als auch die Fusion
benachbarter Zellen (Synzytienbildung) nach Infektion vermittelt (88). Das
prozessierte Protein liegt wahrscheinlich als Trimer in der Virushulle vor und hat eine
Molekulgréfie von ca. 70 kDa (25, 122). RSV F wird zunachst als FO Vorlauferprotein
synthetisiert und durch die zellulare Protease Furin im Verlauf des Transports durch
den Golgi Apparat in die Untereinheiten F1 und F2 gespalten. Die Spaltung erfolgt an
zwei benachbarten Furin-Erkennungssequenzen, wodurch das F Protein seine volle
Fusionsaktivitat erlangt (56, 164). Die F1 und F2 Doméanen des RSV F sind durch
eine Disulfidbricke miteinander verbunden (110). Das Fusionsprotein enthalt
weiterhin mehrere Konsensussequenzen fiur N-Glykosylierungen, die in ihrer Anzahl
bei verschiedenen Pneumoviren variieren konnen (32). Neben der Fusionsaktivitat ist
F auch verantwortlich fur die speziesspezifische Adsorption und den Eintritt des Virus
in die jeweilige Wirtszelle. Die speziesspezifische Infektion der Wirtszellen wird durch
die F2 Domane der RS Viren vermittelt (135).

1.3.1.2 Glykoprotein G

Das RSV G-Protein ist das hauptsachliche Adsorptionsprotein und vermittelt den
primaren Kontakt zur Wirtszellmembran durch Bindung an Glykosaminglykane wie
beispielsweise Heparansulfate. Antikdrper gegen G verhindern die Adsorption des
Virus an HelLa Zellen, wogegen die Adsorption des Virus mit Antikdrpern gegen F
nicht verhindert werden kann (101, 151). Das G-Protein ist im Gegensatz zu RSV F
ein Typ Il Transmembranprotein, das als Homotrimer oder Homotetramer in die
Virushulle integriert ist. Obwohl RSV G eine kalkulierte Molekulgrofie von ca. 32 kDa
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hat, migriert es in der Polyacrylamid-Gelelektrophorese bei 90 kDa. Dieses
Migrationsverhalten ist auf den auf den hohen Grad der O- und N-Glykosylierung
zuruckzufihren (158). RSV G besitzt keine Sequenzhomologien zu Adsorptions-
proteinen anderer Vertreter der Paramyxoviridae und keine Hamaglutinations- bzw.
Neuramidase-Aktivitat (128). Interessanterweise ist das RSV G Protein fir die
Vermehrung und Infektion der Viren in Zellkultur nicht essentiell. Allerdings wurde ein
verstarktes Wachstum der Viren in Abhangigkeit von G beobachtet (91). RSV
Mutanten mit deletierten G-Genen infizieren verschiedene Zelllinien unterschiedlich
effizient. Diese Viren wachsen auf Vero-, jedoch nicht auf Hep2 Zellen, weshalb ein
alternativer Adsorptionsmechanismus bei verschiedenen Zelltypen diskutiert wird
(29).

1.3.1.3 SH Protein

Das SH Protein ist ein kleines integrales Membranprotein der Virushille unbekannter
Funktion. SH liegt in der infizierten Zelle in verschieden Formen vor. Die
hauptsachliche Form dieses Protein ist die nicht glykosylierte 7,5 kDa grofde So Form.
Weitere Formen sind SHgy (13-15kDa) und SH, (21-60 kDa) mit N-verknupften
Seitenketten. Durch interne Initiation wird die nicht glykosylierte Form SH; (4,8 kDa)
translatiert. Alle SH Formen liegen als Oligomere, wahrscheinlich Pentamere vor
(33).

Rekombinante Viren, die keine SH Proteine synthetisieren (RSVASH), vermehren
sich uneingeschrankt in Zellkultur (23). Dariber hinaus wird die Synzytienbildung
nicht beeinflusst und RSVASH Viren sind lediglich im oberen respiratorischen Trakt
schwach attenuiert (159). Dem SH-Protein kann demnach bisher keine eindeutige

Funktion fur die Virusvermehrung in vitro und in vivo zugeordnet werden.
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1.3.2 Proteine des RNP-Komplexes

1.3.2.1 Nukleoprotein N

Das Nukleoprotein N hat eine MolekulgroRe von ca. 45 kDa und ist kleiner als die N-
Proteine anderer Paramyxoviren. Sequenzvergleiche mit anderen N-Proteinen
innerhalb der Ordnung Mononegavirales zeigten drei konservierte Bereiche, die
partiell eine gemeinsame Sekundarstruktur erkennen lassen (10). RSV N bindet
genomische und antigenomische RNA und bildet ein RNase-resistentes

Nukleokapsid.

1.3.2.2 Phosphoprotein P

Das Phosphoprotein P hat eine kalkulierte Molekulgré3e von ca. 33 kDa und liegt in
phosphorylierter Form in infizierten Zellen vor. Dieses Protein ist ebenfalls kleiner als
P Proteine anderer Paramyxoviren. Zusammen mit dem N Protein bildet P stabile
Komplexe in der Zelle und ko-immunprazipitiert mit N. Fur die Verpackung von
Minigenomen sind N-P Komplexe ausreichend (5, 50). DarUber hinaus enthalt RSV P
zahlreiche Konsensusmotive zur Phosphorylierung durch die zellulare Casein
Kinase I, wobei weitere Kinasen vermutet werden, die P phosphorylieren. Hierdurch

wird P aktiviert und fungiert als Polymerase Kofaktor (8).

1.3.2.3 Polymerase L

Die Viruspolymerase L hat eine Molekulgrofle von ca. 250 kDa und ist den
Viruspolymerasen anderer Paramyxoviren sehr &ahnlich. Sequenzvergleiche der
Polymerasen von Paramyxo- und Rhabdoviren zeigten 6 konservierte Regionen, die
funktionelle Sequenzmotive anderer RNA/DNA Polymerasen reprasentieren (142).
RSV L ist nur in Verbindung mit den Kofaktoren N und P funktionell. Neben
Transkription und Replikation katalysiert L auch die Anheftung des 7-Methylguanosin
Restes und die Polyadenlylierung der mRNA.
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1.3.2.4 Elongationsfaktor M2-1

M2-1 wird vom & proximalen ORF des M2 Gens translatiert und hat eine
Molekulgrofde von ca. 22 kDa (31). Innerhalb der Paramyxoviridae gibt es kein
homologes Protein mit entsprechender Funktion. M2-1 ist fur das Virus in vitro und in
vivo essentiell und kolokalisiert in der infizierten Zelle mit N und P. Bei der
Transkription erhoht M2-1 die Synthese von mRNAs gesamter Lange betrachtlich

(49) und kann daher auch als Kofaktor fur die Viruspolymerase L angesehen werden.

1.3.3 Weitere Virusproteine

1.3.3.1 Matrixprotein M

Das Matrixprotein M bindet die Virushulle im Inneren des Virions und interagiert mit
dem RNP Komplex. RSV M ist hat eine MolekllgroRe von ca. 29 kDa und ist nicht
glykosyliert. Die Membranbindung wird durch den hydrophoben C-terminalen Anteil
des Proteins vermittelt. Bei der Freisetzung der Virionen aus der infizierten Zelle
vermittelt M den Kontakt zwischen RNP Komplex und Wirtszellmembran und tragt

somit entscheidend zur Verpackung der Viren bei.

1.3.3.2 Regulatorischer Faktor M2-2

Die M2 mRNA kodiert zwei sich Uberlappende Leserahmen M2-1 und M2-2. M2-2
wird durch eine Leserasterverschiebung wahrend der Translation initiiert und ist in
geringen Mengen in der infizierten Zelle nachweisbar. Wahrend M2-1 an den
RNP Komplex bindet und an der Transkription der mRNAs beteiligt ist, wird fur M2-2
(ca. 11 kDa) eine regulatorische Funktion bei der Synthese des Antigenoms
diskutiert. Deletionsviren (RSVAM2-2) zeigten verminderte Replikation und erhdhte
Transkription in Zellkultur (11). M2-2 ist fur das Viruswachstum nicht essentiell,

allerdings sind AM2-2 Viren in vitro und in vivo attenuiert (86).
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1.3.3.3 Nichtstrukturproteine NS1 und NS2

Die Proteine NS1 und NS2 werden lediglich in geringen Mengen in gereinigten
Virionen nachgewiesen, weshalb man davon ausgeht, dass es sich um
Nichtstrukturproteine handelt. Mutierte RS-Viren mit NS1- oder NS2- deletierten
Genen sind attenuiert, replizieren aber in vitro und in vivo (22, 86, 146, 147). Da NS1
im Minigenom-System Transkription und RNA Replikation inhibiert, wird eine
regulatorische Funktion des NS1 diskutiert (5). NS1 und NS2 vermitteln dartber
hinaus Resistenz gegen die Typ | Interferone o und B (134) und verhindern die

Expression der Interferon-Gene in RSV infizierten Zellen (18).

1.4 Replikationszyklus

Zu Beginn der Infektion der Wirtszelle durch RSV bindet das Glykoprotein G an
extrazellulare Glykosaminoglykane. In einem zweiten Schritt adsorbieren F und SH
an die Membran der Wirtszelle. Obwohl G und SH fur eine effiziente Infektion in vitro
nicht bendtigt werden, ist G zumindest flr eine produktive Verbreitung und
Vermehrung der Viren nach Infektion in vivo verantwortlich und ist daher das
hauptsachliche Adsorptionsprotein. Nach Bindung an die Zellmembran vermittelt F
die Fusion der Virushulle mit der Wirtszellmembran, was zur Freisetzung des RNP-
Komplexes in das Zytoplasma der Wirtszelle flhrt. Die Transkription der Virusgene
und die Replikation des RSV Genoms erfolgt ausschlie3lich im Zytoplasma infizierter
Wirtszellen. Die Viruspolymerase L synthetisiert vom 3" proximalen Ende des
Genoms mRNAs, die an den jeweiligen konservierten Signalsequenzen initiiert und
anschlieRend mit der Cap-Struktur modifiziert und polyadenyliert wird. Die
Reinitiation der Transkription stromabwarts liegender Gene verlauft durch
Dissoziation der Polymerase an den Gengrenzen zunehmend ineffizienter, wodurch
es zu einer abnehmenden Konzentration entsprechender Transkripte in infizierten
Zellen kommt (polarer Transkriptionsgradient). Dabei ist die Distanz der Gene zum
3" terminalen Promotor letztlich entscheidend fur die jeweilige MRNA- bzw.
Proteinkonzentration in infizierten Zellen (97). Erst nach Synthese und Anreicherung
der viralen Proteine beginnt die Replikation des Genoms. Hierbei werden die
Gengrenzen von der Polymerase L ignoriert und eine exakt komplementare

antigenomische RNA synthetisiert. Die antigenomische RNA wird vermutlich ko-

10



Einleitung

transkriptionell mit viralen Proteinen verpackt. Entscheidend fur die Synthese von
Genom und Antigenom ist die gleichzeitige Synthese der viralen Proteine N und P.
Hierbei wird ein Mechanismus diskutiert, bei dem RNA synthetisiert und gleichzeitig
mit N/P Komplexen verpackt wird. Welche weiteren Faktoren beim Umschalten von
der Transkriptions- in die Replikationsfunktion der Polymerase L beteiligt sind, ist
bislang weitgehend ungeklart. Es wird jedoch vermutet, dass die intrazellulare
Konzentration von M2-2 entscheidend ist (11).

Die neu synthetisierten genomischen RNA Molekulle werden mit den Proteinen N
und P zum helikalen RNP Komplex verpackt und die Oberflachenproteine F, G und
SH nach der Proteinsynthese in die Wirtszellmembran integriert. Das Matrixprotein M
vermittelt die spezifische Bindung des RNP-Komplexes an die Zellmembran, an der
die Knospung der reifen Virionen stattfindet. Durch diese Protein-Protein
Wechselwirkung des M Proteins mit dem RNP-Komplex bzw. mit der Zellmembran
wird der RNP-Komplex in reifende Virionen verpackt. Dabei interagiert M vermutlich
mit dem zytoplasmatischen Anteil des Glykoprotein G und ermoglicht bei der
Knospung der Virionen die Verbindung zwischen dem RNP Komplex und dem
Oberflachenprotein. Bei der Vermehrung von RS-Viren in vitro ist das G und
SH Protein fur eine effiziente Virusreifung nicht nétig, da auch RSVASH/AG Viren in
Zellkultur replizieren. Somit scheint F das einzige bendtigte Protein fir eine
Vermehrung der Viren in vitro zu sein. Weiterhin wurde gezeigt, dass eine intakte
Aktinfilamentstruktur fur die Replikation der RS-Viren entscheidend ist, was auf eine
Rolle des Zytoskeletts bei der Replikation bzw. Freisetzung der Viren schlieRen lasst
(24). Bei der Freisetzung neuer Virionen vermittelt das in die Membran integrierte F
Protein die Fusion mit Membranen benachbarter Zellen, so dass es in der Folge zur

Ausbildung charakteristischer Synzytien kommt.

1.5 Epidemiologie

RSV ist der bedeutendste Erreger von Krankheiten des unteren Respirationstraktes
bei Sauglingen und Kleinkindern weltweit. 85 % der Krankheitsfalle von Bronchiolitis
und 20 % der Lungenentzindungen gehen auf RSV-Infektionen zurtck. RSV infiziert
Sauglinge in den ersten Lebensmonaten, obwohl maternale Antikérper vorhanden
sind. Die Infektion bzw. Reinfektion wird am haufigsten im ersten Lebensjahr

festgestellt. Reinfektionen bei Erwachsenen ist ebenfalls haufig, wenn eine starke
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Exposition des Virus vorangegangen ist. RSV ist weltweit vertreten und tritt in
jahreszeitlicher Abhangigkeit unterschiedlich haufig auf. RSV Epidemien kdnnen bis
zu funf Monate andauern, wobei 40 % der Krankheitsfalle in der Mitte dieses
Zeitraums registriert werden. In den Fruhjahrsmonaten gehen die RSV-Infektionen
zurick und brechen im Winter erneut aus. Bisher ist nicht geklart, warum RSV
Infektionen in jahreszeitlicher Abhangigkeit auftreten. In den Vereinigten Staaten wird
RSV fur 73.400 bis 126.300 registrierte Krankheitsfalle von Bronchiolitis und
Lungenentzindungen pro Jahr bei Kindern unter einem Jahr verantwortlich gemacht.
Diese Erkrankungen treten verstarkt bei Kleinkindern im Alter zwischen sechs
Wochen und neun Monaten auf, was im Zusammenhang mit dem abnehmenden
Titer maternaler Antikorper steht (140). Frahgeburten und Kleinkinder sowie
Personen mit chronischer Herz- und Lungensymptomatik, Immundefizienz,
Immunsuppression und familidr bedingten allergischen Erkrankungen haben ein
besonders erhdhtes Risiko der RSV Infektion. Trotzdem werden 75 % aller RSV
Infektionen bei Personen festgestellt, die zuvor gesund waren (152). Todesfalle
treten im Zusammenhang mit RSV Infektionen in industrialisierten Landern allerdings

selten auf.

1.6 Pathologie und Immunitat

RSV wird durch Tropfcheninfektion oder direkten Kontakt Gbertragen. Zur Aufnahme
des Virus kommt es vor allem Uber die Nasenschleimhaute bzw. Tranenflissigkeit,
die Aufnahme Uber die Mundschleimhaut ist eher selten. Zum Ausbruch der
Krankheit kommt es vier bis funf Tage nach Infektion (90). Nach einer Inkubationszeit
von 2-8 Tagen repliziert RSV in den Nasenepithelzellen und breitet sich ein bis drei
Tage spater in die unteren Bereiche der Lungenfligel aus. In der Folge kommt es zur
Nekrose bronchialer Epithelzellen sowie zur Zerstorung des Flimmerepithels (116).
Dabei wandern Makrophagen, Plasmazellen und Lymphozyten in die Mukosa ein.
Weiterhin kommt es zur Ausbildung von Lungenddemen und verstarkter
Schleimbildung, die die Bronchiolen und Alveolen in ihrer Funktion erheblich
einschranken. Immunfluoreszenzen des Lungengewebes wiesen Infektionen des
bronchealen und alveolaren Gewebes mit zahlreichen Zellfusionen nach (116).
Neben den direkten zytopathologischen Effekten tragen lokale Entzindungen zur

RSV Pathogenese bei, wodurch es ebenfalls zur Zerstérung des Lungen- und

12



Einleitung

Flimmerepithels kommt. Die Regenerierung der Lunge nach RSV Infektion dauert
vier bis acht Wochen und wird von verstarktem Husten und eingeschrankten
Lungenfunktionen begleitet.

Ungewodhnlicherweise infiziert RSV den Wirt in Anwesenheit von maternalen
Antikérpern und ist zudem in der Lage, Personen jedes Alters erfolgreich neu zu
infizieren. Somit wird durch eine erstmalige RSV Infektion keine dauerhafte und
effiziente Immunitat vermittelt, was die Entwicklung von Impfstoffen zusatzlich
erschwert. Bei Patienten, die erneut an RSV erkranken, verlauft die Symptomatik
allerdings weniger schwerwiegend, was auf den Aufbau einer prinzipiell wirksamen
Immunreaktion gegen RSV schliel3en Iasst.

Die adaptive Immunantwort spielt bei der Heilung der Krankheit und Aufbau eines
gewissen Schutzes gegen das Virus eine hauptsachliche Rolle (39). Das
Immunsystem immungeschwachter Kinder und Patienten mit Knochenmarks-
Transplantationen kdénnen die Ausbreitung des Virus nach Infektion nicht erfolgreich
kontrollieren, weshalb es bei diesen Patienten zu besonders schweren Verlaufen der
Infektion mit Todesfolge kommen kann.

Im Mausmodell mit BALB/c Mausen wurden NK-Zellen in den ersten Tagen der
RSV Infektion gebildet, gefolgt von zytotoxischen T-Zellen (CTL) und sezernierten
Antikdrpern. NK und CTLs kontrollieren die Virusinfektion durch Ausschittungen von
IFN-y (29). Fir die Eliminierung des Virus sind sowohl CD4" als auch CD8"
zytotoxische T-Zellen verantwortlich (61). Studien mit M&ausen zeigten, dass
B Lymphozyten fur die Kontrolle der Virusreplikation nach Reinfektion von Bedeutung
sind (60). Bei der Immunisierung von Mausen mit rekombinanten Vaccinia Viren, die
RSV Proteine Uberexprimierten, zeigte sich ebenfalls, dass nur die Virusproteine F
und G die Synthese von neutralisierenden Antikorpern induzieren und somit einen
eingeschrankten Schutz gegen das Virus bei erneuter Infektion vermitteln (35).
Antikorper, die aus Patientenseren gewonnen wurden, sind nicht in der Lage,
Viruswachstum in vitro effizient zu inhibieren, was weiterhin auf eine unvollstandige
Immunitat gegen RSV hindeutet (111). Mehrfachinfektion mit RSV fluhren zu einem
erhohten Titer an IgA Antikorpern. Experimente hierzu zeigten, dass die Immunitat
gegen die RSV Infektion mit der Konzentration an neutralisierenden IgA-Antikdrpern
in der Nasenschleimhaut und nicht mit der Konzentration an Antikérpern im Serum
korreliert (29). Fir die vollstandige Eliminierung des Virus sind zumindest CD8" CTLs

notwendig. Allerdings wurde weiterhin gezeigt, dass RSV spezifische CTLs eine
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bedeutende Rolle bei der Pathogenese der RSV Infektion spielen. Stimulierte, RSV-
spezifische CD8" CTLs eliminierten das Virus aus persistent infizierten Mausen, die
zuvor gamma-bestrahlt wurden. Ebenso konnten CD8" CTLs die Eliminierung des
Virus aus Lungen immunkompetenter Mause deutlich beschleunigen, wobei
allerdings Lungenentzindungen auftraten. Diese Beobachtungen zeigten, dass ein
Gleichgewicht zwischen protektiven und pathogenen Effekten der CD8" CTLs
existiert (29).

1.7 Eigenschaften der Nichtstrukturproteine NS1 und NS2

Die Nichtstrukturproteine NS1 und NS2 (friher 1C und 1B) werden in &dulerst
geringen Konzentrationen im Virion nachgewiesen, weshalb man davon ausgehen
kann, dass es sich um Nichtstrukturproteine handelt (81). NS-Proteine werden nur
von den vier Mitgliedern HRSV, BRSV, PVM und ORSV der Unterfamilie
Pneumovirinae kodiert (Tab. 2). Durch die 3" terminale Lage der Gene werden sie
hoch exprimiert (Abb. 2). Die Nukleotidsequenzen der NS-Gene verschiedener
Vertreter der Pneumoviren wurden mittlerweile bestimmt. Die NS1- und NS2 Gene
des HRSV der Subgruppe A sind jeweils 528 bzw. 499 Nukleotide lang und besitzen
einen offenen Leserahmen von 139 bzw. 124 Aminosauren (29). Die NS1- und NS2
Gene des BRSV (Stamm A51908) sind jeweils 524 bzw. 489 Nukleotide lang und
kodieren Polypeptide von 136 bzw. 124 Aminosauren (123). Vergleiche der
Aminosauresequenz der NS1-Proteine des HRSV und BRSV ergaben eine
Sequenzhomologie von 70 % (Abb. 3). Die Homologie der Aminosauresequenz der
NS2-Proteine beider RSV Spezies betragt 84 %. Die NS1- und NS2-Gene des PVM
sind 410 bzw. 571 Nukleotide lang und kodieren jeweils Proteine von 113 bzw. 156
Aminosauren (27). Im Vergleich zu NS-Proteinen von HRSV und BRSV weisen die
PVM Proteine eine geringe Sequenzhomologie auf (Abb. 3). Bisher wurden keine
Sequenzhomologien zu bekannten zellularen bzw. viralen Proteinen in Datenbanken
gefunden, weshalb keine Voraussagen uber mdgliche Funktionen der Proteine
gemacht werden kann. Zudem wurden keine funktionellen Domanen identifiziert, die
auf eine mogliche Funktion hindeuten kdnnten. RNA- und DNA- Bindungen dieser
Proteine sind aufgrund der schwachen Ladung unwahrscheinlich.

Aufgrund der hohen Expression der mRNAs wird davon ausgegangen, dass NS1

und NS2 in der infizierten Zelle in hohen Konzentrationen vorliegen (34). Die
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Generierung von monoklonalen Antikérpern gegen die NS-Proteine war jedoch
bislang erfolglos und Patientenseren zeigten ebenfalls keine Reaktion mit diesen
Antigenen. Daher geht man von davon aus, dass diese Proteine keine wesentliche
Immunantwort beim jeweiligen Wirt hervorrufen (48). Vaccinia Viren, die die NS Gene
rekombinant in Mausen Uberexprimierten, vermittelten keinen Schutz gegen eine
anschlieRende RSV Infektion (35). Die mit Vaccinia/NS2 Viren infizierten Mause
bildeten ebenfalls keine T Helferzellen (118).

HRSV NS1 WECNSLSMIKWYRLONLEDNDEVAIRLKITCY TDKLIIBTUANA 40
BRSV NS1 WESETLSVIOWRLRNIYDNDKVAIRLKITCHTNRLI)#Tg\HT 40
PVM NS1 MECN. ..... ELDYGGRAA FHITNFDRSDIEJRT L, 34
HRSV NS1 LAKAEIHEIKLNGIVFIHVITSSEVCPDNNIVVKSNFTTM 80
BRSV NS1 LAKSYIOWIKLSGIVEIHITITSSDYCPTSDIINSANETSM 80
PVM NS1 RGARWYCNBWODORLSVYLVGRDCNLLRPEVQAAKE THNTR 74

HRSV NS1 PILONGGYIWELIE CSQSINGLMVDNCE KRLSDS 120
BRSV NS1 PILONGGYIWELME CEQTINGLIDDNCEMTIRKRLSDS 120

PVM NS1 RGQ.......... T FTKN........ STG. .Q 94
HRSV NS1 VMTNYMNQIS GLDLNS 139
BRSV NS1 ELAKYSNOQLSTIBEGLIN. . . 136
PVM NS1 ETEPPIDPTCE| ELISG 113

HRSV NS2 T™N...... DNTTMORIMITEMR. . . ......... ... 19
BRSV NS2 PN...... PETTAQRMT | 19
PVM NS2 NKFTQTISKPAT IMNISRSEESGDEAGVGKVSRTT 40
HRSV NS2  ....... SMBSTITET . . KEIHTHKGMYLINNECIVR 50
BRSV NS2  ....... SIRTEITEMT . . KDIMTHTIYLINHECIVR 50
PVM NS2 QSSERWLDMLIBKFQPEIONT TRYMN RICIDRLKKE 80
HRSV NS2 LDERQITFTFLVNYEMKLLHKVGETIYKKYT . .BYNTKY 88
BRSV NS2  |NLDERQINTFTFLVNYEMKLLHKVGETKYNKYT. .[@YNRKY 88
PVM NS2 GY TEIKQYVEDMAWYVIASEADE TEWKC IRROBKVIGY 120
HRSV NS2  GTFPMPIFINHDGFLE@I€TKETKHTPIIRKYBLNP 124
BRSV NS2  GTFPMPIFINHDGFLIEIEIKETRNTPIRYKYBLNP 124
PVM NS2 KYPKFFEVOHKEDWIXSTIEC TjgY PGHDLISYDERDDD 156

Abb. 3 Vergleich der NS1- und NS2-Proteine der Pneumoviren HRSV, BRSV und PVM.

Konservierte Aminosauren der Pneumovirus Proteine sind schwarz markiert. PVM NS-Proteine
besitzen geringe Sequenzhomologien im Vergleich zu NS-Proteinen des HRSV und BRSV
(Sequenzvergleich mit DNAMAN, Version 4.20).
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NS-Proteine werden in der frihen Phase der Infektion synthetisiert und bilden
Multimere in infizierten Zellen (48). NS1 bindet das Matrixprotein M, wahrend NS2
hingegen mit keinem viralen Protein ko-immunprazipitiert (48). Im Gegensatz zu NS1
ist das NS2 Protein recht instabil mit einer Halbwertszeit von 30 Minuten. Fur NS1
wird angenommen, dass es eine Funktion bei der Transkription und Replikation
Ubernimmt. Wertz und Kollegen zeigten erstmals, dass die NS-Proteine des RSV fur
die Replikation von Minigenomen in vitro nicht bendtigt werden (163), was eine
Funktion der Proteine in vivo wahrscheinlich macht. Weitere Analysen mit
Minigenomen und komplementierten cDNAs zeigten eine Inhibition der Transkription
und Replikation, auch wenn NS1 nur schwach in transfizierten Zellen exprimiert
wurde (5).

1.7.1 Rekombinante Systeme zur Analyse von RSV Proteinen

Mittlerweile kénnen RS-Viren auf Basis von cDNA hergestellt werden (21). Diese
Technologie erlaubt die Manipulation der Virusgenome, sodass die Funktion
einzelner Gene und deren Genprodukte studiert werden kann. Zunachst werden bei
der Herstellung rekombinanter Viren RNP-Proteine von cDNA transkribiert und
synthetisiert. Die simultane Expression der antigenomischen RNA ermdglicht die
Rekonstitution des RNP Komplexes. Hierdurch wird der Infektionszyklus gestartet,
was erstmals fir das Tollwutvirus gezeigt wurde (137). Wahrend flir die Herstellung
von Rhabdoviren und den meisten Paramyxoviren neben der genomischen RNA die
Proteine N, P und L ausreichend sind, wird bei RSV =zusatzlich der
Antiterminationsfaktor M2-1 eingesetzt (21, 30). Mit diesem rekombinanten System
wurden RSV Deletionsmutanten erzeugt und es konnte gezeigt werden, dass die
Proteine NS1, NS2, SH, G und M2-2 fur die Replikation der Viren in vitro und in vivo
nicht essentiell sind (21, 86, 147). BRS-Viren mit deletiertem NS2 Gen sind in vitro
leicht attenuiert. Dennoch férdert NS2 effiziente Replikation (21). Ahnliche
Ergebnisse wurden mit entsprechenden HRSV Deletionsviren erhalten, die in vitro
attenuiert sind und kleinere Plaques in Zellkultur verursachen. HRSV mit deletiertem
NS1- bzw. NS2-Gen sind zudem in Schimpansen attenuiert (147).
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1.7.2 NS1 und NS2 Proteine sind Interferonantagonisten

Um die Funktion der NS-Proteine naher analysieren zu kbnnen, wurden in unserem
Labor verschiedene BRSV NS Deletionsmutanten hergestellt und die Eigenschaften
dieser Viren auf verschiedenen Zelllinien untersucht. Dabei wurden
Deletionsmutanten konstruiert, denen entweder NS1- bzw. NS2- oder beide NS-
Gene fehlten. Es zeigte sich, dass alle Mutanten auf BSRT7/5 Zellen schwach
attenuiert waren (Abb. 4A). Diese Ergebnisse lieken sich in Vero Zellen
reproduzieren. Dies legt nahe, dass die NS-Proteine zur BRSV Replikation beitragen.
Im Gegensatz dazu ist die Replikation der Viren in der Rinderzelllinie MDBK
wesentlich starker eingeschrankt (Abb. 4B, (134)).

>
ws)

BSR MDBK

6
10
10

10

infectious virus particles / ml

infectious virus particles / ml

4 6 8 2 4 6 8
days post infection days post infection

4 rBRSV -4 rBRSVANSI FrBRSVANS2  -C-rBRSYANS1/2

Abb. 4 BRSV NS1/2 vermittelte Interferonresistenz.

(A) BRSV NS-Deletionsmutanten sind in BSRT7/5 Zellen schwach attenuiert und in MDBK Zellen
stark attenuiert (B). Die Zellen wurden mit einer MOI von 0,1 jeweils mit rBRSV, rBRSV ANS1,
rBRSV ANS2 und rBRSV ANS1/2 infiziert und die Virustiter im Abstand von 2 Tagen bestimmt.
Fehlerbalken reprasentieren drei unabhangige Experimente (134).

Aufgrund der unterschiedlichen Wachstumseigenschaften des Virus in
unterschiedlichen Zelllinien, wurde ein zellularer Faktor postuliert, der flr diesen
Effekt verantwortlich ist und von BSRT7/5 bzw. Vero Zellen nicht synthetisiert wird.
Um zu zeigen, dass ein loslicher Faktor fur die Attenuierung der Viren verantwortlich
ist, wurden zunachst MDBK- und Vero Zellen, durch eine Membran getrennt, ko-

kultiviert. Uberstidnde von nicht infizierten MDBK Zellen beeinflussten dabei das
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Wachstum der Wildtyp-Viren und der Virusmutanten in Vero Zellen nicht. MDBK
Zellen, die mit Deletionsmutanten infiziert wurden, verursachten jedoch auch eine
Attenuierung der Deletionsviren in Vero Zellen, was zeigte, dass ein |0slicher Faktor,
der die Membran passiert, von MDBK Zellen sezerniert wird. Die Replikation aller
Deletionsmutanten wurde durch diesen Faktor eingeschrankt. Wildtyp-Viren
hingegen replizierten uneingeschrankt in Vero Zellen. Nachdem Vero Zellen mit
spezifischen Antikérpern gegen den Interferon-a. Rezeptor prainkubiert wurden,
konnte die Attenuierung der BRSV Mutanten nicht mehr nachgewiesen werden.
Somit wurde Interferon o/f (IFN o/B) als zellularer Faktor identifiziert, der fur die
eingeschrankte Replikation der BRSV Mutanten in MDBK Zellen verantwortlich ist.
NS1 und NS2 vermitteln daher gemeinsam die Resistenz gegen IFN o/, da nur der
Wildtyp in der Lage ist, die antivirale Aktivitat zu unterbinden. Vero Zellen haben
deletierte IFN o/p Gene, so dass der antivirale Status in diesen Zellen nicht

aufgebaut werden kann und somit das Wachstum der Deletionsviren in diesen Zellen

erklart (134).

A B
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2 k=
) e
2 1000 =2
% :
= 100 =
= =
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50 150 500 1,500 50 150 500 1,500

U/ml Interferon-oc U/ml Interferon-3

#rBRSY 4 rBRSVANSI THrBRSVANS2Z  -O-rBRSVANS1/2

Abb. 5 BRSV Deletionsmutanten sind Interferon o/ sensitiv.

Vero Zellen wurden mit einer MOI von 0,1 mit rBRSV, rBRSV ANS1, rBRSV ANS2 und rBRSV ANS1/2
infiziert. Die Zellen wurden zudem mit den angegeben Mengen Interferon o (A) bzw. Interferon  (B)
inkubiert und die Virustiter nach 3 Tagen bestimmt. Die Reduktion der Virustiter ist jeweils als x-fache
Reduktion angegeben. Fehlerbalken reprasentieren drei unabhangige Experimente (134).
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Vero Zellen, die mit rekombinantem Interferon stimuliert werden, konnen den
antiviralen Status aufbauen. Hier zeigte sich eine Attenuierung der Deletionsviren in
Abhangigkeit von der jeweiligen Menge zugegebenem Interferon o/f (Abb. 5).
Wildtyp-Viren zeigten dagegen nur eine geringe Attenuierung bei Inkubation der Vero
Zellen mit 1.500 U/ml Interferon. Durch diese Studien wurde den NS-Proteinen
erstmals eine definierte Funktion zugewiesen und zugleich der kooperative
Mechanismus der beiden NS-Proteine erkannt. NS-Proteine vermitteln somit die
effiziente Replikation der Viren, indem Interferon-induzierte, antivirale Aktivitaten der
Wirtszelle aul3er Kraft gesetzt werden.

Um nachzuweisen, dass nur die NS-Proteine ohne Beteiligung anderer RSV-
Proteine vor IFN o/p schutzen, wurden Tollwutviren hergestellt, die zusatzlich NS-
Proteine kodieren. Tollwutviren sind deutlich attenuiert in Zellen, die zuvor mit
IFN o/f prainkubiert wurden. Die rekombinanten Tollwutviren mit NS-Genen des
BRSV zeigten dagegen deutliche Resistenz gegen IFN a/p (134).

Weitere Untersuchungen in unserem Labor zeigten, dass die NS-Proteine anderer
Pneumoviren (HRSV, PVM) in gleicher Weise die Interferonresistenz vermitteln, was
einen generellen Mechanismus der Proteine vermuten lasst. Zudem tragen NS-
Proteine zelltypspezifisch zur Replikation der Viren bei. Hierzu wurden chimare BRS-
Viren hergestellt, die HRSV und PVM NS-Proteine kodieren. Diese Viren vermehren
sich angepasst an den jeweiligen Wirtszelltyp. BRSV mit NS-Genen des HRSV
repliziert wesentlich besser in humanen Zellen als in Rinderzellen, wahrend BRSV
mit homologen NS-Proteinen effizienter in Rinderzellen repliziert (17). Wie kurzlich
gezeigt wurde, verhindern die NS-Proteine auch die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors IRF-3, sodass in Virus-infizierten Zellen die Induktion von
Interferon unterbunden wird (18, 149). Somit sind die NS-Proteine mindestens bi-
funktionale Interferon Antagonisten, da sie die Induktion und die Wirkung von

Interferon verhindern.

1.7.3 Lokalisation der BRSV NS-Proteine nach Infektion

Die weitere Charakterisierung der NS-Proteine in unserem Labor zeigte eine
unerwartete Lokalisation in RSV-infizierten Zellen. Mit Hilfe von Viren, die Epitop-
markierte NS-Proteine kodieren (BRSV NS1 HA und BRSV NS2 FLAG), konnten die

Proteine durch Immunfluoreszenz in infizierten Zellen nachgewiesen werden
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(Abb. 6). Obwohl RSV ausschlieB3lich im Zytoplasma repliziert, sind die NS-Proteine
nach Infektion sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern lokalisiert (B. Bossert,
Dissertation 2002).

Abb. 6 Lokalisation der BRSV NS-Proteine im Nukleus und im Zytoplasma.

MDBK Zellen wurden mit BRSV NS1(HA) und BRSV NS2(FLAG) infiziert (MOl =0,1) und die
Praparate mit entsprechenden Antikérpern inkubiert (Y11, M2 Verdinnung 1:100). Der Nachweis der
Proteine erfolgte durch Inkubation mit sekundaren Cy3 gekoppelten Antikérpern (Verdinnung 1:100).
Als zuséatzliche Infektionskontrolle wurde BRSV F mit oF und sekundaren FITC Antikdrpern
nachgewiesen. BRSV F ist ausschliellich im Zytoplasma infizierter Zellen lokalisiert. Weilde
Pfeilspitzen deuten den Nukleus an.

1.7.3.1 Spezifischer Nachweis der NS-Proteine im Zellkern

Weitere Untersuchungen lieRen vermuten, dass die NS-Proteine spezifisch zellulare
Proteine im Nukleus binden. Viele kleine Proteine, wie z.B. EGFP diffundieren
unspezifisch in den Zellkern. Um einen Hinweis darauf zu erhalten, ob die nukleare
Lokalisation der NS-Proteine bedeutsam fur NS-spezifische Funktionen ist, wurden
Experimente zur Retention der NS-Proteine durchgefuhrt. Durch eine milde
Detergenzbehandlung wurde EGFP, nicht jedoch die NS-Proteine, aus dem Zellkern
eluiert. Ein weiteres Kernprotein, p68, wurde als Positivkontrolle nachgewiesen und
nach entsprechender Prainkubation mit Detergenz ebenfalls spezifisch im Zellkern
zurlckgehalten. Die Retention der NS-Proteine ist mit hoher Wahrscheinlichkeit auf
spezifische Interaktion der NS-Proteine an nukleare Proteine zurtickzufiihren und
weist daher auf spezifische Funktionen der NS-Proteine in diesem zellularen

Kompartiment hin.
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C10 (p68)

C10/GFP
- Digitonin/Triton X-100
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C10(p68)
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Abb. 7 Spezifische Lokalisation der NS-Proteine im Nukleus

(A) BSR Zellen wurden mit 2 uyg EGFP-C3 cDNA transfiziert und zeigen EGFP-Fluoreszenz im
Zellkern und im Zytoplasma. (B) p68 wurde mit spezifischen Antikérpern (C10, Verdiinnung 1:1000
und Cy3, Verdinnung 1:100) nachgewiesen und zeigt ebenfalls Fluoreszenz im Zellkern. Nach
Prainkubation mit den angegebenen Konzentrationen Detergenz, kann heterologes EGFP in der
Fluoreszenz nicht mehr nachgewiesen werden, p68 wird dagegen im Zellkern zurliickgehalten. (C)
Praparate infizierter BSR Zellen (MOl =0,1) wurden jeweils mit angegebenen Konzentrationen
Detergenz inkubiert und NS-Proteine mit Y11 und M2 Antikérpern (Verdinnung jeweils 1:100) und
sekundaren FITC bzw. Cy3 gekoppelten Antikdrpern (Verdinnung 1:100) nachgewiesen. Die NS-
Proteine werden hierbei ebenfalls im Zellkern nachgewiesen.
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2. Zielsetzung der Arbeit

Innerhalb der Virusfamilie Paramyxoviridae werden NS-Proteine nur von Vertretern
der Pneumoviren kodiert. Die Deletionen der NS-Gene fuhrten zu Viren mit einem
deutlich attenuierten Phanotyp in der Interferon o/p produzierenden Zelllinie MDBK.
Weitere Analysen zeigten, dass NS1 und NS2 nur kooperativ die Interferonresistenz
von RSV vermitteln kdnnen. Allerdings wurde auch in Zellen mit deletierten Interferon
o/ Genen eine Attenuierung der Viren beobachtet. Dies lasst auf weitere Funktionen
der Proteine im viralen Replikationszyklus schliel3en.

Der Vergleich der NS-Proteinsequenzen mit denen anderer viraler oder zellularer
Proteine zeigte keine Homologie bzw. konservierte Domanen, die Hinweise auf
weitere mogliche Funktionen geben konnten. Bislang wurden zudem keine zellularen
Interaktionspartner fur die NS-Proteine beschrieben.

Ziel der vorliegenden Arbeit sollte daher die Identifizierung und Charakterisierung
von Interaktionen der NS-Proteine mit Proteinen der Wirtszelle sein. Vorarbeiten zu
dieser Arbeit zeigten, dass durch biochemische Methoden wie Radio-
Koimmunprazipitation keine zellularen Proteine als mogliche Interaktionspartner fur
NS-Proteine identifiziert werden konnten. Daher sollte in dieser Arbeit ein alternatives
System etabliet werden. Mit dem wesentlich sensitiveren genetischen
Selektionssystem ,Yeast Two Hybrid“ sollten aus einer cDNA Expressionsbibliothek
aus Lungengewebe cDNA Klone isoliert werden, die mogliche Interaktionspartner
kodieren.

Um den Einfluss der zellularen Proteine auf den viralen Replikationszyklus zu
untersuchen, sollten virale Vektoren konstruiert und Viren hergestellt werden, die
kodierende  Sequenzen der =zellularen Proteine (i) Uberexprimieren und
(i) komplementare RNA zur Reduktion der Proteinkonzentration in infizierten Zellen

exprimieren.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Chemikalien wurden von den Firmen Amersham Pharmacia (a-32P-CTP, a-?P-UTP,
%53-Promix, Ficoll, Protein A Sepharose), Dynal (Protein G Dynabeads), Boehringer
Mannheim/Roche (Proteaseinhibitoren Complete™, DTT), Fluka (NP40, Tricin), ICN
Biochemicals Inc. (APS), Life Technologies/Invitrogen (Agarose), Merck (CaCly,
EDTA, Ethidiumbromid, KCI, MgSO4s, NaAc, NaCl, NH4CI, Orange G,
Paraformaldehyd, Phenolrot, Triton X-100), Riedel-de-Haen (Ethanol, NaOH), Roth
(B-Merkaptoethanol, Aceton, Acrylamid/Bisacrylamid-Losung (29:1), DMSO, Glyzerin,
Harnstoff, HCI, Methanol, SDS, Tris-HCI, Tween-20, Polyethylenglykol 4000), Sigma-
Aldrich (ATP, Bromphenolblau, TEMED, Glutathion, L-Histidin, Adeninhemisulfat, L-
Leucin, L-Tryptophan) und Clontech (SD-Medium, DO-Aminosauremix, ,Carrier-
DNA®) bezogen.

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien wurden von den Firmen Amersham Pharmacia (ECL-
Hyperfiime), Eppendorf (Eppendorfhitchen, PCR-Reaktionsgefalle), Falcon
(Polystyrolrohrchen), Kodak (Rontgenfilme), Millipore  (Sterilfilter),  Nunc
(Gewebekulturflaschen), Roth (,Blottingpapier®), Schleicher & Schuell (Nitrozellulose-

membran) und Stratagene (Nylonmembran) bezogen.

3.1.3 Enzyme

Enzyme wurden von den Firmen New England Biolabs (Restriktionsendonukleasen,
T4-DNA Ligase, Klenow-Polymerase), Boehringer Mannheim/Roche (Shrimp
alkalische Phosphatase) und Stratagene (Pfu-Turbo DNA-Polymerase, AMV Reverse

Transkriptase) bezogen.
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3.1.4 Serologische Reagenzien

Kaninchen a-HA (Y11), polyklonal Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Maus a-FLAG (M2), monoklonal Sigma

Kaninchen o-E2F-1 (C20), polyklonal Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Maus a-GST (B14), monoklonal Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Maus a-p68 (C10), monoklonal H. Stahl, Saarbrticken
a-Kaninchen-IgG, Peroxidase konjugiert Dianova

a-Kaninchen-IgG, FITC konjugiert Dianova

a-Maus-1gG, Peroxidase konjugiert Dianova

o-Maus-1gG, FITC konjugiert Dianova

Kaninchen a-Aktin, polyklonal Sigma

Maus a-RSV-F Protein Serotec

Ziege o-RSV Serum, polyklonal Biogenesis

Kaninchen a-NS2 (a-IC/C), polyklonal J.A. Melero, Madrid

Maus a-c-myc (9E10), monoklonal Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Kaninchen o-GFP, polyklonal Molecular Probes

3.1.5 Polyklonales Peptidserum gegen MM-1 aus Kaninchen

Zur Analyse des MM-1 Proteins wurde eine Peptidsynthese in Auftrag gegeben und
ein Peptid aus der MM-1 Sequenz synthetisiert (DFFKRKIDFLTKKQMEK). Mit
diesem Peptid wurden je 2zwei Kaninchen immunisiert (Metabion), um ein
polyklonales Serum zu gewinnen. Die Tiere wurden dreimal im Abstand von 5 Tagen
vor der ersten Blutung mit diesem Peptid immunisiert. Die Seren wurden mit ELISA
auf Reaktion mit dem Antigen getestet. Im Abstand von 7 Tagen wurde anschlielend
zweimal immunisiert, bevor das Serum aus den Tieren gewonnen wurde. Die
Praimmunseren und Immunseren K76 und M79 wurden von der Firma Metabion

bezogen und in unserem Labor charakterisiert.
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3.1.6 Zellkulturmedien und Puffer

Zellkulturmedien, Puffer und Zusatze wurden von der Firma Life Technologies bzw.

Invitrogen bezogen.

BHK-21 Medium (Glasgow MEM)

Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM)
Tryptosephosphat-Broth, 50x
Penicillin-Streptomycin-Losung (P/S)
MEM-Amino Acids, 50x

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

OPTIMEM 1

3.1.7 Sonstige Puffer

Anodenpuffer: 200 mM Tris-HCI pH [8,9]

Kathodenpuffer: 100 mM Tris-HCI pH [8,25]; 100 mM Tricin; 0,1 % (w/v) SDS
TAE-Puffer: 400 mM Tris-HCOOH pH [7,8]; 5 mM NaAc; 5 mM EDTA
TE-Puffer: 10 mM Tris-HCI pH [7,5]; 5 mM EDTA

Weitere Puffer sind bei der jeweiligen Methode angegeben.

3.1.8 Kommerziell erhaltliche ,,Kits“

Folgende kommerziell erhaltliche Kits wurden flr diese Arbeit verwendet: Nick
Translation Kit, in vitro Transcription Kit (Amersham Pharmacia); Nucleobond AX100,
Nucleobond AX500 (Macherey-Nagel); Western Blot Chemoluminescence Reagent
Plus (NEN), QIAEXIl Gel Extraction Kit, QiaQuick Gel Extraction Kit, QiaQuick
Nucleotide Removal Kit, QiaQuick PCR Purification Kit, RNeasy Mini Kit (Qiagen);

Mammalian Transfection Kit (Stratagene); In vitro Translation Kit TNT® (Promega).
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3.1.9 Weitere Reagenzien

1 kb DNA-Leiter (LifeTechnologies), Agar (Difco), Bactotrypton (Difco), FuGene6
(Roche), Hefeextrakt (Difco), @ Magermilch-Pulver  (Merck), vorgefarbter
Proteinstandard (LifeTechnologies, Biorad), Proteinstandard “C markiert (BRL),
RNasin (Pharmacia), dNTPs (NEB), Interferon o (PBL), Histogel (Linaris Biological

Products).

3.1.10 Nukleinsauren, Virusstamme, Bakterien, Hefen, Zellen

3.1.10.1 Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden von den Firmen MWG Inc. und Metabion bezogen.
Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen und kursiv. Oligonukleotide sind jeweils
in 5°-3" Orientierung angegeben. Nukleotide in der kodierenden Sequenz, die durch

PCR verandert wurden, sind mit * gekennzeichnet.

Bezeichnung Sequenz

bNS1 EcoRI 3’ GCAATAGAATTCCTAATTCAGACCAAGAAG

bNS1 Ncol 5 CGAATACCATGGGCAGTGAAACATTGAG

bNS2 BspHI GCAATATCATGAGCACCCCAAATCCCGAA

bNS2 EcoRlI 3’ GCAATAGAATTCCTATGGATTTAAATCATA

EGFP 3" Eagl ATATCGGCCGTTACTCGTCCATGCCGAGAGTGAT
CCC

EGFP 5" Notl AAAGGAAAAGCGGCCGCCCCCCTCTCTTCTTTCT
ACAGAAAATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG

hNS1 EcoRI 3’ ATTGAGAATTCTTATGGATTAAGATCAAA

hNS1 Ncol 5 ATTGACCATGGGCAGCAATTCATT

hNS2 EcoRI 3’ ATTGAGAATTCTTATGGATTGAGATCATA

hNS2 Ncol 5 ATTGACCATGGACACAACCCACA

MM-1 antisense 3" Notfl AAAAGGAAAAGCGGCCGCCCCCTCTCTTCTTTCT
ACAGAAATCAGGCCTTAGCAGTAGCC

MM-1 antisense 5" Eagl ATATCGGCCGGATGGGGGTTGATGTCATGACTGT
AG

MM-1 c-myc 5" Ncol” TTATCCATGGAGGAGCAGAAGCTGATCTCAGAGG
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MM-1 EGFPC3 5" Xhol
MM-1 pGADT7 3" BamHI
MM-1 pGADT7 5° Ndel

MM-1 pTIT 3" Pstl
MM-1 pTIT 5° Ncol

MM-1 sense 3" Eagl

MNS1 EcoRI 3°

mMNS1 Ncol 5°

mNS2 Afllll &

MNS2 EcoRI 3’

N Fusion EcoRI 5°

N Fusion Xmal 3~
NS1-N Fusion 3" EcoRlI

NS1-N Fusion 5° Hindlll

p68 antisense 3" Notl

p68 antisense 5 Eagl

p68 EGFPC3 3" Xmal
p68 EGFPC3 5 Xhol

P68 pGADT7 3’ BamH
p68 pGADT7 5° Clal

p68 pTIT 3" EcoRV

AGGACCTGG C'GGGGGTTGATGTCATGACTGTA
AATACTCGAGG C' GGGGGTTGATGTCATGACTGT
A

TATAGGATCCTCAGGCCTAGCAGTAGCCTG
TATACATATGGCGGTTGATGTCATGACT
TATATGACGTCGCAAAACTCTCAGGCC
TACACCATGGGGGGTTGATGTCATGACTGTAGTC
GGCCTTCCCAACATGGCGCAGTCTATTAACATCA
CGGAGCTGAATCTGCCGC
ATATCGGCCGTCAGGCCTTAGCAGTAGCCTG
AATGATATCGAATTCTTAAGCGTAATCTGGTACAT
CATAAGGATAACC
CGAATACCATGGGCTGTATGATGAGT
CGAATAACATGTCCACAGCTATGAACAAG
AATGATATCGAATTCTCATTTATCGTGATCATCTTT
ATAGTCATCATCATCCTCATC
GCAATAGAATTCG*C*GGCTCTTAGCAAGGTCAAA
CTA
AAATTCCCGGGTCACAATTCCACATCATTATC
GCAATAGAATTCGCGGCTCTTAGCAAGGTCAAAC
TA
AAATTAAAGCTTG*C*GGGCAGTGAAACATTGAGT
GTA
AAAAGGAAAAGCGGCCGCCCCCTCTCTTCTTTCT
ACAGAAATTATTGGGAATATCCTGTTGGCATTGG
ATATCGGCCGATGTCGGGTTATTCGAGTGACCGA
GAC
ATATCCCGGGTTATTGGGAATATCCTGTTGG
ATAACTCGAGG C GTCGGGTTATTCGAGTGACCG
A

TATAGGATCCTTATTGGGAATATCCTGTTGG
TATAATCGATTTATGTCGGGTTATTCGAGTGACCG
AGAC
ATAGATATCTTATTGGGAATATCCTGTTGG
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p68 pTIT 5 AflllI
p68 sense 3" Eagl

p68 sense 5" intern

p68 sense 5 mut Notl extern
p68 sense 5" Notl extern
pSUPER-p68 forw
pSUPER-p68 rev
RanBP16 c-myc 5" Ncol
RanBP16 EGFPC3 5" Xhol
RanBP16 pGADT7 3" Xhol
RanBP16 pGADT7 5" Xmal
RanBP16 pTIT 3" BstEll
RanBP16 pTIT 3" Xmal
RanBP16 pTIT 5" BstEll
RanBP16 pTIT 5" Ncol

SEI-1 3'pGADT7 EcoRl
SEI-1 5'BspHI myc

SEI-1 5'pGADT7 Ndel

SEI-1 EGFP Xhol 5°

StartA5’

Stop/Start 3" Eagl
Stop/Start 5° Notl

GACGACATGTCGGGTTATTCG
ATATCGGCCGTTATTGGGAATATCCTGTTGGGATT
GG
TACAGAAAATGTCGGGTTATTCGAGTGACCGAGA
CCGCGGG CGGGACC
AAAGGAAAAGCGGCCGCCCCCTCTCTTCTTTCTA
CAGAAAG C GTCGGGTTATT
AAAAGGAAAGCGGCCGCCCCCTCTCTTCTTTCTA
CAGAAAATGTCGGGTTATTCG
GATCCCCGAGCACCCTGATTTGGCTATTCAAGAG
ATAGCCAAATCAGGGTGCTCTTTTTGGAAA
AGCTTTTCCAAAAAGAGCACCCTGATTTGGCTATC
TCTTGAATAGCCAAATCAGGGTGCTCGGG
TTATCCATGGAGGAGCAGAAGCTGATCTCAAAGG
AGGACCTGGCGG C GGATCATGTCCAGAGCCTG
AATACTCGAGG C'GGCGGATCATGTGCAGAGCCT
G

ATATCTCGAGTCAGCTCATCATGTCATT
ATATCCCGGGTATGGCGGATCATGTGCAGAGC
GGCTTTGGTGACCTCAGGAG
ATATCCCGGGTCAGCTCATCATGTCATTGC
CCTGAGGTCACCAAAGCC
GCACCATGGCGGATCATGTGC
ATATGAATTCTCAGCGCCCTGGCCCCGGCGG
ATATTCATGATGGAGGAGCAGAAGCTGATCTCAG
AGGAGGACCTGGCGCTGAGCAAGGGTCTGAAGC
GG
ATATCATATGATGCTGAGCAAGGGTCTGAAGCGG
ATATCTCGAGGCGCTGAGCAAGGGTCTGAAGCG
G
AAAAGGAAAAGCGGCCGCCCCCTCTCTTCTTTCT
ACAG
ATATCGGCCGGGCTGGTTGGGGAACTGATTT
AAAAGAAAAGCGGCCGCCTAAATCAATAGCCAAC
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Stop/StartA3’

BCOPI pEGFPC3 5" Xhol

BCOPI PGADT7 5" Ndel
BCOPI pTIT 3" Sacl
BCOPI pTIT 3" Xmal
BCOPI pTIT 5" BspHI
BCOPI pTIT 5° Sacl
BCOPI pTIT c-myc 5" Ncol

3.1.10.2 Plasmide

ACCAGATGG
AAAAGGAAAAGCGGCCGCGGCTGGTTGGGGAAC
TGATTT

ATATCTCGAGG C' GACGGCGGCTGAGAACGTATG
C

TATACATATGACGGCGGCTGAGAACGTATGC
GCGAATAAAAGAGCTCTTTCTGATGG
TCCACCCGGGTTATGAATAGATCTGTTTATTG
CCAGAAATCATGACGGCGG
CCATCAGAAAGAGCTCGTTTTATTCGC
TATATCCATGGAGGAGCAGAAGCTGATCTCAGAG
GAGGACCTGG C GACGGCGGCTGAGAACGTATG
C

Fur Klonierungen zur Herstellung von BRSV Konstrukten wurde der Vektor

pBlueskript SKIlI- (Stratagene) verwendet.

3.1.10.2.1 Verwendete Plasmide

pTIT

prBRSV
prBRSVANS1/2
pTITB-N, pTITB-L,
pTITB-P, pTITB-M2
pTre2Hyg
pGEX-4T-1

pEGFP-C3

Derivat von pSKIl- mit zusatzlicher Ribosomen-
bindungssequenz (IRES) und T7 Terminatorsequenz (37)
kodiert BRSV Antigenom (21)

kodiert BRSV Antigenom mit deletierten NS Genen (134)
Plasmide, die BRSV N, P, L und M2 unter Kontrolle des
T7-Promotors exprimieren (21)

vermittelt Hygromycinresistenz (Clontech)

Vektor zu Klonierung von c¢cDNAs mit 5'terminal
fusionierter GST Sequenz unter Kontrolle des T7-
Promotors (Pharmacia)

Vektor zur Expression von cDNAs mit proximal
fusioniertem EGFP (enhanced green fluorescent protein)

unter Kontrolle des CMV Promotors (Clontech)
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pSUPER

pGADT7

pGBKT7

PACT2

Vektor zur Expression von siRNA, die sich nach
Expression unter Kontrolle des Pollll (H1) Promotors faltet
und zu funktioneller siRNA gespalten wird (20)

Vektor zur Expression von Fusionsproteinen mit GAL4-
Aktivierungsdomane in Hefezellen unter Kontrolle des
GAL4-Promotors (Clontech)

Vektor zur Expression von Fusionsproteinen mit GAL4-
Bindedomane in Hefezellen unter Kontrolle des GAL4
Promotors (Clontech)

Klonierungsvektor der cDNA  Expressionsbibliothek
(Clontech)

3.1.10.2.2 Plasmide aus dieser Arbeit

pEGFP-C3 NS1-N
pGBKTT7 BRSV-NS1
pGBKTT7 BRSV-NS2
pGBKTT7 HRSV-NS1
pGBKTT7 HRSV-NS2
pGBKTT7 PVM-NS1
pGBKTT7 PVM-NS2
pGADT7 BRSV-NS1
pGADT7 BRSV-NS2
pGADT7 HRSV-NS1
pGADT7 HRSV-NS2
pGADT7 PVM-NS1
pGADT7 PVM-NS2
pGEX-4-T1-BRSV-NS1
pGEX-4-T1-BRSV-NS2
pTIT-RanBP16
pTIT-p68

pTIT-BCOPI
pTIT-MM-1
pTIT-myc-CDK4BP

EGFP in Fusion mit BRSV NS1 und N
GAL4-BD in Fusion mit BRSV NS1
GAL4-BD in Fusion mit BRSV NS2
GAL4-BD in Fusion mit HRSV NS1
GAL4-BD in Fusion mit HRSV NS2
GAL4-BD in Fusion mit PVM NS1
GAL4-BD in Fusion mit PVM NS2
GAL4-AD in Fusion mit BRSV NS1
GAL4-AD in Fusion mit BRSV NS2
GAL4-AD in Fusion mit HRSV NS1
GAL4-AD in Fusion mit HRSV NS2
GAL4-AD in Fusion mit PVM NS1
GAL4-AD in Fusion mit PVM NS2

GST in Fusion mit BRSV NS1

GST in Fusion mit BRSV NS2

RanBP16 unter Kontrolle des T7-Promotors
p68 unter Kontrolle des T7-Promotors
BCOPI unter Kontrolle des T7-Promotors
MM-1 unter Kontrolle des T7-Promotors

CDK4BP in Fusion mit c-myc Epitop
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pTIT-myc-RanBP16
pTIT-myc-BCOPI
pTIT-myc-MM-1
pEGFP-C3-MM1
pEGFP-C3-COPI
pEGFP-C3-p68
pEGFP-C3-CDK4BP
pEGFP-C3-RanBP16
pSUPER-p68

RanBP16 in Fusion mit c-myc Epitop
BCOPI in Fusion mit c-myc Epitop
MM-1 in Fusion mit c-myc Epitop
MM-1 in Fusion mit EGFP

BCOPI in Fusion mit EGFP

p68 in Fusion mit EGFP

CDK4BP in Fusion mit EGFP
RanBP16 in Fusion mit EGFP
kodiert siRNA flr humanes p68

3.1.10.2.3 prBRSV-Plasmide aus dieser Arbeit

prBRSV-p68°

prBRSVp68*°

prBRSVp68AYe

prBRSVANS1/2p68°

prBRSVANS1/2p68°°

prBRSVANS1/2p68°Y¢"

prBRSV-EGFP-MM-1°
prBRSV-MM-12
prBRSV-EGFP

prBRSVANS1/2-Stop/Start

BRSV cDNA Antigenom mit p68 Sequenz 5 terminal
des NS1 Gens

BRSV cDNA Antigenom mit antisense p68 Sequenz
5" terminal des NS1 Gens

BRSV cDNA Antigenom mit p68 Sequenz mit
mutiertem Startkodon 5” terminal des NS1 Gens

BRSV cDNA Antigenom mit deletierten NS Genen und
p68 Sequenz 5" terminal des N Gens

BRSV cDNA Antigenom mit deletierten NS Genen und
p68 antisense Sequenz 5” terminal des N Gens

BRSV cDNA Antigenom mit deletierten NS Genen und
p68 Sequenz mit mutiertem Startkodon 5° terminal des
N Gens

BRSV cDNA Antigenom mit EGFP-MM-1 Sequenz
5" terminal des NS1 Gens

BRSV cDNA Antigenom mit antisense MM-1 Sequenz
5" terminal des NS1 Gens

BRSV cDNA Antigenom mit EGFP Sequenz 5" terminal
des NS1 Gens

BRSV cDNA Antigenom mit deletierten NS Genen
kodiert 5" terminal die NS1/NS2 Gengrenze
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3.1.10.3 Virusstamme

SADL16

rBRSV

rBRSV NS1(HA)

Rekombinantes Tollwutvirus ausgehend von Street Alabama
Dufferin B19 (36)

rekombinantes BRSV ausgehend von A51908 (American Type
Culture Collection) Variante ATue51908 (21), gen bank
accession no. AF092942)

rekombinantes BRSV exprimiert NS1 Gen in Fusion mit HA
Epitop

rBRSV NS2(FLAG) rekombinantes BRSV exprimiert NS2 Gen in Fusion mit FLAG

rBRSVANS1/2
vTF7-3

MVA-T7

Epitop

rekombinantes BRSV mit deletierten NS Genen (134)
rekombinantes Vaccinia Virus, das die T7-Polymerase stabil
exprimiert (52)

rekombinantes modifiziertes Vaccinia Virus, das die T7

Polymerase stabil exprimiert (145)

3.1.10.4 Viren aus dieser Arbeit

rBRSVp68° BRSV exprimiert p68

rBRSVp68#° BRSV exprimiert komplementére p68 RNA

rBRSVp68 S BRSV exprimiert p68 mit mutiertem Startkodon

rBRSVANS1/2p68° BRSV mit deletierten NS Genen, exprimiert p68

rBRSVANS1/2p68%° BRSV mit deletieten NS Genen, exprimiert
komplementare p68 RNA

rBRSVANS1/2p68°Y¢" BRSV mit deletierten NS Genen, exprimiert p68 mit
mutiertem Startkodon

rBRSV-EGFP-MM-1° BRSV exprimiert MM-1 mit N-terminaler EGFP Fusion

rBRSV-MM-1 %
rBRSV-EGFP

BRSV exprimiert komplementare MM-1 RNA
BRSV exprimiert EGFP

rBRSVANS1/2-Stop/Start BRSV mit deletierten NS Genen exprimiert die

NS1/NS2 Gengrenze
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3.1.10.5 Bakterienstamme

Zur Vermehrung der rekombinanten Plasmide wurden die Bakterienstdmme
E.coli XL1-blue bzw. E.coli XL10-gold (Stratagene) verwendet. Rekombinante GST-
NS Fusionsproteine wurden in E.coliBL21 (DE3) (Stratagene) synthetisiert. Die
cDNA Expressionsbibliothek aus Lungengewebe wurde aus E.coliBNN132
prapariert.

3.1.10.6 Hefestamme

Zur Transformation von Hefezellen mit der cDNA Expressionsbibliothek wurde der
Hefestamm AH109 (84) verwendet. Dieser Hefestamm besitzt diverse
Gendeletionen, sodass AH109 Histidin, Tryptophan, Leucin und Adenin nicht de
novo synthetisiert wird. Die Gene, die fur entsprechende Proteine der Tryptophan-
und Leucin-Synthese bendtigt werden, werden durch pGBKT7 und pGADT7
Vektoren komplementiert. Die Reportergene ADE2 und HIS3, die zur Adenin und
Histidinsynthese bendtigt werden, stehen bei AH109 unter Kontrolle des GAL4
Promotors. Zusatzlich besitzt AH109 die Reportergene LacZ und Mel1, die fur a-
bzw. B-Galaktosidase kodieren. Durch Interaktion von Proteinen in Fusion mit der
GAL4 Bindedomane bzw. GAL4 Aktivierungsdomane, werden die Reportergene
exprimiert und erlauben somit Wachstum auf —His/-Ade Mangelmedien. Zudem sind
diese Hefezellen positivim o-/p-Gal Test.

Y187 (70) wurde zur Bestatigung der identifizierten Protein-Protein Interaktionen
verwendet. Dieser Hefestamm besitzt identische Auxotrophiemarker wie AH109,
allerdings wird LacZ in diesem Hefestamm nicht basal exprimiert. Aufgrund der
stringenteren Kontrolle des LacZ Gens, eignet sich dieser Hefestamm fur f-

Galaktosidase Messungen.

3.1.11 Zelllinien

Zelllinie Beschreibung Organismus
BSR BHK-21 Klon, J. Cox, BFAV Tubingen Hamster
BSR T7/5 (21) BSR-Zellen, exprimieren T7 Polymerase Hamster
HelLa CD81 Cervixkarzinom Zelllinie Mensch
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Vero Nierenzelllinie
MDBK Nierenzelllinie
HEK 293 Nierenzelllinie

3.1.11.1 Kulturbedingungen

Zelllinie

BSR, BSR T7/5-Zellen,
HelLa-CD81

Vero, MDBK
HEK 293

3.2 Methoden

3.2.1 Arbeiten mit DNA

3.2.1.1 Reinigung von DNA

3.2.1.1.1 Ethanolféllung

Grine Meerkatze
Rind

Mensch

Kulturmedium

BHK-21 Medium, 2 % Tryptosephosphatmix,
2 % MEM Aminosauremix, 1 % P/S

DMEM, 10 % FKS, Glutamin (1x), 1 % P/S
DMEM, 5 % FKS, 1 % P/S

DMEM, 10 % FKS, 1 % P/S

Die DNA-L6sung wurde mit einem 1/10 Volumen 4 M LiCl und 2,5 Volumen 96 %
(v/v) Ethanol versetzt und anschlieend 2 h bei —70 °C inkubiert. Die prazipitierte
DNA wurde anschlie3en pelletiert (14.000 Upm, 30 min, 4 °C; Kuhlzentrifuge), mit 1

Volumen 70 % (v/v) Ethanol gewaschen und getrocknet. Das Pellet wurde in ddH,O

aufgenommen.

3.2.1.1.2 Isopropanolfallung

Die DNA-LOsung wurde mit einem 1/10 Volumen 4 M LiCl und 0,7 Volumen

Isopropanol versetzt und 10 min bei RT inkubiert. Die prazipitierte DNA wurde
pelletiert (13.000 Upm, 10 min, Kdhlzentrifuge) und mit 1 Volumenteil 70 % (v/v)
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Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde anschlieBend getrocknet und in ddH,O

aufgenommen.

3.2.1.1.3 Reinigung liber Silicamembranen

Zur Reinigung von DNA nach Inkubation mit alkalischer Phosphatase bzw. Klenow
Polymerase wurde der ,QiaQuick Nucleotide Removal Kit“ (Qiagen) nach Angaben
des Herstellers verwendet. PCR Reaktionen wurden mit dem ,QiaQuick PCR

Purification Kit* (Qiagen) nach Angaben des Herstellers gereinigt.

3.2.1.2 DNA-Modifikationen

3.2.1.2.1 DNA Restriktionsendonukleasenverdau

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

des Herstellers aus dem Reaktionsgemisch entfernt.

3.2.1.2.2 Herstellung glatter Enden

Zur Ligation von nichtkompatiblen DNA-Enden wurde Klenow DNA Polymerase
verwendet. Bei der Klenow-Reaktion erfolgt ein Auffiillen von 5 Uberhadngen und
eine Regression von 3’ Uberhangen. Zur Klenow Reaktion wurde das Klenow
Polymerase (NEB) nach Angaben des Herstellers verwendet. Die Aufreinigung der
Reaktion erfolgte mittels ,QiaQuick Nucleotide Removal Kit (Qiagen) nach Angaben

des Herstellers.

3.2.1.2.3 Dephosphorylierung von 5’-Enden

Zur Dephosphorylierung von 5’ Enden der DNA wurde Shrimp Alkaline Phosphatase
(Roche) nach Angaben des Herstellers verwendet.
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3.2.1.2.4 Hybridisierung und Phosphorylierung von Oligonukleotiden

Zur Klonierung von doppelstrangigen Oligonukleotiden in pSUPER wurden die
komplementaren Einzelstrange (64 nt) in H,O geldst (3 pg/ul) und jeweils ein 1 ul der
Oligonukleotide zur Hybridisierung in 48 ul Hybridisierungspuffer eingesetzt. Die DNA
wurde erhitzt (4 min, 95 °C), 10 min bei 70 °C inkubiert und langsam auf 4 °C
abgekuhlt. 5yl der DNA wurden zur Phosphorylierung mit T4-PNK in 10 pl

Endvolumen nach Angaben des Herstellers eingesetzt.

3.2.1.2.5 DNA Ligation

Vektor- und cDNA Fragment wurden im Verhaltnis 1:3 bis 1:5 (0,5-1 uyg DNA)
gemischt. Bei uberhangenden DNA-Enden wurden die Ansatze erhitzt (5 min, 65 °C).

Die Ligation erfolgte nach Angaben des Herstellers (16 °C, 12-16 h).

3.2.1.2.6 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Fur die PCR Reaktion wurden 100 ng DNA mit je 10 pmol Primer gemischt. Nach
Zusatz von 10 pl Reaktionspuffer, 0,8 yl dNTPs (25 mM) und 1 ul Pfu-Polymerase
(2,5 U) wurde die DNA zunachst 1 min bei 95 °C denaturiert. Anschlie3end erfolgten
35 Zyklen mit Denaturierung bei 95 °C (1 min), Hybridisierung des Primers (1 min)
und der Synthese der DNA Strange bei 72 °C (2 min). Die Hybridisierungstemperatur
errechnet sich nach der Formel Ty = [2x(A+T)+4x(G+C)]-5. Die PCR Produkte
wurden mit dem QiaQuick PCR Purification Kit gereinigt und die GrolRe des

Reaktionsproduktes mittels Agarosegelelektrophorese bestimmit.

3.2.1.2.7 Reverse Transkriptase Reaktion (RT-PCR)

Zur Synthese von cDNA aus mRNA wurde 1pg Gesamt RNA mit dem
entsprechenden 3" Primer und 0,3 yl RNasin in 23 yl Endvolumen gemischt. Zur
Denaturierung der RNA wurde zunachst erhitzt (65 °C, 4 min) und anschlie®end der
entsprechende 3’'Primer hybridisiert (37 °C, 10 min). Zur Erststrang-Synthese
wurden 3 pl dNTPs (je 25 mM), 3 ul 10 x RT Puffer (0,5 M Tris-Cl, pH [8,3]; 0,3 M
KCI; 0,1 mM MgCly; 0,06 M DTT) und 1 pul AMV Reverse Transkriptase (RT)
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zugegeben und die RT Reaktion durchgefthrt (43 °C, 1 h). 3 yl der RT Reaktion

wurden anschlief3end fir die PCR zur Synthese des cDNA Doppelstrangs eingesetzt.

3.2.1.3 Auftrennung von DNA Fragmenten im Agarosegel

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

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden Agarosegele von 0,7 % -2 % (w/v)
Agarose in TAE-Puffer verwendet. Dazu wurde die Agarose in TAE-Puffer durch
Erhitzen gelost. Das Agarosegel wurde mit TAE-Puffer (+ 0,02 % Ethidiumbromid)
Uberschichtet, die DNA-Proben mit DNA-Probenpuffer gemischt und bei 4-8 V/cm
aufgetrennt. Anschlieend wurde die DNA durch UV-Bestrahlung (254 nm) sichtbar
gemacht. Die Bestimmung der Fragmentgroflen erfolgte durch Vergleich mit einem

GroRenstandard (1 kb Leiter, LifeTechnologies).

3.2.1.4 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Elution von DNA-Fragmenten erfolgte mit dem ,QiaQuick Gel Extraction Kit*
(Qiagen). Fur FragmentgroRen uber 10 kb wurde das ,QiaExIl Gel Extraction Kit*

(Qiagen) nach Angaben des Herstellers verwendet.

3.2.2 Arbeiten mit RNA

Alle Puffer und Losungen fur die Arbeiten mit RNA wurden mit ddH,O/DEPC
angesetzt. Hierzu wurde ddH,0O in der Verdunnung 1:1000 mit DEPC versetzt und
geruhrt (16, RT). Anschlieliend wurde der Ansatz autoklaviert (20 min, 121 °C).

3.2.2.1 Praparation von RNA aus eukaryotischen Zellen

RNA aus eukaryotischen Zellen wurde mit dem ,RNeasy Mini“ Kit nach modifizierten
Angaben der Hersteller isoliert. Durch das modifizierte Protokoll wurden héhere RNA

Konzentrationen bei der Praparation erreicht. Konfluente Zellen einer 35 mm
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Kulturschale wurden hierbei mit der doppelten Menge RLT-Puffer (700 pl)
Uberschichtet und mit 700 pl 70 % igem Ethanol versetzt. Weitere Schritte bei der
RNA Praparation erfolgten nach Angaben des Herstellers.

3.2.2.2 Auftrennung von RNA im Agarosegel

50x Phosphat-Puffer Blue juice Acridinorange- Stammliésung
250 mM Na,HPO,4 x 2 H,O 0,125 % Bromphenolblau 10 mg/ml Acridinorange
250 mM NaH,PO,4 x H,O 0,125 % Xylencyanol FF in 1x Phosphatpuffer
pH [6,8] 0,125 % Orange G
15 % Ficoll 400
5x TAE

Zur Herstellung von denaturierenden Agarosegelen wurden 1,5-3 g Agarose in
127 ml ddH,0O und 3 ml 50 x Phosphatpuffer durch Erhitzen geldst. Nach Abkuhlen
der Losung auf ca. 45°C wurden 20 ml Formaldehyd-Lésung (37 % in HyO)
zugegeben und die Losung in die Gelapparatur gegossen. Das Gel wurde
anschlieliend mit 1 x Phosphatpuffer Gberschichtet.

1-3 ug RNA wurden in 12 yl Gesamtvolumen mit 3 pyl 5 x Phosphatpuffer unter
Zugabe von 1,8 ul Glyoxal (40 % in ddH20) fur 45 min bei 56 °C denaturiert. Nach
Zugabe von 3 pl Bluejuice wurden die Proben aufgetragen. Als GrofRenstandard
wurde eine RNA-kb-Leiter (BRL) verwendet. Die Auftrennung der Proben erfolgte fur
2-4 bei 3 V/cm und konstanter Pufferumwalzung.

Das RNA-Agarosegel wurde mit einer Acridinorangelosung (1:300 Stammlsung in
1 x Phosphatpuffer) 3 min gefarbt und anschlieBend dreimal je 20 min mit
1 x Phosphatpuffer gewaschen. Der RNA-Grollenstandard und die ribosomale RNA

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

3.2.2.3 Transfer von RNA auf Nylonmembranen (Northern Blot)

20x SSC:
3M NaCl
0,3 M NaCitrat

Die RNA aus den entfarbten Agarosegelen wurde mittels Kapillartransfers bzw. in der
Vakuumapparatur auf positiv geladene Nylonmembranen transferiert. Dazu wurde

20 x SSC als Laufpuffer verwendet. Die Membran wurde einmal mit 3 x SSC
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gewaschen und anschliefend getrocknet. Die Fixierung der RNA auf der Membran
(,Crosslinking“) erfolgte durch UV-Bestrahlung (254 nm).

3.2.2.4 Northernhybridisierung mit DNA/RNA-Sonden

3.2.2.4.1 Synthese von DNA-Sonden

Zur Synthese von DNA-Sonden wurde das Nick Translation Kit (Amersham
Pharmacia) nach Angaben des Herstellers verwendet. Zur Markierung der Sonden
wurde o-**P-CTP (Amersham Pharmacia) benutzt. Die Entfernung Uberschiissiger
Nukleotide aus dem Reaktionsgemisch erfolgte mittels ,QiaQuick Nucleotide

Removal Kit“ (Qiagen).

3.2.2.4.2 Synthese von RNA Sonden

a-P-UTP markierte RNA-Sonden zum spezifischen Nachweis der Expression von
.sense/antisense“ RNA, wurden durch in vitro Transkription als ,run off‘ RNA
Molekule mittels des “In vitro Transcription® Kits (Amersham Pharmacia) synthetisiert.
Die Transkription erfolgte von T3 bzw. T7-Promotoren nach Angaben des Herstellers.
Die DNA-Matrize wurde nach der Synthese durch Zugabe einer Enzymeinheit
DNasel abgebaut. Zur Reinigung der radioaktiv markierten RNA wurde das ,RNeasy

Mini“ Kit (Qiagen) verwendet.

3.2.2.4.3 DNA/RNA Hybridisierung

3.2.2.4.3.1 Hybridisierungsbedingungen

Hybridisierungslésung 5 % Zetal6sung 1 % Zetalésung
1 mM EDTA 1 mM EDTA 1 mM EDTA
245 mM SDS 175 mM SDS 35 mM SDS

250 mM Na,HPO, 20 mM Na;HPO, 20 mM Na;HPO,
250 mM NaH,PO, 20 mM NaH,PO, 20 mM Na;HPO,
pH [7,2] pH [7,2] pH[7,2]

Die durch UV-Bestrahlung auf Nylonmembran fixiete RNA wurde 30 min mit 10-
15 ml Hybridisierungslosung im Hybridisierungsofen (68 °C, 7 Upm) prainkubiert.
Hierdurch wurde verbliebendes Acridinorange von der Membran entfernt. Die

Hybridisierungslosung wurde durch 8 ml neue Hybridisierungslésung ersetzt. Die
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gereinigte, radioaktiv markierte Sonde wurde denaturiert (5 min, 95 °C) und der
Hybridisierungslosung zugegeben. Nach Hybridisierung Uber Nacht (68 °C, 7 Upm)
wurde die Membran einmal mit 5 % Zetaldsung und zweimal mit 1 % Zetalosung (je
20 min, 68 °C) gewaschen. AnschlieRend wurde die Membran getrocknet und die

Signale mittels Autoradiographie detektiert.

3.2.2.4.4 RNA/RNA Hybridisierung

3.2.2.4.4.1 Hybridisierungsbedingungen

Hybridisierungslésung Waschlésung | Waschlésung I

750 mM NaCl 750 mM NacCl 150 mM NaCl

150 mM Tris-ClI pH [8,0] 150 mM Tris-ClI pH [8,0] 30 mM Tris-Cl pH [8,0]
10 mM EDTA 10 mM EDTA 2mM EDTA

200 mM Phosphatpuffer pH [8,0] 25 mM Na;HPO, 25 mM Na,HPO,

10 % Dextran 0,1 % SDS (w/v) 1 x Denhardt’s Ldsung

1 x Denhardt’s Lésung
0,1 % SDS (w/v)

50 % Formamid
(entionisiert)

Waschlésung Il

50 mM NaCl

5 mM Tris-Cl pH [8,0]
0,4 mM EDTA

0,1 % SDS (w/v)

Die RNA/RNA Hybridisierung wurde im Hybridisierungsofen bei 55 °C durchgefuhrt
und die Membran zunachst dreimal vorhybridisiert (1-3 h). Anschliel3end wurde die
Membran mit der gereinigten, radioaktiv markierten Sonde in 20 ml
Hybridisierungslosung Uber Nacht inkubiert. Die Membran wurde anschlielend
dreimal mit den Waschlosungen I-Ill je 45 min gewaschen, getrocknet (RT) und die
radioaktiven Signale autoradiographisch detektiert.

3.2.3 Arbeiten mit Proteinen

3.2.3.1 in vitro Synthese von **S markierten Proteinen

Zur Synthese von %S radioaktiv markierten Proteinen wurde der ,in vitro
Transcription and Translation Kit®, TNT® (Promega) nach Angaben des Herstellers

verwendet. Hierbei wurden bis zu 2 ug geschnittene Plasmid DNA unter Kontrolle

des T7-Promotors eingesetzt. Die resultierenden ,run off-Transkripte wurden als *°S
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radioaktiv markierte Proteine translatiert und weiterhin fir GST-,pull down*

Experimente verwendet.

3.2.3.2 Ko-Immunprazipitation von rekombinanten Proteinen aus BSR Zellen

Lysepuffer

100 mM Tris-Cl, pH [8,0]
2 mM EDTA

150 mM NaCl

1 % Triton X-100

Um Protein-Protein Interaktionen in Zellen zu bestatigen, wurden Vaccinia Virus
infizierte und anschlie®end transfizierte Zellen nach 24 h Expression lysiert. Hierzu
wurden die Zellen einmal mit eiskaltem PBS gewaschen und 15 min mit Lysepuffer
auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden vom Schalenboden abgel6st und zentrifugiert
(10 min, 4 °C, 14.000 Upm). Protein A- bzw. Protein G-Sepharose wurde in der
Zwischenzeit dreimal mit dem entsprechenden Lysepuffer gewaschen. Die
Uberstande mit den léslichen Proteinen wurden abgenommen und zun&chst mit 50 pl
Protein A- bzw. G-Sepharose (50 %) unter standiger Rotation inkubiert (1 h, 4 °C),
um unspezifische Bindungen abzusattigen. Nach erneutem Zentrifugieren (1 min,
4°C, 14.000 Upm) wurden die Uberstande mit Antikorpern gegen die
entsprechenden fusionierten Epitope inkubiert (mind. 4 h, 4 °C). Anschlieend wurde
50 ul Protein A- bzw. G-Sepharose (50 %) zugegeben, um den Antikdrper zu binden
und zu prazipitieren. Ko-Immunprazipitationen interagierender Proteine wurden durch
~Western Blot* mit Antikérpern gegen entsprechende fusionierte Epitope der

rekombinanten Interaktionspartner demonstriert.

3.2.3.3 GST pull down *°S radioaktiv markierter Proteine

Zur Bestatigung von Protein-Protein-Interaktionen in vitro, wurden gereinigte BRSV
NS1- und NS2-Proteine in Fusion mit dem GST-Epitop verwendet. 1,5 ug der
Fusionsproteine wurden jeweils mit 5 ul der in vitro translatierten Proteine und
Lysepuffer versetzt (500 pl Endvolumen). Die Inkubation erfolgte bei 4 °C unter
standiger Rotation der Proben (4-12 h). Durch Zugabe von 50 ul Glutathion Agarose
wurden die GST Fusionsproteine in der Zentrifuge pelletiert (1 min, 4 °C 1.500 Upm,

Eppendorfzentrifuge). Das Pellet wurde dreimal mit Lysepuffer gewaschen und die
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Proben im PAA-Gel getrennt. Das Gel wurde anschliel3end fixiert (50 % Methanol,
30 % Essigsaure) und getrocknet (2 h, 80 °C). Die radioaktiven Signale wurden
durch Autoradiographie auf Rontgenfilmen (Biomax MR, Kodak) detektiert.

3.2.3.4 Auftrennen von Proteinen im denaturierenden Polyacrylamidgel

Gelpuffer Sammelgel (4 %)
3 M Tris-HCI pH [8,45] 1,4 ml Acrylamidlésung 40 % (w/v) (29:1)
0,3 % (w/v) SDS 3,5 ml Gelpuffer

9 ml ddH,0

18 yl TEMED

116 pl APS

Polyacrylamid Trenngele

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

(die Mengen beziehen sich auf 16 x 14 cm Gele)

SDS-Probenpuffer

2 % (wiv) SDS

62,5 mM TrisHCI

6 M Harnstoff

10 % (v/v) Glyzerin

5 % (v/v) B-Merkaptoethanol

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

Die Losungen der Trenngele wurde mit TEMED und APS versetzt, zwischen
Glasplatten gegossen und anschlielRend mit Isopropanol Uberschichtet. Nach 2-3 h
Polymerisation wurde das Isopropanol entfernt und die Geloberflache mit ddH,O
gewaschen. Danach wurde die Sammelgellésung Uberschichtet und ein
Probenkamm eingefuhrt. Die Proben im SDS-Probenpuffer wurden vor dem
Auftragen erhitzt (5 min, 95 °C) und bei einer konstanten Spannung von 30-150 V

aufgetrennt.
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3.2.3.5 Western Blot auf Nitrozellulosemembran

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

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

Polyacrylamidgele wurden nach der Gelelektrophorese 30 min im Semi-Dry-
Transferpuffer unter Schutteln inkubiert. Der Transfer auf die Nitrozellulosemembran
erfolgte mittels einer Semi-Dry-Transferapparatur unter einer konstanten Stromstarke
von 400 mA innerhalb von 2h. Nach dem Transfer wurde die Membran zur
Absattigung unspezifischer Bindungsstellen inkubiert (5 % (w/v) Magermilchpulver
gelost in Waschpuffer). Nach zwei Waschschritten (10 min) wurde mit dem ersten
Antikdrper (1:1.000 -1:20.000 in Waschpuffer) uber Nacht inkubiert. Nach drei
Waschschritten (15 min) wurde die Membran mit einem  zweiten,
Meerrettichperoxidase konjugierten Antikérper inkubiert (2 h). Nach weiteren drei
Waschschritten (15 min) erfolgte der Nachweis spezifischer Antikorperbindungen.
Hierzu wurde das ,Western Blot Chemoluminescence Reagent Plus“ (NEN) nach
Angaben des Herstellers verwendet. Zur Detektion der Chemolumineszenz wurden

Hyperfilme (Amersham) belichtet.

3.2.4 Zellkultur

3.2.4.1 Passage von Zellen

Zellen wurden mit den angegebenen Medien kultiviert (37 °C, 5 % CO2 und 100 %
Luftfeuchtigkeit). Bei BSRT7/5 wurde zusatzlich Geniticin zugesetzt (G418, 1 mg/ml
Medium). BSRT7/5 Zelllinien, die MM-1 stabil exprimierten, wurden zusatzlich mit
Geniticin (1 mg/ml Medium) und Hygromycin (4 mg/ml Medium) inkubiert .

Nach 3 bis 4 Tagen wurde das Medium abgenommen und die Zellen mit Trypsin vom
Boden des Kulturgefales geldst und vereinzelt. AnschlieRend wurden die Zellen in

geeigneter Verdunnung in neue KulturgefalRe tberfuhrt.
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3.2.4.2 Anlegen von Gefrierkulturen

Zur Konservierung von Zellen wurden Gefrierkulturen angelegt. Dazu wurden die
Zellen einer 75cm? Gewebekulturflasche nach Erreichen eines konfluenten
Zellrasens durch Trypsinbehandlung abgeldst und in 9 ml Medium aufgenommen.
Nach tropfenweiser Zugabe von 10 % (v/v) DMSO wurden die Zellen in 1 ml Aliquots
portioniert und bei —70 °C eingefroren. Zur langeren Konservierung wurden die

Zellen in flissigem Stickstoff gelagert.

3.2.4.3 Transfektion von Zellen

Zur Transfektion von Zellen wurde das Mammalian Transfection Kit oder Fugene6
nach Angaben der Hersteller verwendet.

Die Transfektion von HelLa Zellen erfolgte durch Elektroporation. Hierzu wurden
konfluent gewachsene HelLa Zellen durch Trypsin vom Boden einer 75 cm?
Zellkulturflasche abgelost und zweimal mit 50 ml OPTIMEM 1 gewaschen (5 min,
1.800 Upm, 4 °C, Heraeus Variofuge 3.0R). Das Zellpellet wurde in 800 pl
OPTIMEM 1 resuspendiert und mit 30 ug Plasmid DNA gemischt. Die Elektroporation
wurde im GENE Pulser (Bio Rad) bei 250V, 975 uFd und 335 Q durchgefuhrt.

Anschliel3end wurden die Zellen in vorgewarmtem DMEM Medium inkubiert.

3.2.4.4 Herstellen stabiler EGFP-MM-1 exprimierender Zelllinie

Zur Klonierung einer stabilen Zelllinie, die MM-1 in Fusion mit EGFP exprimiert,
wurden BSRT7/5 Zellen mit 3 uyg pEGFPC3-MM-1 und zusatzlich mit 0,5 ug
pTre2Hyg in einer 3,5 cm Schale transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen trypsiniert
und auf Hybridomaplatten vereinzelt. Die Selektion stabil transfizierter Zellklone
erfolgte durch Zugabe von Geniticin (1 mg/ml Medium) und Hygromycin (4 mg/mi
Medium). Die gewachsenen stabilen Zellklone wurden auf EGFP Fluoreszenz
Uberpruft, von der Hybridomaplatte abgelost und erneut vereinzelt, um polyklonale
Effekte zu vermeiden. Die Zellpopulation wurden anschlieBend in 25cm

Zellkulturflaschen kultiviert und Gefrierkulturen der Zellklone angelegt.
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3.2.4.5 Immunfluoreszenz

3.2.4.5.1 Direkte Immunfluoreszenz

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

Die Zellen wurden mit 80 % (v/v) Aceton (30 min, 4 °C) fixiert, luftgetrocknet und
anschlieBend mit der Antikdrperldsung (Centocor® 1:200 in PBS) {iberschichtet (1 h,
37 °C). Die Auswertung erfolgte im Fluoreszenzmikroskop bei einer Anregung von
450 nm-490 nm.

3.2.4.5.2 Indirekte Immunfluoreszenz

Zum Nachweis anderer Proteine wurde eine indirekte Immunfluoreszenz
durchgefuhrt. Fur die Fixierung mit Paraformaldehyd wurden die Zellen mit PBS
gewaschen und mit einer Paraformaldehydlésung (3 % (w/v) Paraformaldehyd in
PBS) inkubiert (20 min, RT). Die Praparate wurden anschlieend dreimal mit PBS
gewaschen und mit NH4CI Lésung (50 mM NH4CI, 20 mM Glyzin) inkubiert (15 min,
RT). AnschlieBend wurden die Zellen mit 0,5 % (v/v) Triton X-100/PBS perme-
abilisiert (15 min, RT) und die Zellen erneut dreimal mit PBS gewaschen.

Nach der Fixierung und Permeabilisierung der Zellen wurden die Praparate mit
einer geeigneten Antikorperldsung (1:40 - 1:200 in PBS) gegen das nachzuweisende
Protein Uberschichtet (1 h, 37 °C). Anschlieliend wurden die Zellen dreimal mit PBS
gewaschen, mit einer Losung eines konjugierten Antikorper (FITC bzw. Cy3)
inkubiert (1 h, 37 °C) und erneut dreimal mit PBS gewaschen. Sofern die Zellen
zuvor auf Deckglasern kultiviert wurden, wurden die Praparate mit Histogel (Linaris
Biological Products) auf Objekttragern fixiert. Die Auswertung erfolgte mit konfokaler
Lasermikroskopie (Leica) bei Verwendung entsprechender Filter zur Anregung des

konjugierten Farbstoffs.

3.2.4.5.3 Zellkernfarbung mit DAPI

Zum Nachweis intakter Zellkerne durch Fluoreszenz wurde DAPI Reagenz
verwendet. DAPI wurde hierzu 1:1000 in PBS verdinnt, die permeabilisierten Zellen

hiermit Gberschichtet (5 min) und anschliel’end dreimal mit PBS gewaschen. Intakte
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Zellkerne wurden durch die charakteristische Blaufarbung im Fluoreszenzmikroskop

(Zeiss, Axiovert) sichtbar gemacht.

3.2.4.5.4 Nachweis spezifischer Zellkernfarbungen

Um zu zeigen, dass Proteine spezifisch im Zellkern lokalisiert sind, wurden die Zellen
bei der Immunfluoreszenz vor der Fixierung zunachst mit Digitonin (40 pg/ml
Digitonin in PBS) 3 min auf Eis prainkubiert, mit kaltem PBS gewaschen und mit
0,025 % Triton X-100 in PBS auf Eis inkubiert (5 min). Die Fixierung und
Permeabilisierung der so behandelten Zellen wurden wie bereits beschrieben
durchgefuhrt. Als Kontrolle zur spezifischen Kernfarbung wurden BSRT7/5 Zellen mit
pEGFPC3 transfiziert und die Kernlokalisation des EGFP mit und ohne Vorheriger

Inkubation mit Detergenz beobachtet.

3.2.5 Arbeiten mit Viren

3.2.5.1 Herstellung rekombinanter BRSV auf Basis von cDNA

Die Herstellung rekombinanter Viren wurde wie bei Buchholz et al. beschrieben
durchgefuhrt (21). Hierzu wurden BSRT7/5 Zellen in 3,5 cm Zellkulturschalen mit
BHK Medium/10 % FKS kultiviert, bis ein annahernd konfluenter Zellrasen
beobachtet wurde. Die BSRT7/5 Zellen exprimieren konstitutiv die T7 RNA
Polymerase und erlauben somit eine Expression von cDNAs unter Kontrolle des T7
Promotors. 1 h vor Transfektion wurden die Zellen mit serumfreiem DMEM
gewaschen, mit 1 ml serumfreiem DMEM bei 37 °C inkubiert, und die Zellen mit
cDNAs transfiziert. Hierbei wurden die Zellen sowohl mit dem BRSV cDNA
Antigenom als auch den Helferplasmiden, die unter Kontrolle des T7-Promotors die
viralen Proteine N,P,L und M2-1 kodieren, transfiziert (10 ug cDNA Antigenom bzw.
dessen klonierte Derivate, 4 ug pTITB-N, 4 ug pTITB-P, 2 ug pTITB-L, 2 ug pTITB-
M2-1). Die Transfektion erfolgte mittels der CayPO, Methode (,Mammalian
Transfection Kit“, Stratagene), wobei die Transfektionslésung nach 4 h Inkubation
abgenommen wurde und die Zellen mit BHK Medium/10 % FKS gewaschen wurden.
Nach 3 Tagen Inkubation der transfizierten BSRT7/5 Zellen mit BHK Medium/10 %
FKS, wurden die Zellen jeweils im Verhaltnis 1:3 geteilt und mit BHK Medium/2,5 %
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FKS inkubiert, bis ein deutlicher CPE beobachtet wurde. Durch Frieren der Zellen (-
20 °C) und anschlieRendem Tauen wurden die nun mit Virus infizierten Zellen lysiert

und der Uberstand auf Vero Zellen zur Vermehrung der Viren Gberfiihrt.

3.2.5.2 Vermehrung von BRSV in Zellkultur

Zur Vermehrung der BRS-Viren in Zellkultur wurden zunéchst Vero Zellen auf 75 cm?
Kulturflaschen kultiviert, bis sich ein annahernd konfluenter Zellrasen bildete. Die
Zellen wurden mit 8 ml serumfreiem DMEM Uberschichtet und mit einer MOI von
0,01-0,1 mit entsprechenden Viren infiziert. Nach 1,5 h Inkubation (37 °C) wurde der
Uberstand verworfen und die Zellen mit DMEM/2,5 % FKS Uberschichtet. 3-4 Tage
nach Ausbildung eines deutlichen zytopathischen Effekts, wurde die Zellkulturflasche
eingefroren (—20 °C) und die Zellen durch Auftauen der Flasche lysiert. Die
Zelltrimmer wurden pelletiert (3.500 Upm, 5 min, 4 °C, Heraeus Variofuge 3.0R), der
Uberstand aliquotiert (je 1 ml) und eingefroren (70 °C).

Zur Bestimmung der Virustiter wurde ein konfluenter Zellrasen (Vero) in 25 cm?
Zellkulturflaschen trypsiniert und in 25 ml DMEM Medium aufgenommen. Je 100 pl
wurden auf Mikrotiterplatten verteilt. Die Zellen wurden anschliel’end 2-3 h inkubiert
(37 °C). 1 ml des gewonnen Virus aus dem Uberstand wurde in mehreren Schritten
jeweils 1:10 in serumfreiem Medium verdunnt. 100 pyl der Verdinnungen wurden
anschlielfend zu den Vero Zellen pipettiert und 3 Tage bei 37 °C inkubiert. Die
infizierten Zellen wurden mit 80 % Aceton fixiert (30 min) und getrocknet. Die
Virusplaques wurden mit Antikdrpern gegen das Fusionsprotein F und FITC
gekoppelten Antikorpern sichtbar gemacht. Hierzu wurden die Zellen jeweils mit RSV
o-F Antikorpern (Verdunnung 1:70, Serotec) 45 min inkubiert. Nach Waschen der
Zellen mit PBS wurde 45 min mit FITC gekoppelten «o-Maus Antikorpern
(Verdinnung 1:70-1:100, Dianova) inkubiert. Im letzten Schritt wurden die Zellen mit
PBS und anschlieBend mit ddH,O gewaschen und der Titer mittels

Fluoreszenzmikroskopie (Zeiss, Axiovert 35) bestimmt.
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3.2.5.3 Infektionsexperimente zur Charakterisierung des BRSV

Zur Charakterisierung des Viruswachstums auf verschiedenen Zelllinien wurden
Zellen mit den entsprechenden Viren infiziert und die Virustiter in Abstanden von
24 h bestimmt. Hierzu wurden Zellen mit einer MOI von 0,01-0,1 in Suspension
infiziert (1-1,5h) und anschlieBend zentrifugiert (1.800 Upm, 5 min, Heraeus
Variofuge 3.0R). Die infizierten Zellen wurden in 12-Loch Gewebekulturschalen
ausgesat (4 x 10° Vero, 5 x 10° MDBK/Vertiefung) und in 700 yl DMEM/2,5 % FKS
kultiviert. Zur Bestimmung der Virustiter wurden die Zellen durch Einfrieren und
Tauen lysiert. Hierzu wurde zu den 700 pl Kulturmedium kurz vor dem Einfrieren
100 I 0,5M Hepes, 100 Il 1M MgSO4 und 100 pl FKS hinzugeben. Hierdurch
wurde das Virus wahrend des Einfrierens stabilisiert und lie® sich bei der Titration
deutlich besser nachweisen als ohne diese Zusatze. Die gefrorenen Kulturen wurden
bis zur Auswertung eingefroren (-20 °C) und anschliel3end parallel titriert.

Um den Einfluss von Interferon-o. auf das Wachstum der entsprechenden Viren
untersuchen zu koénnen, wurden die Zellen nach der Infektion mit steigenden
Konzentrationen IFN-a (IFN-a A/D, PBL Biomedical Laboratories) inkubiert. Hierbei
wurde die Infektion wie oben beschrieben durchgefihrt und vor dem Aussaen der
Zellen bis zu 5.000 U/ml rekombinantes IFN-a den Gewebekulturschalen

zugegeben.

3.2.5.4 Vermehrung von Vaccinia Viren

BSR Zellen wurden in einer 25 cm? Zellkulturflasche mit 1 x 10" Vaccinia Viren
infiziert. Nach Ausbildung des CPEs wurden die Zellen in eine 75cm?
Zellkulturflasche mit BSR Zellen Uberfuhrt und nach Ausbildung des CPEs trypsiniert
und zentrifugiert (20 min, 5.000 Upm, Heraeus Variofuge 3.0R). Der Uberstand
wurde verworfen und die infizierten Zellen in 1 ml BHK Medium resuspendiert und
anschlieBend auf Trockeneis gefroren. Die gefrorenen Zellen wurden bei
Raumtemperatur getaut und zentrifugiet (2 min, 2.000 Upm, Eppendorf
Tischzentrifuge). Diese Prozedur wurde zweimal wiederholt, wobei die Zellen in
500 pl BHK Medium resuspendiert wurden. Die Uberstande wurden vereinigt und je
100 pl Aliquots eingefroren (=70 °C). Der Titer wurde durch geeignete Verdinnungen

und Infektion von BSR Zellen bestimmt.
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3.2.5.5 Uberexpression von cDNA in BSR Zellen mittels Vaccinia Viren

Hohe zellulare Proteinkonzentrationen wurden durch vorherige Infektion mit vTF7-3
bzw. MVA Viren und anschlieende Transfektion der Zellen mit cDNAs unter
Kontrolle des T7-Promotors erreicht. Hierzu wurden konfluent gewachsene BSR
Zellen in 3,5 cm Schalen zunachst mit DMEM gewaschen, anschlieRend mit 1 ml
DMEM inkubiert und mit Vaccinia Viren (MOI = 5) infiziert. Nach 40 min wurde das
Medium abgenommen und durch neues DMEM ersetzt. 20 min spater wurden die
Zellen nach Angaben des Herstellers mit dem FuGene6 (Roche) bzw. mit dem
Mammalian Transfection Kit (Stratagene) transfiziert. 24 h nach Transfektion wurden

die Zellen lysiert und Ko-Immunprazipitationen durchgefuhrt (3.2.3.2.)

3.2.6 Arbeiten mit Escherichia coli (E. coli)

3.2.6.1 Anzucht von E.coli

LB-Medium

0,5 % (w/v) NaCl

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

Die Anzucht der E.coli Kulturen erfolgte bei 37 °C unter Schutteln. Zur Selektion
transformierter Bakterien wurde Ampicillin (100 mg/l) bzw. Kanamycin (100 mg/l)

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

3.2.6.2 Praparation kompetenter Bakterien (E.coli)

3.2.6.2.1 Praparation chemisch kompetenter Bakterien

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

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

100 ml LB**-Medium wurden mit 1 ml einer E.coli Ubernachtkultur angeimpft und bis
zum Erreichen einer ODggo = 0,6 unter Schitteln inkubiert (37 °C). Die Bakterien
wurden pelletiert (4000 Upm, 4 °C, 10 min; Beckman-Zentrifuge, GS3-Rotor), in
25 ml Calcium-Puffer resuspendiert und 40 min auf Eis inkubiert. Nach erneutem
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Zentrifugieren (4000 Upm, 4 °C, 10 min) wurde das Bakterienpellet in 5 ml Calcium-
Puffer aufgenommen, aliquotiert und 1-3 h auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurden
die Aliquots eingefroren (—70 °C). Die Transformationseffizienz der chemisch
kompetenten Bakterien wurde durch Transformation mit 10 ng zirkularer Plasmid

DNA und Ausplattieren auf Selektionsagar ermittelt.

3.2.6.2.2 Transformation chemisch kompetenter Bakterien

Zur Transformation von E.coli wurde 10-50 ng Plasmid-DNA bzw. Ligationsansatze
verwendet. 50 yl kompetente Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und mit der DNA
gemischt. Der Ansatz wurde 20 min auf Eis inkubiert und anschlieBend ein
Hitzeschock (42 °C, 2 min) durchgefuhrt. Nach einer weiteren Inkubation auf Eis
(5 min) wurden 200 pl LB**-Medium zugegeben und der Ansatz geschiittelt (30 min,
37 °C). Der Transformationsansatz wurde anschlieRend auf LB-Platten mit
entsprechenden Antibiotika ausplattiert und inkubiert (37 °C, 16 h). Einzelne
Bakterienkolonien wurden zur Plasmid-DNA Isolierung in LB-Medium dberfuhrt und

vermehrt.

3.2.6.2.3 Praparation elektrokompetenter Bakterien

5 ml einer Vorkultur (ODgpo=1,5) wurde in 500 ml LB-Medium Uberfuhrt und bis zur
logarithmischen Phase (ODg0=0,8) unter Schutteln inkubiert (37 °C). Die Bakterien
wurden anschlieBend 30 min auf Eis inkubiert und zentrifugiert (3.000x g, 10 min,
4 °C, Beckman-Zentrifuge, GS3-Rotor). Die Bakterienpellets wurden zweimal in
eiskaltem ddH,O resuspendiert und unter identischen Bedingungen zentrifugiert. Das
Bakterienpellet wurde in 5 ml eiskaltem ddH,0/10 % Glyzerin aufgenommen und
jeweils 100 pl in vorgekihlte 1,5 ml Eppendorfgefale Uberfuhrt. Die Aliquots der
elektrokompetenten Bakterien wurden anschlieRend eingefroren (-70 °C). Die
Transformationseffizienz  der elektrokompetenten  Bakterien wurde durch
Transformation mit 1 ng zirkularer Plasmid DNA und Ausplattieren auf Selektionsagar

ermittelt.
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3.2.6.2.4 Transformation elektrokompetenter Bakterien

SOC-Medium

2 % Trypton

0,5 % Hefeextrakt
10 mM NacCl

2,5 mM NaCl

10 mM MgCl,

10 mM MgSO,
20 mM Glucose

Bei der Transformation elektrokompetenter E.coli wurden in der Regel 10-100 ng
Plasmid DNA eingesetzt. Hierzu wurden 100 ul elektrokompetente E.coli auf Eis
getaut, mit der Plasmid DNA gemischt und in eine Elektroporationskivette (4 mm)
Uberfuhrt. Zur Elektroporation wurde der GENE-Pulser (Bio Rad) verwendet. Die
Elektroporation der Bakterien erfolgte bei 2,5kV, 25puFd und 400 Q. Die
transformierten Bakterien wurden anschlieend in 1 ml SOC-Medium inkubiert (1 h,

37 °C) und auf Selektionsagar plattiert

3.2.7 Plasmid-DNA-Isolierung aus E.coli

3.2.7.1 Plasmid-Minipraperation aus E.coli

Flexi-Puffer 1: Flexi-Puffer 2: Flexi-Puffer 3:
100 mM Tris-HCI pH 7,5 200 mM NaOH 300 mM KAc pH [5,75]
10 mM EDTA pH [8,0] 1 % (w/v) SDS (mit HCOOH eingestellt)

400 pg/ml RNasel

1,5 ml einer Ubernachtkultur von E.coli wurde in der Tischzentrifuge pelletiert
(13.000 Upm, 5 min) und mit Flexi-Puffer 1 resuspendiert. Die resuspendierten
Bakterien wurden durch die Zugabe von 200 pl Flexi-Puffer 2 lysiert. Nach der
Zugabe von 200 pul Flexi-Puffer 3 wurde der Ansatz auf Eis inkubiert (5 min) und die
prazipitierten Proteine und Chromosomahle DNA anschlieliend durch Zentrifugation
pelletiert (13.000 Upm, 10 min). Der Uberstand wurde in ein neues Gefal Uberfiihrt
und die Plasmid-DNA durch die Zugabe von 420 ul Isopropanol und Inkubation bei
Raumtemperatur gefallt. Die gefallte Plasmid-DNA wurde pelletiert (13.000 Upm,
15 min), einmal mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen (13.000 Upm, 5 min), getrocknet
und in 50 pl H2044 gelost.
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3.2.7.2 Praparation groRerer Mengen Plasmid DNA aus E.coli

Zur Praparation von groRen Mengen Plasmid DNA aus E.coli wurden Nucleobond-
Saulen (PC-100; PC-500, Macherey-Nagel) nach Angaben der Hersteller verwendet.
Zur Praparation der cDNA Expressionsbibliothek aus E.coli wurden Qiagen ,Giga“

Saulen nach Angaben der Hersteller verwendet.

3.2.7.3 Eigenschaften der verwendeten cDNA Expressionsbibliothek

Die cDNA Expressionsbibliothek wurde von der Firma Clontech bezogen. Nach
Angaben des Herstellers wurde die RNA aus Lungengewebe von zwei verstorbenen
weiblichen Patienten im Alter von 24 und 32 Jahren isoliert (Clontech).

Nach Angaben der Firma Clontech enthalten 85 % der Hefevektoren (pACT2) in
E.coliBNN132 EcoRI/Xhol inserierte cDNA Fragmente. Die Fragmentgrolie variiert
von 0,4 - 4,0 kb mit einer durchschnittlichen FragmentgroRe von 2,0 kb. Die cDNA
Expressionsbibliothek enthalt 3,3 x 10° unabhangige Klone. Zur Praparation der
cDNAs wurde E.coliBNN132 auf Agarplatten kultiviert, vermehrt und die cDNA

prapariert.

3.2.7.4 Titrieren der cDNA Expressionsbibliothek

Um den genauen Titer der cDNA vor der Amplifizierung der cDNA
Expressionsbibliothek zu bestimmen, wurde zunachst ein Aliquot der Bakterien auf
Eis getaut und zwei Verdunnungen in 1 ml LB Medium hergestellt (1:1.000 und
1:1.000.000). AnschlieBend wurden je 50 pl LB Medium auf LB/Amp Platten
Uberfuhrt und inkubiert (37 °C, 12-14 h). Die Anzahl der E.coliBNN132 Kolonien
wurde entsprechend der Verdunnungen multipliziert. Dabei ergab sich ein Titer der
Bakterien von 1,96 x 10° cfu/ml. Fir die weitere Amplifizierung der Bibliothek konnte

nun die Menge der einzusetzenden Bakterienklone kalkuliert werden.

3.2.7.5 Amplifizierung der cDNA Expressionsbibliothek

Zur Amplifizierung der Expressionsbibliothek wurde E.coliBNN132 in LB Medium
entsprechend verdunnt und auf 250 LB/Amp Agar Platten (& 15 cm) plattiert. Dabei
wurde jede Platte mit ca. 30.000-40.000 E.coli Kolonien kalkuliert. Letztlich wurde die
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ca. dreifache Anzahl unabhangiger Klone der Expressionsbibliothek ausplattiert. Die
Platten wurden inkubiert, bis die Kolonien annahernd konfluent waren (48 h, 30 °C).
Die Platten wurden anschlieend mit 5 ml LB/Amp Medium Uberschichtet und die
Bakterien mit einem Glasspatel von der Platte entfernt. Die so gewonnenen
Bakteriensuspension wurde in einen Glaskolben Uberfuhrt und unter Schutteln
inkubiert (4 h, 37° C). Anschlielend erfolgte die Praparation der DNA Plasmide mit
dem ,Giga“ Kit (Qiagen). Insgesamt wurde 1,5 mg DNA prapariert, womit eine
ausreichende Menge zur Transformation der Hefezellen fur das ,Yeast Two Hybrid®

System zur Verfuigung stand.

3.2.7.6 Expression von GST Fusionsproteinen in E.coli

Zur Expression von GST-NS1 bzw. GST-NS2 Fusionsproteinen wurde der
Bakterienstamm E.coli BL21(DE3) (Stratagene) verwendet. E.coli BL21(DE3) wurde
mit pGEX-4T-1-NS1 bzw. pGEX-4T-1-NS2 transformiert. Weitere Transformanten
exprimierten nur den entsprechenden Leervektor zur Synthese von GST.

FiUr die Etablierung des bakteriellen Expressionssystems wurden Transformanten
auf Expression getestet, die die Fusionsproteine in ausreichenden Konzentrationen
synthetisieren. Zunachst wurden mehrere Transformanten in 5 ml LB/Amp Medium
bei 37 °C inkubiert. Nach Erreichen der logarithmischen Wachstumsphase
(OD = 0,4-0,6) wurde die Expression der Fusions-cDNAs durch Zugabe von 1 mM
Isopropyl-thio-galaktosid (IPTG) induziert und 3-4 h inkubiert. 1,5 ml der Kulturen
wurden anschlieBend in ein Eppendorf-Reaktionsgefall Gberfuhrt, zentrifugiert
(14.000 Upm, 5s) und in 300 ul eiskaltem PBS resuspendiert. 10 yl der
resuspendierten Bakterien wurden mit SDS Probenpuffer versetzt und die Expression
und Synthese auf einem PAA-Gel nach Farbung mit Coomassie R250 und
Entfarbung des Gels mit Methanol/Essigsaure beurteilt. Die restlichen 290 pl der
Bakteriensuspensionen wurden mit Ultraschall behandelt und dadurch lysiert. Die
Zelltrimmer wurden pelletiert (14.000 Upm, 5 min, 4 °C) und die Uberstande mit
50 yl Glutathionagarose/PBS (Sigma Aldrich) versetzt. Durch Bindung des GST
Fusionsanteils an Glutathionagarose wurden die Fusionsproteine aus dem Lysat
gereinigt und anschlieend im Coomassie R250 gefarbten Gel nachgewiesen.
Hierbei wurden jeweils Klone identifiziert, die GST-NS1, GST-NS2 und GST in hohen

Konzentrationen synthetisieren.
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Diese Transformanten wurden anschlieBend verwendet, um die jeweiligen
Fusionsproteine in groReren Mengen zu synthetisieren. Hierbei wurden zunachst
100 ml Vorkulturen der transformierten Bakterien ohne Zusatz von IPTG inkubiert
(37 °C, 14-16 h). AnschlieBend wurden die Vorkulturen nach Erreichen der
stationaren Wachstumsphase in 1 | LB/Amp Medium verdinnt und 1 h inkubiert. Die
Expression der pGEX-4T-1 Plasmide wurde durch Zugabe von 100 mM IPTG
induziert. Die Kulturen wurden nach 6 h geerntet. Die Bakterienpellets wurden
zentrifugiert (10 min, 5000 x g), jeweils in 20 ml eiskaltem PBS resuspendiert und
durch Ultraschall lysiert. Die Lysate wurden mit Triton X-100 versetzt
(Endkonzentration 1 %) und zentrifugiert (10 min, 10.000 x g, 4 °C). Die Uberstéande
mit den l6slichen rekombinanten Proteinen wurden mit jeweils 1 ml 50 %
Glutathionagarose/PBS  gemischt und zur Bindung der Proteine an
Glutathionagarose geschuttelt. AnschlieBend wurde dreimal mit eiskaltem PBS
gewaschen. Die rekombinanten Fusionsproteine wurden dreimal mit 1 ml
reduziertem Glutathion (60 mM Tris-Cl [pH 8,0], 5 mM reduziertes Glutathion) eluiert,
die Uberstdnde aliquotiert und bei —70 °C eingefroren. Die rekombinanten
Fusionsproteine wurden durch Western Blot mit Antikérpern gegen den GST

Fusionsanteil nachgewiesen.

3.2.8 Arbeiten mit Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae)

3.2.8.1 Anzucht von S. cerevisiae

YPD(A) Medium SD (Synthetic Dropout) Medium
2 % (w/v) Pepton 6,7 % (w/v) Yeast Nitrogen Base
1 % (w/v) Hefeextrakt 1 x sterile Dropout (DO) Lésung
(+ Adeninhemisulfat) 2 % Glucose

(2,5 % Bacto Agar,
bei Kultivierung auf Platten )
pH [5,8]

10 x Dropout (DO) Lésung

300 mg/l L-Isoleucin

1500 mg/I L-Valin

200 mg/l Adenin Hemisulfat

200 mg/l L-Arginin HCI

200 mg/l L-Histidin HCI Monohydrat
1000 mg/I L-Leucin

300 mg/l L-Lysin HCI

200 mg/l L-Methionin
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500 mg/l L-Phenylalanin
2000 mg/l L-Threonin
200 mg/l L-Tryptophan
300 mg/l L-Tyrosin

200 mgl/l L-Uracil

geldst in ddH,0

Glyzerinkulturen von AH109 wurden zur Anzucht auf YPDA Agarplatten
ausgestrichen und inkubiert (30 °C, 48-69 h). Y187 wurde hingegen auf YPD
Agarplatten inkubiert (30 °C, 48-96 h). 2-3 mm grof3e Kolonien wurden in YPD(A)
Flassigkulturen Uberfuhrt und bei 30 °C geschuttelt. Die Kultivierung von
Hefetransformanten erfolgte auf ,Synthetic Dropout® (SD) Medien. Hierzu wurden
SD-Agarplatten bzw. Flussigmedien verwendet, denen die entsprechenden
Aminosauren (-Leu, —Trp) fehlten. Die Transformanten synthetisierten diese
Aminosauren aufgrund der durch pGBKT7 und pGADT7 komplementierten Gene de
novo. Um bakterielle Kontaminationen zu vermeiden, wurde den SD- und YPD(A)
Medien jeweils Kanamycin (200 pg/l) und Ampicillin (200 pg/l) zugesetzt.

Um Hinweise auf Protein-Protein Interaktionen zu erhalten, wurde AH109 nach
Expression der GAL4 Fusionsproteine auf SD-Selektionsmedien kultiviert, denen
zusatzlich Adenin und die Aminosaure Histidin fehlte (—Ade, —His, —Trp, —Leu). Um
die Expression des Mell Reportergens zu verfolgen, wurden die Platten zusatzlich mit

x-a-Gal (20 mg/l) versetzt.

3.2.8.2 Praparation und Transformation kompetenter Hefezellen

PEG/LiAc Losung TE-Puffer LiAc/TE Puffer

40 % Polyethylenglykol 4000 10 mM Tris-HCI pH [7,5] 100 mM Lithiumacetat
100 mM Lithiumacetat 1 mM EDTA 10 mM Tris-HCI pH [7,5]
10 mM Tris-HCI [pH 7,5] 1 mM EDTA

1 mM EDTA

Die Transformation von Hefezellen mit entsprechenden Reportergenen erfolgte nach
der Lithiumacetat-Methode (75, 133).

2-3 mm grol3e Hefekolonien wurden in 1 ml YPDA Medium inokuliert. Die
Hefezellen wurden gemischt, die homogene Zellsuspension in 50 ml YPD Medium
Uberfuhrt und inkubiert (16-18 h, 30 °C, 250 Upm). Bei Erreichen der stationaren
Wachstumsphase (ODgpp>1,5) wurde die Kultur in 300 ml YPD Medium verdunnt
(ODgoo = 0,2-0,3) und bei 30 °C und 230 Upm weiter kultiviert. Innerhalb der
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logarithmischen Wachstumsphase (ODggo = 0,4-0,6) wurden die Zellen zentrifugiert
(5 min, RT, 1000 x g). Anschlieend wurden die Zellen in 25 ml sterilem 1 xTE
Puffer resuspendiert und erneut zentrifugiert (5 min, 1000 x g). Nach Zugabe von
1,5 ml 1 x LiAc/1 x TE Puffer wurden je 100 ul der Hefezellen mit 100 ng Plasmid-
DNA und 100 ng ,Carrier"-DNA (Clontech) in einem separaten Reaktionsgefafly
gemischt. Die Zellen wurden nach Zugabe von 0,6 ml PEG/LiAc Lésung 10s
gemischt. Nach 30 min Inkubation des Ansatzes (30 °C, 200 Upm) erfolgte die
Zugabe von 70 ul DMSO. Die Zellen wurden 15 min bei 42 °C (Hitzeschock) und
anschlieBend 2min auf Eis inkubiert. Der Transformationsansatz wurde
anschlieBend 5s bei 13.000 Upm zentrifugiert, das Pellet in 500 pl sterilem 1xTE
Puffer resuspendiert und auf entsprechende SD-Selektionsagarplatten Uberflhrt.
Nach vier bis sechs Tagen Inkubation (30 °C) bildeten sich sichtbare

Transformanten.

3.2.8.3 Transformation von Hefezellen mit der cDNA Expressionsbibliothek

Bei der Transformation von BRSV NS1 exprimierenden Hefezellen (AH109
BRSV bNS1, bait) mit der cDNA Expressionsbibliothek aus Lungengewebe wurde
500 ug Plasmid DNA eingesetzt. Der AH109 BRSV bNS1 Hefestamm wurde auf SD-
Agarplatten (-Trp) kultiviert (72 h, 30 °C). Anschlieiend wurden 150 ml Vorkultur mit
einigen Hefekolonien beimpft und bis zur stationaren Phase inkubiert (18 h, 30 °C,
250 Upm). Die Hefezellen wurden in 11 YPDA Medium dberfuhrt und weitere 3 h
geschuttelt (30 °C, 250 Upm). Nach Erreichen der logarithmischen Phase (ODgg =
0,6), wurden die Hefezellen aus 1 | Kulturvolumen geerntet und zentrifugiert (5 min,
1.000 x g, RT). AnschlieRend wurde das Pellet mit 500 ml TE-Puffer gewaschen und
erneut unter gleichen Bedingungen zentrifugiert. Das Pellet wurde zur Praparation
kompetenter Hefezellen zunachst in 8 ml 1 x LiAc/1 x TE Puffer resuspendiert. In
einem weiteren Reaktionsgefald wurde die Plasmid DNA (500 ug) und die ,Carrier*-
DNA (20 mg) vorgelegt und die kompetenten Hefezellen mit der DNA gemischt. Das
Gemisch wurde mit 60 ml PEG/LiAc-Losung versetzt, gemischt und weitere 30 min
inkubiert (30 °C, 250 Upm). Vor dem Hitzeschock wurden 7 ml DMSO zugesetzt und
15 min bei 42 °C im Wasserbad inkubiert. Die Hefezellen wurden anschliel3end 2 min
auf Eis inkubiert und zentrifugiert (5 min, RT, 1000 x g). Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet in 15ml YPDA Medium resuspendiert. Die
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Hefetransformanten wurden auf 150 SD-Agarplatten (& 15 cm, —Trp,—Leu,—Ade, —
His) Uberfuhrt. Die Transformationseffizienz wurde auf —Trp, —Leu SD-Selektions-

agarplatten uberprift, indem 10 ul der Hefezellsuspension ausplattiert wurden.

3.2.8.4 Selektion positiver Hefetransformanten

Da es bei der Transformation der Hefezellen Ublicherweise zur Transformation
mehrerer unterschiedlicher cDNA Plasmide pro Hefezelle kommen kann, wurden
positive Transformanten nach Transformation der Expressionsbibliothek erneut
selektiert. Dieser Schritt war notig, um sicher zu stellen, dass es sich bei den
praparierten Plasmiden um das korrekte Plasmid handelt, dessen Genprodukt die
Interaktion verursacht. Hierzu wurden Verdlnnungsausstriche der Hefeklone auf SD-
Agarplatten (-=Trp, —Leu) in Anwesenheit von x-a-Gal (20 mg/l) durchgefihrt und 2-4
Tage inkubiert (30 °C). Positive Transformanten, die das Substrat in den Platten
hydrolysierten, wurden erneut auf Agarplatten Uberfuhrt, verdunnt und selektierte

Hefeklone zur Plasmid Praparation in 2 ml SD-Medium (-Trp, —Leu) Uberflihrt.

3.2.8.5 Praparation von Plasmid DNA aus Hefezellen

Aufschlusspuffer

100 mM NacCl

10 mM Tris-HCI [pH 8.0]
1 mM EDTA

1 % SDS

2 % Triton X-100

Fur die Praparation der Plasmide aus Hefezellen wurde ein Protokoll nach Hoffman
und Winston verwendet (78). Hefeklone mit Plasmiden aus der cDNA
Expressionsbibliothek, die Wachstum und Blaufarbung auf SD-Selektionsagarplatten
zeigten, wurden bis zur stationaren Phase in 2 ml SD-Selektionsmedien kultiviert (16-
18 h) und anschlieBend zentrifugiert (5s, 13.000 Upm). Die Zellen wurden im
verbliebenen Medium resuspendiert und 200 pl  Aufschlusspuffer, 200 pl
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (Verhaltnis 25:24:1) und 0,3 g Glasperlen (&
400 ym, saurebehandelt; Sigma) zugegeben. Die Hefezellen wurden anschliel’end
5 min gemischt und dabei lysiert. Die Proben wurden 5 min bei 13.000 Upm

zentrifugiert, wobei die Zelltrimmer pelletierten. Nach Ethanolfallung der DNA aus
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dem Uberstand wurde 1 ul der gewonnenen DNA fiir die Elektroporation von
E.coli XL1 blue eingesetzt. Die DNA wurde nach Kultivierung aus transformierten

Bakterien isoliert.

3.2.8.6 Nachweis der B-Galaktosidaseaktivitat

Puffer Z/x-Gal

60 mM Na,HPO,

40 mM NaH,PO, [pH 7,0]

10 mM KClI

4 mM MgSO,

0,8 mM x-Gal gel6st in N,N Dimethylformamid
45 mM B-Mercaptoethanol

3.2.8.6.1 Nachweis der p-Galaktosidaseaktivitat auf Nitrozellulosefiltern

Mit diesem Test wurde pB-Galaktosidaseaktivitat qualitativ nachgewiesen. Durch
enzymatische Hydrolyse des Substratanalogons 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-
galaktopyranosid (x-Gal) entsteht ein Indoxylderivat, das durch Luftsauerstoff zu
einem blauen Indigofarbstoff oxidiert.

Positive Transformanten, die im genetischen Selektionssystem eine Blaufarbung
des Agars durch Hydrolyse des x-a-Gal zeigten, wurden erneut auf
Selektionsmedien kultiviert. Nach vier bis sechs Tagen Inkubation bei 30 °C wurden
Whatman Filter auf den Agarplatten plaziert. Die Kolonien blieben an den Filtern
haften und wurden durch kurzes Einfrieren der Filter in flissigem Stickstoff und
Tauen bei RT aufgeschlossen. Die Nitrozellulosefilter mit den aufgeschlossenen
Hefekolonien wurden auf geeignete, in Puffer Z/x-Gal Losung getrankte Papiere
(Whatman) plaziert und die aufgeschlossenen Hefekolonien wurden auf den
Whatman Papieren bei 30 °C inkubiert. Die Kolonien wurden in Abstanden von

15 min auf eine Blaufarbung kontrolliert.
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3.2.8.6.2 Quantitativer Nachweis der B-Galaktosidaseaktivitat

Dieser Test dient zum quantitativen Nachweis von p-Galaktosidase. Durch
enzymatische Hydrolyse der glykosidischen Bindung des ONPGs wird o-Nitrophenol
gebildet und das Nitrophenolat kann bei einer Wellenlange von 420 nm quantitativ
erfasst werden.

Die zu analysierenden Hefekolonien wurden in 5 ml Selektionsmedium 16-18 h
kultiviert (30 °C, 250 Upm). Nach Erreichen der stationaren Phase, wurden 2 ml der
Kultur in 10 ml YPDA Medium verdinnt und fir weitere 3-5h inkubiert (30 °C,
230 Upm). Innerhalb der logarithmischen Wachstumsphase (ODgoo = 0,5-0,8) wurde
jede Hefekultur in jeweils drei 1,5 ml ReaktionsgefalRe uberfuhrt und anschliefend in
der Eppendorf Tischzentrifuge pelletiert (13.000 Upm, 30s, RT). Der Uberstand
wurde verworfen, die Hefezellen nach Zugabe von 1,5 ml Puffer Z resuspendiert und
zentrifugiert (1 min, 13.000 Upm, Eppendorf Tischzentrifuge). Der Uberstand wurde
erneut verworfen und die Hefezellen in 300 uyl Puffer Z resuspendiert. 100 pl der
Hefezellen wurden jeweils in separate 1,5 ml Reaktionsgefale Uberfihrt und 1 min in
flissigem N gefroren. AnschlieRend wurden die Hefezellen im Wasserbad bei 37 °C
vollstandig getaut und dabei lysiert. Dieser Vorgang wurde zwei bis dreimal
wiederholt und der Aufschluss der Hefezellen mikroskopisch auf Vollstandigkeit
Uberpruft. Als Negativkontrolle wurden statt der entsprechenden Hefekultur 100 pl
Puffer Z in die enzymatische Reaktion eingesetzt. Die aufgeschlossenen Hefezellen
und die Negativkontrolle wurden anschlieBend mit 700 pyl Puffer Z/45 mM -
Mercaptoethanol versetzt, die enzymatische Reaktion durch Zugabe von 160 pl
40 mM ONPG (o-Nitrophenyl p-D-galaktopyranosid geldst in Puffer Z pH [7,0])
gestartet und bei 30 °C im Wasserbad durchgefiuhrt. Nach Entwicklung der
charakteristischen gelben Farbe durch Hydrolyse der glykosidischen Bindung des
ONPGs, wurde die Reaktion durch Zugabe von 400 ul 1 M Na,COj3 gestoppt und die
Inkubationszeit protokolliert. Nach Zentrifugation (10 min, 13.000 Upm) wurden die
Uberstande in 1 ml Kiivetten Gberfiihrt und die OD42o der Proben im Photometer
bestimmt. Fur jede Hefekultur wurde die ODa4y aus drei getrennten Reaktionen
gemessen und der Mittelwert bestimmt.

Eine Enzymeinheit entspricht der Menge an B-Galaktosidase, die 1 umol ONPG
pro min pro Zelle zu o-Nitrophenol und D-Galaktopyranosid hydrolysiert (113). Die
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gemessenen Werte wurden durch folgende Formel in p-Galaktosidase

Enzymeinheiten umgerechnet: 1.000 x OD40/(t X V X ODggp).

t = Reaktionszeit V = Verdlnnungsfaktor (= 5) ODgoo = ODggo €iner 1 ml Kultur (=
Anzahl der Zellen)

3.2.8.7 Praparation denaturierter Proteinextrakte aus Hefezellen

8 M Harnstoff

40 mM Tris-HCI [pH 6,8]

0,1 mM EDTA

5 % w/v SDS

0,4 % Bromphenolblau
Proteaseinhibitoren Complete™
45 mM PMSF

0,167 mM B-Merkaptoethanol

Rekombinante Proteine wurden nach der SDS/Harnstoffmethode aus Hefezellen
prapariert (125). 5ml Kulturen der transformierten Hefezellen wurden in
entsprechenden SD-Medien bis zur stationaren Wachstumsphase kultiviert (30 °C,
250 Upm). Die Vorkulturen wurden nach Erreichen der stationdren Wachstumsphase
in 50 ml YPDA Medium udberfuhrt. AnschlieBend wurden die Hefezellen 3-5h
kultiviert (30 °C, 230 Upm). In der Mitte der logarithmischen Phase (ODgg = 0,4-0,6)
wurden die Hefezellen in mit Eis gefullte 100 ml Zentrifugenbecher Uberfuhrt. Die
Zellen wurden zentrifugiert (1000 x g, 4 °C) und erneut in 50 ml eiskaltem H,O
resuspendiert und zentrifugiert. Die pelletierten Hefezellen wurden in 60 °C
vorgewarmtem Aufschlusspuffer lysiert. Die zugegebene Menge Aufschlusspuffer
wurde der Kulturdichte entsprechend normiert. Hierzu wurde die ODggo von 1 ml der
Hefekultur bestimmt und mit dem gesamten Kulturvolumen (in ml) multipliziert. Fr
eine ODgyp von 7,5 wurden 100 ul Aufschlusspuffer zugegeben. Die in
Aufschlusspuffer resuspendierten Kulturen wurden in 1,5 ml Reaktionsgefalle
Uberfuhrt und mit 0,3 g Glasperlen (Sigma) vereinigt. Die Proben wurden 10 min auf
70 °C erhitzt, gemischt und funf Minuten bei 13.000 Upm und RT zentrifugiert. Der
Uberstand, der die Idslichen Proteine enthielt, wurde abgenommen. Die im Pellet
enthaltenen Zelltrimmer wurden mit dem verbliebenen Aufschlusspuffer 5 min auf
100°C erhitzt. Nachdem die Zelltrimmer erneut pelletiert wurden (5 min,
13.000 Upm, RT), konnte der zweite Uberstand abgenommen und mit dem ersten

vereinigt werden.
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3.2.9 Herstellung rekombinanter Plasmide

3.2.9.1 Konstruktion von EGFP-C3-NS1-N

Um die Lokalisation der NS-Proteine zu analysieren, wurde ein Fusionskonstrukt
kloniert, das EGFP in Fusion mit NS1 und BRSV N exprimiert. Um interne Initiation
der Translation zu vermeiden, wurden die Startkodons des BRSV NS1 und N mutiert
(Met—Ala).

Zunachst wurde BRSV NS1 mittels PCR amplifiziert (5" Primer: AAATTAAAGCT
TG*C*GGGCAGTGAAACATTGAGTGTA, 3’ Primer: GCAATAGAATTCGCGGCTCT
TAGCAAGGTCAAACTA) und das PCR Produkt mit den Enzymen Hindlll und EcoRI
geschnitten.

Die BRSV N cDNA wurde ebenfalls mittels PCR amplifiziert (5" Primer:
GCAATAGAATTCG*C*GGCTCTTAGCAAGGTCAAACTA, 3’ Primer: AAATTCCCG
GTCACAATTCCACATCATTATC), EcoRl/Xmal geschnitten und die NS1 und N

cDNA Fragmente zusammen in dem Hindlll/Xmal geschnittenen Vektor ligiert.

3.2.9.2 Konstruktion von GAL4-NS Hefeexpressionsplasmiden

3.2.9.2.1 Konstruktion von pGBKT7-BRSV NS1 und NS2

Fur die Etablierung des ,Yeast Two Hybrid“ Systems wurden zunachst die BRSV
NS1 und NS2 cDNAs in Hefe Expressionsplasmide ligiert, um GAL4 Fusionsproteine
in Hefe zu synthetisieren. Hierzu wurde BRSV NS1 aus einem Subklon mittels PCR
amplifiziert (5" Primer: CGAATACCATGGGCAGTGAAACATTGAG, 3" Primer: GCAA
TAGAATTCCTAATTCAGACCAAGAAG), das erhaltene PCR Produkt mit Ncol/EcoRI
geschnitten und in pGBKT7 ligiert (bait Konstrukt). BRSV NS2 wurde analog mittels
PCR amplifiziert (5" Primer: GCAATATCATGAGCACCCCAAATCCCGAA, 3’ Primer:
GCAATAGAATTCCTATGGATTTAAATCATA), mit den Enzymen BspHI und EcoRI
geschnitten und in den Ncol/EcoRI geschnittenen pGBKT7 Vektor ligiert. Die
resultierenden Konstrukte exprimierten cDNAs in Hefe fur virale NS-Proteine in

Fusion mit der GAL4 Bindungsdomane.
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3.2.9.2.2 Konstruktion von pGBKT7-HRSV NS1 und NS2

Die Klonierung der cDNAs fur HRSV NS-Proteine erfolgte durch Amplifizierung der
cDNAs durch PCR (5 Primer: ATTGACCATGGGCAGCAATTCATT, 3’ Primer:
ATTGAGAATTCTTATGGATTAAGATCAAA, HRSV NS1; 5" Primer: ATTGACC
ATGGACACAACCCACA, 3'Primer: ATTGAGAATTCTTATGGATTGAGATCATA,
HRSV NS2). Die PCR Produkte wurden jeweils mit den Enzymen Ncol und EcoRI
geschnitten und in den Vektor pGBKT7 ligiert.

3.2.9.2.3 Konstruktion von pGBKT7-PVM NS1 und NS2-

Die cDNAs fur NS-Proteine des PVM wurden mittels PCR amplifiziert (5" Primer:
CGAATACCATGGGCTGTATGATGAGT, 3" Primer: AATGATATCGAATTCTTAAG C
GTAATCTGGTACATCATAAGGATAACC, PVM NS1; 5 Primer: CGAATA ACATGTC
CACAGCTATGAACAAG, 3’ Primer: AATGATATCGAATTCTCATTTATCGTGATCAT
CTTTATAGTCATCATCATCCTCATC, PVM NS2), die PCR Produkte Ncol/EcoRI
(mNS1) bzw. Afllll/EcoRI (mMNS2) geschnitten und in den Ncol/EcoRI| geschnittenen
Vektor pGBKT7 ligiert.

3.2.9.2.4 Konstruktion von pGADT7-NS1 und NS2

Um Interaktionen der NS-Proteine in Hefe untersuchen zu kdnnen, wurden die
cDNAs der unterschiedlichen NS-Proteine in den Vektor pGADT7 kloniert. Da
pGBKT7 (bait) und pGADT7 (prey) jeweils eine kompatible MCS besitzen, wurden
die cDNAs der verschiedenen NS-Proteine aus pGBKT7 in pGADT7 umkloniert.
BRSV NS1 und NS2 cDNAs wurden mit Ndel und EcoRI aus pGBKT7 geschnitten
und an identische Restriktionsschnittstellen in pGADTY7 ligiert.

HRSV NS cDNAs wurden mit Ndel/BamH| aus pGBKT7 geschnitten und in
pGADTY7 ligiert.

Die Umklonierung der PVM NS cDNAs in pGADT7 erfolgte durch Restriktion des
pGBKT7 Vektors mit Ndel/lEcoRIl. Die cDNAs wurden anschlieBend in den
Ndel/EcoRI geschnittenen pGADT7 Vektor ligiert.

Diese Konstrukte wurden zur Expression von NS-Proteinen in Fusion mit der GAL4

Aktivierungsdomane verwendet
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3.2.9.2.5 Konstruktion von pGADT7 Plasmiden mit Fragmenten aus der
Bibliothek

Zur weiteren Charakterisierung der isolierten cDNAs bzw. deren Genprodukte aus
der Expressionsbibliothek wurden die cDNAs mit Protein-kodierenden Sequenzen
aus pACT2 Vektoren in den Vektor pGADT7 subkloniert. pGADT7 exprimiert
Fusionsproteine mit N-terminal fusioniertem HA-Epitop. Da die beiden Vektoren
keine kompatiblen MCSs besitzen, wurden hierzu die unterschiedlichen pACT2
Plasmide mit den Fragmenten von Interesse zunachst mit EcoRI geschnitten und die
5" Enden mit Klenow Polymerase aufgeflllt. Nach Restriktion mit Xhol wurden die

Fragmente in den Smal/Xhol geschnittenen Vektor pGADT7 ligiert.

3.2.9.3 Konstruktion von pGEX-4-T1-BRSV NS1 und NS2

Zur Synthese von GST Fusionsproteinen wurden die BRSV NS1 und NS2 cDNAs
stromabwarts der GST cDNA in den Vektor pGEX-4-T1 kloniert. Hierzu wurden NS1
und NS2 cDNAs aus pGBKT7 zunachst mit Ndel geschnitten und die 5" Enden mit
Klenow Polymerase aufgefullt. AnschlielRend wurden die cDNAs mit Xhol geschnitten
und in den Smal/Xhol geschnittenen Vektor pGEX-4-T1 ligiert.

3.2.9.4 Konstruktion von Gesamtklonen isolierter cDNAs

Da im ,Yeast Two Hybrid“ System cDNA Fragmente der entsprechenden Proteine
erhalten werden, wurden Gesamtklone mittels RT-PCR hergestellt, die das
authentische Protein exprimieren und synthetisieren sollten. Die cDNAs wurden
zunachst in den Vektor pTIT ligiert, der eine Expression der cDNAs in BSRT7-5
Zellen ermdglicht. Fir die RT PCR wurde RNA aus HelLa Zellen verwendet.

3.2.9.4.1 Konstruktion von pTIT-3-COPI

Diese cDNA wurde in zwei Fragmenten amplifiziert. Durch RT-PCR wurden die
flankierenden Schnittstellen BspHI und Sacl in die 5" Halfte der cDNA eingeflihrt
(Primer: CCAGAAATCATGACGGCGG, 3" Primer: CCATCAGAAAGAGCTCGTTTTA
TTCGC) BspHI ist kompatibel mit der Ncol Schnittstelle des pTIT Plasmids. Die

3" Halfte der cDNA wurde mit Primern mit den Schnittstellen Sacl und Xmal
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amplifiziert (5" Primer: GCGAATAAAAGAGCTCTTTCTGATGG, 3" Primer: TCCA
CCCGGGTTATGAATAGATCTGTTTATTG). Mit einer 3 Fragment Ligation wurde die
cDNA in den Ncol/Xmal geschnittenen Vektor pTIT ligiert.

3.2.9.4.2 Konstruktion von pTIT-RanBP16

Aufgrund der GroRe von RanBP16 wurden ebenfalls zwei cDNA Fragmente
amplifiziert. Das 5" Ende der cDNA wurde mit Primern mit den Schnittstellen Ncol
und BstEll amplifiziert (5" Primer:GCACCATGGCGGATCATGTGC, 3’ Primer
CCTGAGGTCACCAAAGCC), das 3" Ende der cDNA wurde mit flankierenden
Primern mit den Schnittstellen BstEll und Xmal amplifiziert und das PCR Produkt
geschnitten (5" Primer: GGCTTTGGTGACCTCAGGAG, 3" Primer: ATATCCCGGG
TCAGCTCATCATGTCATTGC). Mit einer 3 Fragment Ligation wurde die cDNA in
den Ncol/Xmal geschnittenen Vektor pTIT ligiert.

3.2.9.4.3 Konstruktion von pTIT-MM-1

Da der MM-1 cDNA aus der Bibliothek nur wenige 5'terminale Nukleotide fehlten,
wurden diese mit einem Primer erganzt und direkt vom pACT2 Plasmid amplifiziert
(5" Primer:-TACACCATGGGGGGTTGATGTCATGACTGTAGTCGGCCTTCCCAACA
TGGCGCAGTCTATTAACATCACGGAGCTGAATCTGCCGC, 3 Primer: TATATGAC
GTCGCAAAACTCTCAGGCC). Durch PCR wurden fur die Klonierung die
Schnittstellen Ncol und Pstl eingefiihrt, das PCR Produkt entsprechend geschnitten
und in pTIT ligiert.

3.2.9.4.4 Konstruktion von pTIT-p68

Die p68 cDNA wurde durch RT-PCR amplifiziert. Mit Primern wurden die
Schnittstellen Afllll und EcoRV eingefuhrt. Afflll ist kompatibel mit der Schnittstelle
Ncol des pTIT Plasmids. Nach Amplifizierung und enzymatischem Verdau des RT-
PCR Produkts (5" Primer: GACGACATGTCGGGTTATTCG, 3" Primer: ATAGATATC
TTATTGGGAATATCCTGTTGG) wurde das Fragment in den Ncol/EcoRV
geschnittenen Vektor pTIT ligiert.
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3.2.9.5 Konstruktion von c-myc fusionierten cDNAs

Fir die meisten identifizierten Proteine standen keine Antikorper zur Verfugung,
weshalb die Expression von Fusions-cDNAs eine geeignete Alternative darstellte.
Um die Lokalisation der identifizierten Proteine in Zellen zu analysieren, wurden die
cDNAs mit der kodierenden Sequenz fur das c-myc Epitop fusioniert. Dieses Epitop
lasst sich nach Expression sehr gut mit Antikdrpern nachweisen. Um ausschlief3lich
Fusionsproteine zu erhalten, wurden mittels PCR die Startkodons mutiert
(ATG—GCG) und die PCR Produkte in pTIT ligiert.

3.2.9.6 Konstruktion von pTIT-myc-CDK4BP

Da der aus der Expressionsbibliothek isolierte cDNA Klon die gesamte kodierende
Region umfasste, wurde diese cDNA direkt durch PCR vom Plasmid pACT2
amplifiziert. Hier wurden durch PCR die flankierenden Schnittstellen BspHI und
EcoRI eingefuhrt und in pTIT ligiert (5" Primer: ATATTCATGATGGAGGA GCAG
AAGCTGATCTCAGAGGAGGACCTGGCGCTGAGCAAGGGTCTGAAGCGG, 3 Pri-
mer: ATATGAATTCTCAGCGCCCTGGCCCCGGCGG). Die CDK4BP cDNA wurde

zusatzlich mit der kodierenden Sequenz fur das c-myc Epitop fusioniert.

3.2.9.7 Konstruktion von pTIT-myc-COPI

Die BCOPI cDNA wurde von der Matrize pTIT-BCOPI zur Klonierung der c-myc
fusionierten cDNA amplifiziert (5" Primer: TATATCCATGGAGGAGCAGAAGCTGAT
CTCAGAGGAGGACCTGG C' GACGGCGGCTGAGAACGTATGC, 3" Primer: TCCA
CCCGGGTTATGAATAGATCTGTTTATTG) und die Ncol und Xmal geschnittene
cDNA in pTIT ligiert.

3.2.9.8 Konstruktion von pTIT-myc-RanBP16

Um das Fusionskonstrukt fur RanBP16 herzustellen, wurde durch PCR die Sequenz
fur das c-myc Epitop eingefuhrt. Als Matrize fur die PCR diente das Konstrukt pTIT-
RanBP16 (5 Primer:TTATCCATGGAGGAGCAGAAGCTGATCTCAAAGGAGGACC
GGCGG C' GGATCATGTCCAGAGCCTG, 3" Primer: ATATCCCGGGTCAGCTCATC
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ATGTCATTGC) Das PCR Produkt wurde Ncol und Xmal geschnitten und in den
Vektor pTIT ligiert.

3.2.9.9 Konstruktion von pTIT-myc-MM-1

Die MM-1 cDNA wurde mit entsprechenden Primern von pTIT-MM1 amplifiziert
(5" Primer:TTATCCATGGAGGAGCAGAAGCTGATCTCAGAGGAGGACCTGG C'G
GGGGTTGATGTCATGACTGTA, 3 Primer: TATATGACGTCGCAAAACTCTCAGGC
C). Das PCR Produkt wurde mit den Enzymen Ncol und Pstl geschnitten und in pTIT
ligiert.

3.2.9.10 Konstruktion von EGFP Fusionskonstrukten

Um die Analyse der Kolokalisationen der NS- und interagierenden Proteinen zu
vereinfachen, wurden EGFP Fusionskonstrukte kloniert und die Lokalisation der
Proteine in Zellen mit den c-myc Epitop fusionierten Proteinen verglichen. Hierbei
sollte sich herausstellen, ob EGFP die Lokalisation der Proteine beeinflussen kann.
Zur Klonierung wurde der EGFPC3 Vektor (Clontech) verwendet. Fir die Klonierung
wurden die Startkodons ebenfalls mutiet (ATG—->GCG), um ausschlieBlich
Fusionsproteine zu erhalten. Da die Expression durch den CMV Promotor vermittelt
wird, konnen diese Konstrukte zudem in jeder verwendeten Zelllinie exprimiert

werden.

3.2.9.10.1 Konstruktion von EGFPC3-CDK4BP

Die CDK4BP cDNA wurde von dem Konstrukt pTIT-myc-CDK4BP amplifiziert
(5" Primer: ATATCTCGAGGCGCTGAGCAAGGGTCTGAAGCGG, 3’ Primer: ATAT
GAATTCTCAGCGCCCTGGCCCCGGCGEG). Nach enzymatischem Verdau mit den
Restriktionsenzymen Xhol und Xmal wurde das PCR Produkt in den Vektor EGFPC3
ligiert.
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3.2.9.10.2 Konstruktion von EGFPC3-fCOPI

Die BCOPI cDNA wurde von dem Konstrukt pTIT-BCOPI amplifiziert (5" Primer:
ATATCTCGAGG C' GACGGCGGCTGAGAACGTATGC, 3’ Primer: TCCACCCGGGT
TATGAATAGATCTGTTTATTG). Nach Restriktion mit den Enzymen Xhol und Xmal
wurde das PCR Produkt in den Vektor EGFPC3 ligiert.

3.2.9.10.3 Konstruktion von EGFPC3-RanBP16

Die RanBP16 cDNA wurde von pTIT-RanBP16 zunachst mittels PCR amplifiziert
(5" Primer: AATACTCGAGG C' GGCGGATCATGTGCAGAGCCTG, 3’ Primer: ATAT
CCCGGGTCAGCTCATC ATGTCATTGC), das PCR Produkt mit den Restriktions-
enzymen Xhol und Xmal geschnitten und in den Vektor EGFPC3 ligiert.

3.2.9.10.4 Konstruktion von EGFPC3-MM-1

Die MM-1 cDNA wurde von pTIT-MM-1 zunachst mittels PCR amplifiziert (5" Primer:
AATACTCGAGG C GGGGGTTGATGTCATGACTGTA, 3" Primer: TATATGACGTCG
CAAAACTCTCAGGCC), das PCR Produkt mit den Restriktionsenzymen Xhol und
Pstl geschnitten und in den Vektor EGFPC3 ligiert.

3.2.9.10.5 Konstruktion von EGFPC3-p68

Die p68 cDNA wurde von pTIT-p68 zunachst mittels PCR amplifiziert (5" Primer:
ATAACTCGAGG C'GTCGGGTTATTCGAGTGACCGA, 3’ Primer: ATATCCCGGGT
TATTGGGAATATCCTGTTGG), mit den Restriktionsenzymen Xhol und Xmal
geschnitten und in den Vektor EGFPCS3 ligiert.

3.2.9.11 Klonierung von modifizierten BRSV Antigenomen

Um den Einfluss der identifizierten Proteine auf das Wachstum von BRSV zu

charakterisieren, wurden cDNA Antigenome der Viren kloniert, die zusatzlich das

Gen des entsprechenden interagierenden Proteins exprimierten. Hierzu wurden

zunachst Wildtyp-Viren kloniert, die die entsprechenden RNAs am 3’ terminalen

Ende des Virusgenoms exprimierten. Um die zellularen Konzentrationen der Proteine
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zu verandern, wurden Viren kloniert, die die mRNA der fremden Proteine exprimieren
und somit die zellulare Proteinkonzentration erhohen. Andererseits wurden Viren
konstruiert, die die komplementare RNA exprimieren und durch Hybridisierung mit
der zellularen mRNA die Translation inhibieren sollten und daher die
Proteinkonzentration in Zellen dementsprechend vermindern sollten. Zur spezifischen
Termination der Transkription vom Virusgenom wurde hierzu eine Stop/Start-
Gengrenze amplifiziert und 3" proximal des NS1 Gens im Vektor pSKII- inseriert. In
einem weiteren Schritt wurden die entsprechenden cDNAs stromaufwarts dieser
Gengrenze kloniert. Durch enzymatischen Verdau des Vektors an flankierenden
Restriktionsschnittstellen (Notl/Kpnl) wurde die cDNA des zusatzlichen Gens sowie
die NS1/2 cDNAs in den Gesamtklon inseriert. Das resultierende Virus exprimierte
demnach die zusatzliche cDNA als erstes Gen nach Infektion der Zellen (Abb. 2 und
Abb. 8)

1 2.000 4.000 6.000 8.000 10.000 12.000 14.000
| | | | | | | | | | | | | | |
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Abb. 8 Klonierungsschema zur Klonierung modifizierter BRSV Antigenome.

Die zusatzliche Stop/Start Gengrenze zwischen BRSV NS1 und NS2 wurde amplifiziert und in den
pSKIll— NS1/NS2 Subklon ligiert (Notl/Eagl). Durch Restriktion der singularen Schnittstelle Notl in
pSKIll— NS1/NS2-Stop/Start konnte das entsprechende Notl/Eagl geschnittene PCR Produkt, das die
Sequenz fur zelluldre Proteine kodierte, in den Subklon ligiert werden. Der resultierende pSKll—
NS1/NS2-Stop/Start Subklon, der nun neben der identisch verdoppelten Stop/Start-Gengrenze die
cDNA zellularer Proteine kodierte, wurde mit Enzymen an den singuldren Notfl und Kpnl Schnittstellen
geschnitten. Das erhaltene cDNA Fragment wurde anschlieBend in den BRSV cDNA Gesamtklon
ligiert, der zuvor mit identischen Enzymen geschnitten wurde (s.u.).
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3.2.9.11.1 Konstruktion von pSKIl-NS1/NS2 mit zusatzlicher Stop/Start
Gengrenze (pSKIl- NS1/NS2-Stop/Start)

Fir die Konstruktion des Subklons pSKII-NS1/NS2, der die zusatzliche Gengrenze
kodieren sollte, wurde dieses Konstrukt zunachst als Matrize zur PCR Amplifizierung
verwendet (5" Primer: AAAAGAAAAGCGGCCGCCTAAATCAATAGCCAACACCAGA
TGG, 3" Primer: ATATCGGCCGGGCTGGTTGGGGAACTGATTT). Die amplifizierte

Gengrenze wurde mit den Enzymen Notl und Eagl geschnitten und ungerichtet in

den mit Notl geschnittenen Subklon ligiert. Nach Uberprifung der korrekten
Orientierung, wurde die Plasmid DNA fir weitere Klonierungsschritte in gréReren
Mengen prapariert. Das resultierende Konstrukt wurde weiterhin als pSKII-NS1/NS2-
Stop/Start bezeichnet.

3.2.9.12 Konstruktion EGFP exprimierendem BRSV

3.2.9.12.1 Konstruktion von pSKII-NS1/NS2-Stop/Start EGFP

Zur Herstellung von BRSV, das stromaufwarts der NS Gene eine zusatzliche RNA
exprimiert, wurde zunachst ein Antigenom mit EGFP kodierenden Sequenzen
kloniert. Hierzu wurde in einem ersten Klonierungsschritt die EGFP cDNA aus
pEGFPC3 durch PCR amplifiziert (5 Primer: AAAGGAAAAGCGGCCGCCCC
CCTCTCTTCTTTCTACAGAAAATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG, 3’ Primer: ATAT
CGGCCGTTACTCGTCCATGCCGAGAGTGATCCC). Das PCR Produkt wurde mit
den Enzymen Notl und Eagl geschnitten und in den Notl geschnittenen pSKIl-
NS1/NS2-Stop/Start Vektor ligiert. Der Subklon wurde weiterhin als pSKII-NS1/NS2-
Stop/Start-EGFP bezeichnet.

3.2.9.12.2 Konstruktion von prBRSV EGFP

pSKII-NS1/NS2-Stop/Start-EGFP wurde zur Herstellung des Gesamtklons mit den
Enzymen Notl und Kpnl geschnitten und das Fragment gerichtet in den Notl/Kpnl
geschnittenen pBRSV Gesamtklon ligiert. Das resultierende BRSV cDNA Plasmid
wurde anschlieRend als prBRSV-EGFP bezeichnet.
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3.2.9.13 Konstruktion von MM-1 exprimierenden BRSV

3.2.9.13.1 Konstruktion von pSKII-NS1/NS2-Stop/Start EGFP-MM-1

Zur Herstellung rekombinanter Viren, die die EGFP-MM-1 mRNA Uberexprimierten,
wurde zunachst pSKII-NS1/NS2-Stop/Start mit Notl an der singularen Schnittstelle
geschnitten. EGFP-MM-1 wurde von dem Konstrukt EGFPC3-MM-1 mittels PCR
amplifiziert. Da nicht bekannt ist, welchen Einfluss die Nukleotide von der Notl
Schnittstelle, bis zum NS1 Startkodon auf die Genexpression im parenteralen BRSV
Gesamtklon haben, wurden diese Nukleotide flir die zusatzlichen cDNAs durch PCR
hinzugefigt (5" Primer:AAAGGAAAAGCGGCCGCCCCCCTCTCTTCTTTCTACAGA
AAATGGTGGCAAGGGCGAGGAG, 3’ Primer: ATATCGGCCGTCAGGCCTTAG CA
GTAGCCTG). Das PCR Produkt wurde Notl/Eagl geschnitten und ungerichtet in die
Notl Schnittstelle des pSKII-NS1/NS2-Stop/Start Vektors ligiert. Das resultierende
Konstrukt wurde als pSKII-NS1/NS2-Stop/Start-EGFP-MM-1 bezeichnet.

3.2.9.13.2 Konstruktion von pSKII-NS1/NS2-Stop/Start MM-1%°

Analog zur Klonierungsstrategie des pSKII-NS1/NS2-Stop/Start-EGFP-MM-1, wurde
die MM-1 cDNA in 3°-5" Orientierung mittels PCR amplifiziert und in den pSKIl-
NS1/NS2-Stop/Start Subklon ligiert (5" Primer: AAAAGGAAAAGCGGCCGCCCCCT
CTCTTCTTTCTACAGAAATCAGGCCTTAGCAGTAGCC, 3" Primer: ATATCGGCCG
GATGGGGGTTGATGTCATGACTGTAG). Das Konstrukt wurde als pSKII-NS1/NS2-
Stop/Start-MM-1® bezeichnet.

3.2.9.13.3 Konstruktion von prBRSV EGFP-MM-1 und prBRSV-MM-1¢

pSKII-NS1/NS2-Stop/Start-EGFP-MM-1 wurde zur Herstellung des Gesamtklons mit
den Enzymen Notl/Kpnl geschnitten und das Fragment gerichtet in den Notl/Kpnl
geschnittenen pBRSV Gesamtklon ligiert. Das resultierende BRSV cDNA Plasmid
wurde anschlieflend als prBRSV-EGFP-MM-1 bezeichnet.

pSKII-NS1/NS2-Stop/Start-MM-12® wurde mit identischen Enzymen geschnitten
und ebenfalls in den pBRSV Gesamtklon ligiert. Das Konstrukt wurde weiterhin als
prBRSV-MM-1%° bezeichnet.
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3.2.9.14 Konstruktion von prBRSV-p68 Antigenomen

3.2.9.14.1 Konstruktion von pSKII-NS1/NS2-Stop/Start-p68°

Zur Expression von p68 vom BRSV Genom wurde zunachst die kodierende Sequenz
in den Subklon pSKII-NS1/NS2-Stop/Start ligiert. Hierzu wurde die p68 cDNA in
einem ersten Schritt mittels PCR von pTIT-p68 mit internen Primern amplifiziert. Da
sich wenige Nukleotide stromabwarts des Startkodons eine weitere Eagl Schnittstelle
befindet, wurde mit Primern in diese Schnittstelle eine stille Mutation eingefuhrt, so
dass die Restriktion mit Eagl an dieser Stelle nicht mehr mdoglich war
(5" Primer:TTCTACAGAAAGCGTCGGGTTATTCGAGTGACGAGACCGCGGG CGG
GACC, 3" Primer: ATATCGGCCGTTATTGGGAATATCCTGTTGGGATTGG) In ei-
nem weiteren Schritt wurde dieses PCR Produkt mit externen Primern amplifiziert
(5" Primer: AAAAGGAAAGCGGCCGCCCCCTCTCTTCTTTCTACAGAAAATGTCGG
GTTATTCG, 3’ Primer: ATATCGGCCGTTATTGGGAATATCCTGTTGGGATTGG).

Diese beiden PCR Schritte waren nétig, da mit Primer der gesamten Lange kein PCR

Produkt erhalten wurde. Das erhaltene PCR Produkt wurde mit den Enzymen Notl
und Eagl geschnitten und in den pSKII-NS1/NS2-Stop/Start Subklon in die Notl
Schnittstelle ligiert. Das erhaltene Konstrukt wurde als pSKII-NS1/NS2-Stop/Start-
p68° bezeichnet.

3.2.9.14.2 Konstruktion von pSKII-NS1/NS2-Stop/Start-p68-'¢’

Analog zur Klonierungsstrategie von pSKII-NS1/NS2-Stop/Start-p68° wurde pSKIl—
NS1/NS2-Stop/Start-p68"U®" kloniert. Allerdings wurde hierbei das p68 Startkodon
mutiert. Der erste Schritt der PCR erfolgte mit denselben internen Primern wie bei
der vorangegangenen Klonierung. Unter Verwendung des externen 5’ Primers
(AAAGGAAAAGCGGCCGCCCCCTCTCTTCTTTCTACAGAAAG C'GTCGGGTTAT
T) wurde das Startkodon mutiert, das PCR Produkt Nofl und Kpnl geschnitten und in
die Nofl Schnittstelle des Subklons pSKII-NS1/NS2-Stop/Start ligiert. Das Konstrukt
wurde als pSKII-NS1/NS2-Stop/Start-p68"Y®" bezeichnet.
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3.2.9.14.3 Konstruktion von pSKII-NS1/NS2-Stop/Start-p68®°

Zur Konstruktion von pSKII-NS1/NS2-Stop/Start mit der p68 cDNA in 3°-5°
Orientierung wurde die cDNA von pTIT-p68 amplifiziert (5" Primer: AAAAGGAA
AAGCGGCCGCCCCCTCTCTTCTTTCTACAGAAATTATTGGGAATATCCTGTTGCA
TTGG, 3  Primer: ATATCGGCCGATGTCGGGTTATTCGAGTGACCGAGAC). Das
PCR Produkt wurde mit den Enzymen Notl und Eagl geschnitten und in den Subklon
ligiert. Das Konstrukt wurde als pSKII-NS1/NS2-Stop/Start-p68® bezeichnet.

3.2.9.14.4 Konstruktion von prBRSV-p68°, prBRSV p68"U® und prBRSV p68°°

Die entsprechenden Subklone wurden mit den Enzymen Notl und Kpnl geschnitten
und in den mit identischen Enzymen geschnittenen prBRSV Gesamtklon ligiert. Die
resultierenden cDNA Plasmide wurden weiterhin als prBRSV-p68°, prBRSV p68AUG*
und prBRSV p68%° bezeichnet. Hierbei wurden Plasmide erhalten, die fir das
gesamte BRSV Antigenom und zusatzlich fur p68 RNAs in unterschiedlichen

Orientierungen kodieren.

3.2.9.14.5 Konstruktion von prBRSVANS1/2-p68°, prBRSVANS1/2-p68-Y¢" und
prBRSV ANS1/2-p68°°

Zur Konstruktion von Viren mit deletierten NS1/NS2 Genen, die die zusatzlichen p68
RNAs uberexprimieren, wurde zunachst der BRSV cDNA Klon prBRSVANS1/2 (134)
mit Notl geschnitten. Die p68 cDNAs in unterschiedlicher Orientierung aus pSKIl-
NS1/NS2-Stop/Start Subklonen wurden mittels PCR amplifiziert (5" Primer:
AAAAGGAAAAGCGGCCGCCCCCTCTCTTCTTTCTACAG, 3" Primer: AAAAGGAA
AAGCGGCCGCGGCTGGTTGGGGAACTGATTT). Diese PCR Produkte wurden mit
Notl geschnitten und ungerichtet in den prBRSVANS1/2 ligiert. Nach Feststellung der

Orientierung wurden diese cDNAs zur Herstellung rekombinanter Deletionsviren mit

zusatzlichen p68 RNAs verwendet.
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3.2.9.15 Konstruktion von prBRSVANS1/NS2-Stop/Start

Zur Konstruktion eines BRSVANS1/NS2 cDNA Plasmids, das keine zusatzlichen
RNAs exprimiert, sondern nur die zusatzliche NS1/NS2 Gengrenze, wurde die
Stop/Start Sequenz von pSKII-NS1/NS2-Stop/Start mittels PCR amplifiziert
(5" Primer: AAAAGAAAAGCGGCCGCCTAAATCAATAGCCAACACCAGATGG,

3" Primer: ATATCGGCCGGGCTGGTTGGGGAACTGATTT). Das PCR Produkt
wurde mit den Enzymen Notl und Eagl geschnitten und in den Notl geschnittenen
prBRSVANS1/NS2 cDNA Klon ligiert. Das resultierende Konstrukt wurde als
prBRSVANS1/NS2-Stop/Start bezeichnet.
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4. Ergebnisse
4.1 Protein-Protein Interaktion viraler NS-Proteine

4.1.1 Das Prinzip des “Yeast Two Hybrid” Systems (Y2H)

Mit dem ,Yeast Two Hybrid” System (Y2H) kénnen Protein-Protein Interaktionen
indirekt durch Expression von Reportergenen in Hefezellen detektiert werden. Das
Prinzip beruht auf der Aktivitat von zwei potentiell interagierenden Proteinen, die als
Fusionsprotein mit der GAL4 Bindungsdoméane (GAL4-BD, bait) bzw. GAL4
Aktivierungsdomane (GAL4-AD, prey) synthetisiert werden (51, 55). Das Wildtyp
GAL4 Protein ist ein starker Transaktivator an entsprechenden Promotoren. Die
GAL4 Promotoren sind im Y2H System stromaufwarts von Reportergenen kloniert
und in den Hefestdmmen genomisch integriert. Das GAL4 Protein besitzt zwei
trennbare funktionelle Doméanen, die DNA Bindungsdomane und die
Aktivierungsdomane. Proteine, die jeweils mit diesen Domanen fusioniert werden,
bilden bei einer Protein-Protein  Wechselwirkung einen  funktionellen
Transkriptionskomplex an den Promotoren der Reportergene (Abb.9). Die
Reportergene kodieren fur essentielle Proteine der Aminosauresynthese, weshalb
auf Mangelmedien (SD-Medien) die Expression der Reportergene nachgewiesen
werden kann. Nach Expression der Reportergene durch eine Protein-Protein
Wechselwirkung konnen die Hefezellen die Aminosaure de novo synthetisieren und
wachsen unter selektiven Bedingungen. Zusatzlich eignet sich das Reportergen LacZ
fur diese Analysen, da sich positive Transformanten nach Zugabe des Substrats fur
B-Galaktosidase an Luftsauerstoff blau farben. Bei dem Y2H System handelt es sich
um eine aullerst sensitive Methode, mit der Protein-Protein Wechselwirkungen
detektiert werden konnen, die mit biochemischen Methoden oft nicht erfasst werden.
Fir diese Arbeit wurde das Y2H Matchmaker 3 System (Clontech) verwendet. Mit
dem Hefestamm AH109 ist es mdglich, besonders stringent Protein-Protein
Wechselwirkungen zu detektieren, da dieser Hefestamm drei verschiedene
Reportergene mit unterschiedlicher Promotorstruktur besitzt. Alle drei Promotoren
besitzen ein Konsensusmotiv fir die GAL4 Bindungsdoméane. Bei Interaktion der

Proteine und Aufbau transkriptionsaktiver Proteinkomplexe an allen Promotoren
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wachsen die Hefezellen auf Mangelmedien bei zusatzlicher Farbung der

Transformanten im Galaktosidase Test.

Bait

protein Library

protein

DNA-BD transcription >

GAL UAS minimal promoter [ Reporter gene |

Abb. 9 Prinzip des “Yeast Two Hybrid” Systems

Durch Interaktion der beiden GAL4 Fusionsproteine wird die Expression der Reportergene ermdglicht,
was zum Wachstum der Hefezellen auf SD-Mangelmedien und zur Blaufarbung der Transformanten
im B-Galaktosidase Test fuhrt.

4.1.2 Etablierung des Y2H Systems fiir virale NS-Proteine

Um Interaktionen zwischen den NS-Proteinen zu analysieren und zellulare
Interaktionspartner fur diese Proteine zu identifizieren, wurden zunachst Hefestamme
konstruiert, die BRSV NS-Proteine in Fusion mit der GAL4-BD synthetisieren. Hierzu
wurde der Hefestamm AH109 verwendet und mit pGBKT7-NS1 und pGBKT7-NS2
Expressionsplasmiden transformiert (AH109-BRSV NS1-BD und NS2-BD). Ebenso
wurden Hefestdmme konstruiert, die BRSV NS-Proteine in Fusion mit der GAL4-AD
synthetisieren (AH109-BRSV NS1-AD und NS2-AD, Abb. 10A). Weitere AH109
Hefestamme wurden mit Expressionsplasmiden fur GAL4-NS Fusionsproteine
anderer Pneumoviren transformiert (HRSV, PVM). Nachdem gezeigt wurde, dass die
konstruierten Hefestdmme virale BRSV NS-Proteine in Fusion mit den GAL4
Domanen synthetisieren (Abb. 10A), wurde Uuberprift, ob die Fusionsanteile
Reportergene in Hefe per se aktivieren oder zytotoxisch fur die Hefezellen sind.
Hierzu wurden die Hefestamme, die NS Fusionsproteine der Pneumoviren HRSV,
BRSV und PVM synthetisieren (jeweils hNS, bNS und mNS) unter selektiven und
nicht selektiven Bedingungen kultiviert. Bei Kultivierung der Hefestamme unter nicht
selektiven Bedingungen (SD Medium —Trp/-Leu) wurde Wachstum beobachtet
(Abb. 10B), was starke zytotoxische Effekte der Fusionsproteine weitgehend
ausschlie®t. Unter selektiven Bedingungen (SD Medium —Trp/~Leu/~Ade/-His)
wurde kein Wachstum der Hefezellen beobachtet, weshalb eine Auto-Aktivierung an

Reportergen-Promotoren ausgeschlossen wurde (Abb. 10C). Als Negativkontrolle
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wurden jeweils Transformanten mitgefuhrt, die Lamin C (LamC) synthetisierten. Zur
Analyse der Interaktion wurden transformierte Hefezellen jeweils 1:10 verdlinnt, da
nicht verdunnte Hefezellen in der Regel restliche Substrate von den —Trp—Leu
Agarplatten metabolisieren und artifizielles Wachstum zeigen konnen. Durch
Verdlinnungen kann das Wachstum einzelner Hefekolonien erfasst werden, das auf
Expression der Reportergene zurlickgeht. Da durch Synthese der viralen NS-
Proteine keine Transaktivierung der Reportergen-Promotoren beobachtet wurde,

eignen sich die transformierten Hefestamme fur weitere Analysen mit dem Y2H

System.
&
& &
L&
O QQ, 9°
S & ®
al W

GAL4BD-BRSV NS2
E’< GAL4BD-BRSV NS1
GAL4AD-BRSV NS2

- - 1<

GAL4AD-BRSV NS1

Verdiinnung (1:10) > Verdiinnung (1:10) >

Abb. 10 Synthese von NS-Proteinen verschiedener Pneumoviren in Hefezellen

(A) GAL4-BRSV NS Fusionsproteine werden in Hefe synthetisiert. Der Western Blot zeigt
exemplarisch GAL4-BRSV NS Fusionsproteine aus transformierten Hefezellen. GAL4-BD BRSV NS
wurde mit ac-myc Antikorpern (9E10, Verdinnung 1:1000), GAL4-AD BRSV NS Fusionsproteine
wurden mit oHA Antikérpern (Y11, Verdinnung 1:1000) nachgewiesen. (B) Die konstruierten
Hefestdmme, die jeweils NS-Proteine der Pneumoviren HRSV, BRSV und PVM exprimieren (hNS,
bNS, mNS) wachsen unter nicht selektiven Bedingungen (SD-Medium —Trp/~Leu). Als
Negativkontrolle wurden die Hefezellen mit LaminC (LamC) kodierender cDNA transformiert. (C)
Transaktivierung der Reportergene wurde nach Synthese der Fremdproteine unter selektiven
Bedingungen (-Ade, —His,—Trp, —Leu) nicht beobachtet.
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4.1.3 Interaktion der NS-Proteine in Hefezellen

4.1.3.1 Interaktion der BRSV NS-Proteine in Hefezellen

Wie aus vorherigen Arbeiten bereits bekannt ist, wirken die NS-Proteine in infizierten
Zellen gemeinsam als Interferonantagonisten (134). Aufgrund des kooperativen
Mechanismus der Proteine wurde zunachst spekuliert, dass die NS-Proteine
untereinander Komplexe bilden. Um mdgliche Interaktionen der NS-Proteine zu
analysieren, wurden AH109-BRSV NS1-BD und AH109-BRSV NS2-BD jeweils mit
pGADT7-NS1 und pGADT7-NS2 Plasmiden transformiert. Somit wurden mogliche
Interaktionen in allen Kombinationen untersucht. Hierbei zeigte sich, dass BRSV NS-
Proteine sowohl homo- (NS1/NS1, NS2/NS2) als auch heteromere Komplexe
(NS1/NS2) in Hefe bilden (Abb. 11A). Hefestamme, die Lamin C (bait) und NS-
Proteine (prey) synthetisierten, zeigten dagegen kein Wachstum auf Mangelmedien
(SD Medium —Trp/-Leu/—Ade/—His) und Blaufarbung im a- bzw. pB-Galaktosidase
Test. Der Hefestamm Y187 wurde mit den gleichen Expressionsplasmiden
transformiert und die B-Galaktosidase Aktivitdt nach Synthese der Fusionsproteine
durch Zugabe von ONPG als Substrat in vitro gemessen (Abb. 11B). Hierbei wurde
ebenfalls eine ca. 5-10 fach erhdhte p-Galaktosidase Aktivitat erfasst, womit die

Interaktion der Fusionsproteine in diesem Hefestamm bestatigt wurde.

< LamC/SV40-

<« BRSV NS1/NS2 Large T Antigen

R P p53/SV40-
% |« BRSV NS1INS1 s/ Large T Antigen

<« BRSV NS2/NS2

LamC/p53

bNSZIGADTT

bNS1GADTT?

bNS1/bNS2

DNS2/bNS2

bNS1/bNS1

Abb. 11 Nachweis von Protein-Protein Wechselwirkungen der BRSV NS-Proteine
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(A) AH109 Transformanten sind nach Synthese von BRSV NS1/NS2, NS1/NS2 und NS2/NS2 positiv
im B-Galaktosidase Test auf Filtern. (B) Der B-Galaktosidase Test mit ONPG als Substrat zeigt eine
deutliche Erhéhung der p-Galaktosidase Aktivitat bei Y187 Transformanten im Vergleich zu den
Negativkontrollen in vitro.

4.1.3.2 Interaktion zwischen NS-Proteinen anderer Pneumoviren in Hefezellen

Um zu zeigen, dass es sich bei den NS-Protein Interaktionen um eine generelle
Eigenschaft der Pneumovirus NS-Proteine handelt, wurden Hefestdmme mit
Expressionsplasmiden fur die NS-Proteine von HRSV und PVM transformiert. HRSV
NS-Proteine interagieren in gleicher Weise wie BRSV NS-Proteine miteinander (nicht
gezeigt). Allerdings wurde mit dem Y2H System keine Interaktion der PVM NS-
Proteine untereinander festgestellt (nicht gezeigt).

BRSV und HRSV NS-Proteine sind zudem austauschbar, d.h. BRSV NS-Proteine
konnen zusatzlich mit den heterologen HRSV NS-Proteinen in Hefe interagieren
(nicht gezeigt). Dies zeigt, dass die Sequenzunterschiede der NS-Proteine zwischen
beiden RSV Spezies keinen Einfluss auf die Heteromer- bzw. Homomer-Bildung

haben.

4.1.3.3 Mutationsanalyse der Interaktion mit BRSV NS1

Zur Analyse der Spezifitat der Interaktion zwischen BRSV NS1 Homo- und
Heteromeren, wurden Hefezellen mit cDNAs (B. Bossert, nicht publiziert)
transformiert, die jeweils fur NS1-Proteine mit 9-15 deletierten Aminosauren kodieren
(Abb. 12).

Alle Deletionsmutanten des BRSV NS1 bilden hierbei keine Homomere mit dem
Wildtyp NS1. Fir die Interaktion zwischen BRSV NS1 und NS2 ist der NS1 C-
Terminus fur die Interaktion nicht relevant. BRSV NS1 (bait) mit Deletionen im
Bereich der Aminosduren 93-100 und 102-110 (bNSA93-100 und bNSA102-110)
fuhrte nach Expression nach wie vor zum Wachstum der Hefezellen, wenn BRSV
NS2 in Fusion mit der Aktivierungsdomane in AH109 synthetisiert wurde (Abb. 12B).
Mit dem Y2H System wurde somit gezeigt, dass diese Deletionen gro3en Einfluss
auf die Interaktion der BRSV NS-Proteine haben.
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bNS1 A71-81

bNS1 A93-100 —F
bNS1 A102-110 —F

bNS1 wt

Abb. 12 Mutationsanalyse der Interaktion mit BRSV NS1

(A) AH109 Hefezellen, die deletierte bNS1 Proteine in Kombination mit bNS1 bzw. bNS2
synthetisieren, wachsen unter nicht selektiven Bedingungen. (B) Die Bildung von bNS1 Homomeren
ist bei Synthese von bNS1 Deletionsmutanten (bNS1-BD) in Kombination mit bNS1wt nicht mehr

moglich. Dagegen interagieren die bNS1 Deletionsmutanten bNSA93-100 und bNSA102-110
uneingeschrankt mit bNS2wt.

4.1.3.4 Ko-Immunprazipitationen mit BRSV NS-Proteinen

Nach Vaccinia Virus (vTF7-3) vermittelter Expression der cDNAs in BSR Zellen
wurden Ko-Immunprazipitationen mit rekombinanten NS Fusionsproteinen (c-myc,
HA) durchgeflihrt, um die Interaktion der Proteine untereinander zu bestatigen. Die
NS2/NS2 Interaktion wurde hierdurch bestatigt (nicht gezeigt). Die im Y2H gezeigten
schwacheren Interaktionen zwischen NS1/NS1 und NS1/NS2 konnten durch Ko-
Immunprazipitation allerdings nicht bestatigt werden. Diese Interaktionen lassen sich

demnach nur mit dem sensitiveren Y2H System demonstrieren.

4.2 Interaktion der NS-Proteine mit Proteinen der Wirtszelle

4.2 1 ldentifizierung zellularer Bindungspartner fur BRSV NS1

Die RSV NS-Proteine verhindern die Induktion von Interferon und vermitteln
Interferonresistenz. Die Deletion von NS Genen fuhrt aber auch in IFN-
inkompetenten Zellen zu einer deutlichen Attenuierung, sodass den NS-Proteinen
zusatzliche Funktionen im Replikationszyklus des Virus und/oder in der

Beeinflussung der Wirtszelle zuzuschreiben sind. Mit Hilfe des Y2H Systems sollten
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zellulare Interaktionspartner zunachst fir NS1 identifiziert werden. Dazu wurde der
zuvor beschriebene Hefestamm AH109-BRSV NS1-BD mit einer cDNA Expressions-
bibliothek aus Lungengewebe transformiert. Positive Transformanten, die auf
Selektionsagar (—Ade/-His/-Trp/-Leu) wuchsen und ebenfalls positiv im f-
Galaktosidase Test waren, wurden hierbei weiter durch Verdlinnungsausstriche
selektiert. Die Transformation der Hefezellen mit der Expressionsbibliothek wurde in
zwei unabhangigen Ansatzen durchgeflhrt, um die Relevanz der isolierten cDNA
Klone zu bestatigen. Hierzu wurden jeweils 3 x 10° Hefezellen mit cDNA Klonen der
Expressionsbibliothek transformiert. In beiden Ansatzen wurden mehrere positive
Transformanten durch Blaufarbung identifiziert. Die Expressionsplasmide aus den
auxotroph wachsenden Hefezellen wurden isoliert und AH109-BRSV NS1-BD erneut
transformiert, um die Interaktion zu bestatigen. Insgesamt wurden so 61 cDNAs
prapariert, deren Genprodukte mit bNS1 interagierten. Die cDNAs wurden
sequenziert und mit DNA Sequenzen aus der NCBI Datenbank verglichen. In
Tabelle 3 sind die identifizierten cDNAs mit Sequenzhomologien zu Sequenzen aus
der Datenbank aufgelistet. Bei den mehrfach isolieten cDNAs handelt es sich

meistens um identische Klone.

Klon# | DNA Sequenzhomologie nach NCBI Blast (3)

1 Thymosin beta 4

2 Membrangebundenes Interferon-reguliertes Glykoprotein (nicht publiziert)
3 Ran bindendes Protein16 (RanBP16)

4 Ran bindendes Protein16 (RanBP16)

5 Thymosin beta 4

6 c-myc bindendes Protein (MM-1)

7 Nicht naher charakterisierte Sequenz (homo sapiens)
8 p-Coatomer Protein | (3 COPI)

9 B-Coatomer Protein | (3 COPI)

10 Nicht naher charakterisierte Sequenz (homo sapiens)
11 p-Coatomer Protein | (3 COPI)

12 B-Coatomer Protein | (3 COPI)

13 Ran bindendes Protein16 (RanBP16)

14 Thymosin beta 4

15 p-Coatomer Protein | (3 COPI)

16 Thymosin beta 4

17 Thymosin beta 4

18 B-Coatomer Protein | (3 COPI)

19 p68 nukledre DEAD Box Helikase
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20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37

38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59

Lung surfactant Protein A

Thymosin beta 4

Nicht naher charakterisierte Sequenz (homo sapiens)
Nicht naher charakterisierte Sequenz (homo sapiens)
KIAA0092

KIAA0092

Nicht naher charakterisierte Sequenz (homo sapiens)
KIAA0092

KIAA0092

Nicht naher charakterisierte Sequenz (homo sapiens)
Hitzeschock Protein

Nicht naher charakterisierte Sequenz (homo sapiens)
Thymosin beta 4

Thymosin beta 4

Cathepsin C

Thymosin beta 4

c-myc bindendes Protein (MM-1)

Nicht naher charakterisierte Sequenz (homo sapiens)

2. Transformation der cDNA Expressionsbibliothek
EE-3 nukleares Protein

Glutathion-S-Transferase

Cathepsin C

RAL assoziiertes Protein (RalBP1)

p-Coatomer Protein | (3 COPI)

Nicht naher charakterisierte Sequenz (homo sapiens)
Zink Finger Protein (unbekannte Funktion)

Cathepsin C

PM5 Protein (unbekannte Funktion)

c-myc bindendes Protein (MM-1)

pB-Coatomer Protein | (B Copl)

Nicht naher charakterisierte Sequenz (homo sapiens)
CDK4 bindendes Protein (CDK4BP, p345F)
c-myc bindendes Protein (MM-1)

p-Coatomer Protein | (3 COPI)

c-myc bindendes Protein (MM-1)

p-Coatomer Protein | (3 COPI)

Citrat Lyase

p-Coatomer Protein | (3 COPI)

Ran bindendes Protein16 (RanBP16)

KIAA0092

PM5 Protein (unbekannte Funktion)
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60 Cathepsin C
61 c-myc bindendes Protein (MM-1)

Tab. 3 DNA Sequenzhomologien identifizierter cDNAs

Fett markierte cDNAs wurden im Rahmen dieser Arbeit weiter analysiert.

Wie aus der Tabelle zu entnehmen ist, wurden neben Sequenzen bekannter
Protein-kodierender Gene auch Sequenzen identifiziert, die Homologien zu
sequenzierten Genabschnitten haben und deren Genprodukte bislang nicht
charakterisiert wurden. In diesem Fall wurde die Sequenz mit ,nicht néher
charakterisierte Sequenz (homo sapiens)“ bezeichnet, wobei es sich allerdings nicht
um die gleiche Sequenz handelt. Weiterhin wurden die Plasmide, die weiter flr diese
Arbeit verwendet wurden, fett markiert. Wie gezeigt, war CDK4BP (p34°F"") einmal,
p68 einmal, RanBP16 4 mal, der c-Myc Modulator (MM-1) 6 mal und das B-Coatomer
Protein | (B-COPI) 10 mal vertreten. Mit Ausnahme der CDK4BP und der p68 cDNA
wurden die anderen cDNAs in den beiden unabhangigen Ansatzen mehrfach isoliert.

Uber die theoretischen Genprodukte der nicht naher charakterisierten
Genabschnitte kann in Hinblick auf eine mogliche Interaktion mit NS1 nichts gesagt
werden, da nicht klar ist, ob zu diesen Sequenzen uUberhaupt authentische Proteine
in der Zelle existieren oder ob es sich um artifizielle Peptidsequenzen handelt.

Um unspezifische Bindungspartner auszuschlielen, wurden Hefezellen, die
LamC-BD exprimieren, mit samtlichen isolieten cDNA Klonen aus der
Expressionsbibliothek transformiert. Lam C wurde hierbei als Negativkontrolle
verwendet, da dieses Protein keine Interaktionen mit anderen Proteinen eingeht.
Durch Transformation von AH109-LamC-BD mit den cDNAs fur Thymosin beta 4,
CathepsinC, PM5, Glutathion-S-transferase und Citrat Lyase wurde gezeigt, dass es
sich bei diesen Proteinen um falsch positive Interaktionen handelt, da diese Proteine
Reportergene auto-transaktivieren. Diese Transformanten waren ebenfalls positiv
(Wachstum/Blaufarbung), weshalb endogene Hefeproteine an der Interaktion aber
nicht BRSV NS1 bzw. Lamin C beteiligt sein mussten.

Far die weiteren Arbeiten wurden in erster Linie NS1 interagierende Proteine
ausgewabhlt, die zumindest in Ansatzen charakterisiert waren. Wie oben beschrieben,
ist NS1 im Zytoplasma und im Nukleus infizierter Zellen lokalisiert. Interessant in
diesem Zusammenhang waren vor allem die Proteine CDK4BP (p34°F"'), MM-1,
RanBP16 und p68, da diese Proteine ebenfalls im Zellkern lokalisiert sind. p-COPI ist
dagegen ausschliel3lich im Zytoplasma lokalisiert. Dieses Protein wurde am
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haufigsten als Interaktionspartner in unabhangigen Transformationen der Hefezellen
identifiziert. Die Synthese dieses Proteins in AH109 in Kombination mit bNS1
verursachte ein starkes Signal im pB-Galaktosidase Test, weshalb von einer starken

Interaktion zwischen den beiden Proteinen ausgegangen wurde.

4.2.2 Charakterisierung der Interaktion identifizierter zellularer Proteine mit NS-

Proteinen

Aufgrund des bereits beschriebenen kooperativen Mechanismus der NS-Proteine im
Hinblick auf die Interferonresistenz wurde zunachst untersucht, ob BRSV NS2
ebenfalls die identifizierten Proteinfragmente in Hefe binden kann. Weiterhin wurden
fur alle identifizierten Interaktionspartner cDNAs voller Lange fur die weitere
Charakterisierung in verschiedene Expressionsvektoren kloniert, um weiterfuhrende

Testsysteme zu etablieren.

4.2.2.1 Synthese von BRSV NS1 und NS2 als GST Fusionsproteine in E.coli

Zur naheren Charakterisierung der Interaktion der identifizierten zellularen Proteine
mit NS1 wurde das BRSV NS1- und BRSV NS2-Protein fiur weitere
Interaktionsstudien zunachst als GST Fusionsproteine in E.coliBL21 (DE)
synthetisiert und aus Lysaten affinitatsgereinigt. Nach Transformation der Bakterien
mit entsprechenden Plasmiden fur GST, GST-BRSV NS1 und GST-BRSV NS2
wurden Bakterienklone identifiziert, die die jeweiligen Proteine in ausreichender
Menge nach Induktion der Proteinsynthese mit IPTG synthetisierten. Mit diesen

Proteinen wurden weitere Interaktionsstudien in vitro durchgefuhrt.
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Abb. 13 Synthese von GST-Fusionproteinen in E.coli.

(A) Die Synthese von GST-BRSV NS2 in Abhangigkeit von der Zeit nach Induktion (1-6 h) mit 1 mM
IPTG ist exemplarisch fur GST-Fusionsproteine im Coomassie Gel gezeigt (n.i.=nicht induziert).
Proteinlysate aus jeweils 10 pl transformierten E.coli BL21 wurden im Polyacrylamidgel aufgetrennt
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und mit Coomassie R250 gefarbt. (B) Gereinigte GST und BRSV NS Fusionsproteine wurden im
Western Blot mit spezifischen aGST Antikérpern nachgewiesen (aGST C20, Verdiinnung 1:1000).

4.2.3 Interaktion viraler NS-Proteine mit CDK4BP (p34°%"', TRIP-Br1)

Durch Transformation der AH109-BRSV NS1-BD Hefezellen mit der cDNA
Expressionsbibliothek wurde eine cDNA identifiziert, deren Genprodukt, ein Cyklin
abhangige Kinase 4 bindendes Protein (CDK4BP, p34°F""), in Hefe mit BRSV NS1

interagiert (Klon 50). Dieses Protein wurde erstmals im Zusammenhang mit einer

6INK4a

Interaktion des Zellzyklus-regulierenden Protein p1 aus einer cDNA

Expressionsbibliothek isoliert (144). p16™K*
(CDK4 und CDK®). Es zeigte sich, dass CDK4BP nicht nur mit p16™<*2, sondern

auch mit CDK4 interagiert und die inhibitorische Wirkung von p16™K% aufheben

inhibiert Cyklin abhangige Kinasen

kann, weshalb ein Komplex aus mindestens drei Proteinen angenommen wird. Die
Expression des entsprechenden Gens (SE/-1) wird in Fibroblasten durch Serum
stimuliert (144). Weiterhin wurde CDK4BP als Bindungspartner fur DP1 beschrieben,
das in Verbindung mit E2F-1 spezifische Gene beim Ubergang von der G1 in die S
Phase des Zellzyklus reguliert (79). Die hier isolierte cDNA kodiert fur das gesamte
Protein und nicht fir ein Proteinfragment. Da dieses Protein unterschiedliche Namen
hat (p34°F"", TRIP-Br1), wird dieses Protein zur Vereinfachung im Folgenden als
CDK4BP bezeichnet.

Um festzustellen, ob auch BRSV NS2 dieses Protein binden kann, wurde der
Hefestamm AH109-BRSV NS2-BD mit der identifizierten cDNA transformiert.
Weiterhin  wurden Hefestamme, die NS-Proteine anderer Pneumoviren
synthetisieren, mit der CDK4BP cDNA transformiert.
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Abb. 14 Interaktion von CDK4BP mit NS-Proteinen unterschiedlicher Pneumoviren

(A) Unter nicht selektiven Bedingungen (-Trp, -—Leu) wachsen die CDKA4BP/NS-Protein
exprimierenden Hefen. Lediglich in Verbindung mit mNS1 und mNS2 ist das Wachstum der Hefezellen
leicht eingeschrankt. (B) Unter selektiven Bedingungen (—Ade, —His, —Trp, —Leu) wird Wachstum
durch Expression der entsprechenden Reportergene im Gegensatz zur Negativkontrolle (LamC)
ermdoglicht. Hefezellsuspensionen wurden standardisiert jeweils in 1:10 Verdiinnungen auf die Platten
aufgetragen.

LamC

Hierbei wurde gezeigt, dass humanes CDK4BP an die NS-Proteine aller
Pneumoviren in Hefe bindet und dadurch Wachstum der Hefezellen unter selektiven
Bedingungen ermdoglichte. Daher wurde CDK4BP als potentieller Bindungspartner fur
diese viralen Proteine in Betracht gezogen. Interessanterweise weisen die PVM NS-
Proteine nur sehr geringe Sequenzhomologien zu den Ubrigen RSV NS-Proteinen
auf (27). Trotzdem interagieren diese Proteine mit CDK4BP, weshalb hier eine
sequenzspezifische Bindung unwahrscheinlich ist und eher eine konservierte Struktur

fur die Bindung verantwortlich zu sein scheint.

4.2.3.1 Interaktion von CDK4BP und BRSV NS1 Deletionsmutanten in Hefe

Um die Spezifitat der Interaktion von CDK4BP zu Uberprifen, wurden Hefestamme,
die BRSV NS1 Deletionsmutanten synthetisierten, mit der CDK4BP cDNA
transformiert. Die Interaktion zwischen diesen Proteinen wurde durch die Deletionen
stark beeintrachtigt (Abb. 15) Lediglich zwei Deletionsmutanten (bNS1A71-81 und
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bNS1A93-100) =zeigten nach Transformation der Expressionsplasmide sehr
schwaches Wachstum auf Selektionsmedien.

Dieser Befund macht deutlich, dass geringe Veranderungen des Wildtyp
BRSV NS1 in unterschiedlichen Bereichen erhebliche Auswirkungen auf die
Interaktion mit diesem zellularen Protein haben. Dies deutet darauf hin, dass

strukturelle Voraussetzungen fur die Bindung gegeben sein missen.

CDK4BP

bNS1 A1-15

bNS1 A33-41
bNS1 A43-51

bNS1 A58-67

il

bNS1 A71-81

bNS1 A93-100 —F
bNS1 A102-110 —F

bNS1 wt ]

(&)
B

Abb. 15 Interaktion von CDK4BP und BRSV NS1 Deletionsmutanten in Hefe

(A) Unter nicht selektiven Bedingungen wachsen Hefezellen, die CDK4BP und BRSV NS1
Deletionsmutanten synthetisieren.(B) Unter selektiven Bedingungen wachsen die Hefezellen nur bei
Synthese von Wildtyp BRSV NS1 und CDK4BP Fusionsproteinen.

4.2.3.2 Ko-Immunprazipitation von BRSV NS-Proteinen durch CDK4BP

Zur Bestatigung der Interaktion wurden Ko-Immunprazipitationen rekombinanter
Proteine aus Lysaten transfizierter BSR Zellen durchgefuhrt.

Fir die Ko-Immunprazipitationen wurden BSR Zellen mit Vaccinia Viren (vVTF7-3),
die T7 Polymerase exprimieren, infiziert und anschlieRend mit pGADT7-BRSV NS1
und NS2 (jeweils HA fusioniert) sowie mit pTIT-myc-CDK4BP Plasmiden transfiziert.
Hierbei wurden durch die vTF7-3 vermittelte Uberexpression hohe Konzentrationen
der entsprechenden Proteine synthetisiert (Abb. 16). Als Positivkontrolle fir eine
Protein-Protein Wechselwirkungen wurden zusatzlich Vaccinia infizierte BSR Zellen
mit kodierenden cDNAs fur c-Myc (c-myc) und Max (HA) transfiziert. Diese Proteine
bilden stabile Heteromere und eignen sich daher ideal als Positivkontrolle.

Unspezifische Prazipitationen durch Protein A Sepharose oder HA Antikdrper

konnten ausgeschlossen werden (Abb. 16, Spur 3) . Um zudem auszuschliel3en,
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dass es sich bei den ko-immunprazipitierten Proteinen um Vaccinia Virus Proteine
handelt, wurden neben der Mock Kontrolle Lysate von infizierten Zellen mit
entsprechenden HA Antikorpern immunprazipitiert (Abb. 16, Spur2). Als
Positivkontrolle wurde das c-Myc Protein durch den zellularen Bindungspartner Max
mit HA Antikdrpern ko-immunprazipitiert. Nach Uberexpression der NS cDNAs alleine
oder in Kombination, wird durch NS-Proteine das CDK4BP ko-immunprazipitiert
(Abb. 16).
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Abb. 16 BRSV NS-Protein Interaktion mit CDK4BP in BSR Zellen

BSR Zellen wurden mit Vaccinia Viren (vTF7-3) infiziert (MOl =5) und anschlieBend mit den
angegebenen cDNAs transfiziert. 24 h nach Expression der cDNAs wurden Ko-Immunprazipitationen
mit HA Antikdrpern (Y 11) durchgefihrt. Neben der Mock Kontrolle wurden Lysate von infizierten Zellen
mit Y11 Antikérpern inkubiert und prazipitiert (Spur 2). Uberexprimiertes CDK4BP in Zellen wird nicht
durch HA Antikérper prazipitiert (Spur 3). Wie erwartet wurde das c-Myc Protein durch den zellularen
Bindungspartner Max mit HA Antikérpern ko-immunprazipitiert (Spur 4). Nach Uberexpression der NS
cDNAs alleine oder in Kombination, wird CDK4BP ko-immunprazipitiert (Spur 4-6). Rekombinante
Proteine wurden jeweils mit spezifischen Antikérpern gegen das fusionierte Epitop (9E10 bzw. Y11,
Verdinnung 1:1000) auf dem Western Blot nachgewiesen. Expressionskontrollen zeigen
rekombinante Proteine. Die fusionierten Epitope sind in Klammern angegeben.
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4.2.3.3 Ko-Lokalisation von BRSV NS1 mit CDK4BP in infizierten Zellen

Um die Lokalisationen des identifizierten CDK4BP in BRSV-infizierten Zellen zu
studieren, wurden BSRT7-5 Zellen mit pTIT-myc-CDK4BP transfiziert und mit
spezifischen Antikdrpern gegen das fusionierte c-myc Epitop nachgewiesen. Nach
Expression der cDNA war das Protein ausschlieBlich im Zellkern lokalisiert (nicht
gezeigt). Zur Vereinfachung des Testsystems wurden die Zellen mit dem EGFP-C3-
CDKA4BP Konstrukt transfiziert. Hierbei wurde eine identische Lokalisation festgestellt
und daher dieses Konstrukt weiter verwendet. Die Fusion mit EGFP hatte somit
keinen Einfluss auf das Verhalten des CDK4BP in BSRT7-5 Zellen. Nach Infektion
mit BRSV NS1 (HA) wurde durch Immunfluoreszenz Ko-Lokalisation des NS1
Proteins mit CDK4BP im Zellkern demonstriert (Abb. 17). Die spezifische Lokalisation
des zelluldren Proteins anderte sich demnach nicht durch Infektion mit BRSV,
weshalb davon ausgegangen werden kann, dass die Interaktion von NS1 mit
CDK4BP im Nukleus infizierter Zellen stattfindet.

o %

S

NS1/CDK4BP

CDK4BP

Abb. 17 Ko-Lokalisation des BRSV NS1(HA) mit EGFP-CDK4BP im Nukleus infizierter BSRT7-5
Zellen

EGFP-CDK4BP exprimierende BSRT7-5 Zellen wurden mit BRSV NS(HA) infiziert (MOl = 0,1). EGFP
Fluoreszenz wird nur im Nukleus nachgewiesen. Die Immunfluoreszenz des NS1 (HA) nach Infektion
zeigt eine deutliche Anfarbung des charakteristischen Synzytiums. Hier ist NS1 sowohl im Zytoplasma
als auch im Nukleus nach Infektion lokalisiert. Das dritte Bild zeigt die Uberlagerung beider Kanéle
und die Ko-Lokalisation im Zellkern (gelb). NS1 (HA) wurde mit spezifischen Antikérpern gegen das
HA-Epitop und sekundaren Cy3 gekoppelten Antikérpern nachgewiesen (Y11, Verdinnung 1:100;
Cy3, Verdiinnung 1:100)

4.2 .4 Interaktion viraler NS-Proteine mit 3-COPI

4.2.4.1 Interaktion der BRSV NS-Proteine mit dem Proteinfragment 3-COPI’

Durch Transformation der Hefezellen mit der cDNA Expressionsbibliothek wurde aus
insgesamt 10 Hefetransformanten in unabhangigen Experimenten eine cDNA isoliert,

die fur ein C-terminales Fragment des zytoplasmatischen Proteins B-COPI kodiert
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(Aminosauren 762-953). -COPI bildet zusammen mit den Untereinheiten a-, B'-, v-,
6-, e und (-COPIl den sogenannten Coatomer Komplex, der nicht-Clathrin
enthaltende Vesikel umhillt. Diese Vesikel vermitteln unter anderem retrograden
Transport vom Golgi Apparat zum Endoplasmatischen Retikulum. Zusatzlich wird far
dieses Protein auch eine Funktion beim endosomalen Transport diskutiert (160).
Zunachst wurde das Proteinfragment (B-COPI*) in Hefezellen, die NS1
exprimierten, synthetisiert und die spezifische Bindung im qualitativen f-
Galaktosidasetest bestatigt. Im Gegensatz zu CDK4BP lie} sich keine Bindung von
B-COPI* an BRSV NS2 durch p-Galaktosidaseaktivitat auf den Filtern nachweisen
(Abb. 18A). Im quantitativen B-Galaktosidasetest mit dem Hefestamm Y187 wurde
eine starke Bindung zwischen NS1 und B-COPI* bestatigt (Abb. 18B). In diesem
Testsystem wurde auch eine leicht erhdhte p-Galaktosidaseaktivitat durch

Transformation der Hefezellen mit NS2 Plasmiden nachgewiesen.

_ LamC/SV40-
C <4 BRSV NS1/BCOPI* < Large T Antigen
> p53/SV40-
<4 BRSV NS2/BCOPI* N’ Large T Antigen

A

LamC/p53 | 0,07
bNS2/GADT7? | 0,06

bNS1/GADT? | 0,05

p53/1SV 40 Large T

Antigen 60,1

bNS1/beta COPI*

bNS2/beta COPI* § 0,65

T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 30 60 70 80

B

idase Ei wheiten
Y

Abb. 18 Interaktion der BRSV NS-Proteine mit B-COPI

(A) Mit dem cDNA Fragment B—COPI* transformierter AH109-BRSV NS1-BD ist positiv im j-
Galaktosidase Test. Allerdings zeigen AH109-BRSV NS2-BD Hefezellen, die mit dem gleichen
Plasmid (B-COPI*) transformiert wurden, keine erhdhte p-Galaktosidaseaktivitat in diesem Testsystem.
(B) Durch Transformation des Hefestamms Y187 mit NS- und B-COP!I -kodierenden Plasmiden wurde
die Interaktion mit B-COPI bestatigt und zudem eine leicht erhdhte B-Galaktosidaseaktivitat durch
Transformation der Hefezellen mit bNS2 cDNAs gemessen.
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4.2.4.2 Interaktion der Pneumovirus NS-Proteine mit dem B-COPI Protein

Um die Bindung des gesamten B-COPI an BRSV NS1 in Hefe zu bestatigen, wurde
die kodierende cDNA flr das vollstandige Protein in pGADT7 mittels RT-PCR kloniert
und AH109-BRSV NS1-BD mit diesem Konstrukt transformiert. Auch das gesamte
Protein und nicht nur das Proteinfragment interagierte mit BRSV NS1, was durch a-
Galaktosidase Aktivitat auf Selektionsplatten demonstriert wurde (nicht gezeigt).
Interessanterweise interagierte das gesamte Protein nun ebenfalls deutlich mit NS2
in Hefezellen, was auf unterschiedliche Bindungsstellen der NS-Proteine schlie3en
lasst (Abb. 19). LamC zeigte dagegen keine Interaktion mit B-COPI. Durch
Transformation der gesamten B-COPI cDNA wurden zudem Interaktionen der NS-

Proteine von HRSV und PVM mit 3-COPI demonstriert.

Verdiinnung (1:10) > Verdiinnung (1:10) >

hNS1

hNS2

bNS1

bNS2

mNS1

mNS2

LamC

A B

Abb. 19 Interaktion von p-COPI mit NS-Proteinen verschiedener Pneumoviren

(A) Mit B-COPI cDNA voller Lange transformierte, NS exprimierende Hefen wachsen unter nicht
selektiven Bedingungen. (B) Unter selektiven Bedingungen zeigen die jeweiligen Hefestamme
Wachstum durch Expression der Reportergene im Gegensatz zur Negativkontrolle (LamC).
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4.2.4.3 Interaktion von B-COPI und BRSV NS1 Deletionsmutanten in Hefe

Zum Test der Spezifitit der NS1/B-COPI" Interaktion wurden die Hefestamme, die
verschiedene BRSV NS1 Deletionsmutanten synthetisieren, mit der B-COPI" cDNA
transformiert. Auch hier wurde die Bindung von B-COPI™ in Hefe durch Deletionen
weniger Aminosauren in NS1 stark beeintrachtigt. Allerdings wurde eine deutliche
Bindung der Deletionsmutante bNS1A93-100 an B-COPI" in Hefe nachgewiesen
(Abb. 20).

B-COPI*

bNS1 A1-15
bNS1 A33-41
bNS1 A43-51

bNS1 A58-67

il

bNS1 A71-81

bNS1 A93-100 —/_
bNS1 A102-110 —F

bNS1 wt ]

Abb. 20 Mutationsanalyse der Interaktion zwischen BRSV NS1 (bNS1) und B-COPI'

(A) Wachstum von transformierten Hefen unter nicht selektiven Bedingungen. (B) Unter selektiven
Bedingungen bindet bNS1wt und die Deletionsmutante bNS1A93-100 das B-COPI Proteinfragment.
Die Ubrigen Deletionen haben dagegen groRen Einfluss auf die Interaktion.

4.2.4.4 Ko-Immunprazipitation von NS-Proteinen durch -COPI

BSR Zellen wurden mit vTF7-3 infiziert und die Zellen mit pGBKT7-BRSV NS1 und
NS2 (c-myc) sowie mit pGADT7-B-COPI (HA) kodierenden Plasmiden unter Kontrolle
des T7 Promotors transfiziert. Beide rekombinanten BRSV NS-Proteine wurden
durch Immunprazipitation von B-COPI durch entsprechende Antikorper ko-
immunprazipitiert (Abb. 18). Die NS-Proteine interagieren darUber hinaus auch
einzeln mit B-COPI (nicht gezeigt). Hiermit wurden die Ergebnisse aus dem Y2H

System in Zellen biochemisch bestatigt.
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Abb. 21 Ko-Immunprazipitation der BRSV NS-Proteine durch 3-COPI

BSR Zellen wurden mit Vaccinia Viren (vTF7-3) infiziert (MOl = 5) und anschlieBend mit 2 ug der
angegebenen cDNAs transfiziert. 24 h nach Expression der cDNAs wurden Ko-Immunprazipitationen
mit HA Antikdrpern durchgefihrt. Neben der Mock Kontrolle wurden Lysate von Vaccinia infizierten
Zellen mit aHA Antikorpern inkubiert (Spur 2). c-myc fusionierte BRSV NS-Proteine werden durch HA
spezifische Antikérper nicht immunprézipitiert (Spur 3). Nach Uberexpression der B-COPI cDNA ko-
immunprazipitieren beide NS-Proteine mit B-COPI. Die ko-immunprazipitierten Proteine sind hier und
im Folgenden aus Griinden der Ubersichtlichkeit getrennt dargestellt (Original Abbildung im Anhang).

4.2.4.5 Ko-Lokalisation von BRSV NS1/NS2 und B-COPI in infizierten Zellen

Nach Expression klonierter B-COPI Fusionskonstrukte (c-myc, EGFP), wurde eine
gleichmafige Verteilung des rekombinanten Proteins im Zytoplasma transfizierter
BSR Zellen beobachtet. Rekombinant synthetisiertes B-COPI bildet allerdings keine
deutlichen vesikularen Strukturen im Zytoplasma (nicht gezeigt). Nach Infektion mit
BRSVwt verandert sich die Lokalisation des Proteins ebenfalls nicht. Es ist daher

davon auszugehen, dass die Interaktion im Zytoplasma stattfindet.

4.2.5 Interaktion viraler NS-Proteine mit RanBP16

4.2.5.1 Interaktion der BRSV NS-Proteine mit dem RanBP16 Proteinfragment

In unabhangigen Transformationen der AH109-BRSV NS1-BD Hefezellen mit der
cDNA Expressionsbibliothek wurde eine cDNA mehrfach isoliert, die fur ein Protein
der B Importin Familie kodiert (96). Die identifizierte RanBP16 cDNA kodiert fur ein C-
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terminales Proteinfragment (Aminosauren 822-1087). Dieses Protein bindet die
GTPase Ran, das das zentrale Protein fur den nukledren Im- und Export von
Proteinen ist. Bisher konnte RanBP16 keine definierte Funktion zugeordnet werden.
Bekannt ist lediglich die Interaktion mit der GTPase Ran. Weiterhin sind keine
Proteine bekannt, die mit RanBP16 interagieren und hierdurch in den Nukleus
importiert oder exportiert werden konnten. RanBP16 und das homologe RanBP17
sind im Vergleich zu anderen Ran bindenden Proteinen gering konserviert. Wie alle
ubrigen RanBP ko-lokalisiert RanBP16 mit dem sogenannten nuklearen Poren
Komplex und ist vorwiegend im Nukleus lokalisiert (96).

AH109-BRSV NS1-BD Hefezellen wurden mit dem RanBP16 cDNA Fragment
retransformiert. Im Gegensatz zu Transformanten, die BRSV NS1 in Kombination mit
diesem Proteinfragment synthetisierten, wurde bei AH109-BRSV NS2-BD Hefezellen
keine p-Galaktosidase Aktivitat gemessen (Abb. 22), weshalb zunachst eine

spezifische Interaktion mit NS1 angenommen wurde.

LamC/SV40-
<« BRSV NS1/RanBP16* < Large T Antigen
7 |4 P53ISVA0-
<« BRSV NS2/ RanBP16* | ../ Large T Antigen
A
LamC/p53 }0,07
bNS2/GADT? }0,06
bNS1/GADT? (0,05
53/SV 40 L. T
° Amige:lrge 801
bNS1/RanBP16" 355
bNS2/RanBP16" } 0,12
|I1 1Io z'u :;o 4.0 slo ﬁ'll ?Iﬂ s'u
B 2 Galakt id ErILJ inhelt: L}

Abb. 22 Interaktion von BRSV NS-Proteinen mit RanBP16

(A) Filtertest zum Nachweis von B-Galaktosidase. Erhdhte p-Galaktosidase Aktivitat wird hierbei nur
durch Expression von bNS1 und RanBP16 in AH109 gemessen. (B) Quantitativer Nachweis von f-
Galaktosidase. Transformierte Y187 Hefezellen bestitigen die Interaktion von RanBP16 mit
BRSV NS1 durch erhdhte p-Galaktosidase Aktivitat. Y187 Hefezellen wurden zur Negativkontrolle
entweder mit pPGADT7 Vektoren oder LamC/p53 cDNAs transformiert.
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4.2.5.2 Mutationsanalyse der Interaktion zwischen BRSV NS1 und RanBP16’

Um die Spezifitdt der Interaktion zu analysieren, wurde das C-terminale RanBP16’
Proteinfragment in AH109 Hefezellen synthetisiert, die entsprechende
Deletionsmutanten des BRSV NS1 synthetisierten. Hierbei hatten wiederum
geringflgige Deletionen des NS1 Proteins gro3en Einfluss auf die Interaktion. Nach
Transformation der Hefezellen wurde nur Wachstum bei Interaktion mit Wildtyp NS1
beobachtet. Samtliche Deletionsmutanten interagierten dagegen nicht mehr mit dem

C-terminalen RanBP16° Fragment.

RanBP16*

bHS1 A1-15 . ———
bHS1 A33-H _
bHS1 A43-51 —\ —
bHS1 ASG-67 T  —
bH51 AT1-81 —F
bH51 A93-100 —\J—
bHS1 A102-110 —

bHS1 wit ]

4000000 00

Abb. 23 Mutationsanalyse der Interaktion zwischen BRSV NS1 und RanBP16’

(A) Hefewachstum unter nicht selektiven Bedingungen. (B) Unter selektiven Bedingungen bindet nur
bNS1wt das RanBP16 Proteinfragment.

4.2.5.3 Interaktion der Pneumovirus NS-Proteine mit RanBP16

Durch Expression der isolierten RanBP16 cDNA aus der Expressionsbibliothek
wurde in verschiedenen Hefestammen mit unterschiedlichen Testsystemen eine
Interaktion dieses Proteinfragments mit BRSV NS1 identifiziert und charakterisiert.
BRSV NS2 bindet RanBP16  offensichtlich nicht. Um zu testen, ob BRSV NS1 und
NS2 mit dem gesamten Protein interagieren kann, wurden zusatzlich AH109-
BRSV NS2-BD Hefezellen mit der gesamt cDNA fir RanBP16 transformiert. Die
Bindung an NS1 wurde hierdurch bestatigt und zusatzlich eine Bindung an
BRSV NS2 festgestellt. Interessanterweise reagierten die NS-Proteine des HRSV
und PVM ebenfalls mit dem gesamten RanBP16 (Abb. 24), was zusatzlich durch a-
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Galaktosidaseaktivitat der Transformanten auf Agarplatten demonstriert wurde (nicht

gezeigt).

Verdiinnung (1:10) > Verdiinnung (1:10) >

mNS1 . e .

0000 %

240 00 0 &
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Abb. 24 Interaktion von RanBP16 mit NS-Proteinen verschiedener Pneumoviren

(A) Mit vollstandiger RanBP16 cDNA transformierte Hefen wachsen unter nicht selektiven

Bedingungen. (B) Unter selektiven Bedingungen zeigen die jeweiligen Hefestdmme besseres
Wachstum als die Negativkontrolle (LamC).

4.2.5.4 Ko-Immunprazipitation von BRSV NS-Proteinen durch RanBP16

Durch Analysen mit dem Y2H System wurde die Interaktion von RanBP16 mit beiden
NS-Proteinen identifiziert und charakterisiert. Um die Interaktion rekombinanter
Proteine in BSR Zellen zu zeigen, wurden Ko-Immunprazipitationen durchgefihrt.
Hierbei interagierte RanBP16 tatsachlich mit beiden NS-Proteinen entweder einzeln

Uberexprimiert (nicht gezeigt) oder in Kombination (Abb. 25).
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Abb. 25 Ko-Immunprazipitation der BRSV NS-Proteine durch RanBP16

BSR Zellen wurden mit Vaccinia Viren (vTF7-3) infiziert (MOl = 5) und anschlieBend mit 2 ug der
angegebenen cDNAs transfiziert. 24 h nach Expression der cDNAs wurden Ko-Immunprazipitationen
mit aHA Antikorpern durchgefiihrt. Neben der Mock Kontrolle wurden Lysate von Vaccinia infizierten
Zellen mit aHA Antikorpern inkubiert (Spur 2). c-myc fusionierte BRSV NS-Proteine werden durch HA
spezifische Antikdrper nicht immunprazipitiert (Spur 3).Nach zusatzlicher Transfektion der Zellen mit
der RanBP16 cDNA werden die viralen NS-Proteine durch rekombinantes RanBP16 ko-
immunprazipitiert (Spur 4).

4.2.5.5 Ko-Lokalisation von BRSV NS1 und RanBP16

Nachdem verschiedene RanBP16 Fusionskonstrukte (c-myc, EGFP) in BSRT7-5
Zellen exprimiert wurden und sich die Lokalisation des Proteins durch die Fusion
nicht anderte (nicht gezeigt), wurde fir weitere Analysen RanBP16 zur
Vereinfachung als EGFP Fusionsprotein exprimiert. RanBP16 ist vorwiegend im Kern
lokalisiert, wurde jedoch z.T. im Zytoplasma nachgewiesen (Abb. 26). Da EGFP-
RanBP16 die nukleare Pore passieren kann, handelt es sich nicht ausschlieRlich um
ein Kernprotein. Nach Expression von EGFP-C3-RanBP16 und Infektion mit BRSV
NS1(HA) wurde eine deutliche Ko-Lokalisation der Proteine im Zellkern beobachtet.

GFP-RanBP16 NS1/GFP-RanBP16

Abb. 26 Ko-Lokalisation von EGFP-RanBP16 mit BRSV NS1 nach Infektion in BSRT7-5 Zellen
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Die Abbildung zeigt einzelne BRSV-infizierte Zellen. Das EGFP-RanBP16 Fusionsprotein (griin) ist
vorwiegend im Nukleus lokalisiert. NS1 (HA) wurde in infizierten Zellen mit spezifischen HA
Antikérpern nachgewiesen (Y11, Verdinnung 1:100; sekundarer Cy3 gekoppelter Antikorper,
Verdiinnung 1:100). Die dritte Abbildung zeigt eine gemeinsame Lokalisation der Proteine im Zellkern
nach Uberlagerung beider Kanale.

4.2.5.6 Nachweis des NS1 Fusionsproteins im Zellkern

Durch die Identifizierung des RanBP16 Proteins als Interaktionspartner fur NS-
Proteine, wurde ein erster Hinweis auf einen aktiven Transport der NS-Proteine in
den Nukleus erhalten. Um einen weiteren Hinweis auf einen aktiven Transport zu
erhalten, wurde ein Fusionskonstrukt kloniert, das zur Synthese eines ca. 75 kDa
Proteins in transfizierten Zellen flhrt. Hierzu wurde die EGFP cDNA in Fusion mit der
NS1- und BRSV N cDNA kloniert. Aufgrund der GroRe des Fusionsproteins kann
eine Diffusion in den Zellkern ausgeschlossen werden, da Protein mit einer
Molekulgrofde von mehr als 50 kDa nicht in den Zellkern diffundieren (106). Zudem
wurde mit BRSV N ein ausschliel3lich zytoplasmatisch lokalisiertes Protein fusioniert,
das zusatzlich eine Lokalisation im Zytoplasma gewahrleisten sollte. Nach
Transfektion von BSR Zellen fluoreszierte der Nukleus und das Zytoplasma deutlich
nach Anregung des EGFP. Durch Immunfluoreszenz mit Antikdrpern gegen das HA
Epitop und das BRSV N wurde deutlich, dass das gesamte Fusionsprotein in den
Nukleus transportiert wird. Der NS1 Fusionsanteil ist offensichtlich flr einen aktiven
Transport des Proteins in den Zellkern verantwortlich, da das Fusionsprotein genau
wie Wildtyp NS-Proteine nach Infektion in beiden zellularen Kompartimenten
lokalisiert ist. Mit Hilfe dieses Fusionskonstrukts sollte es in Zukunft moglich sein,
durch in vitro Mutagenese Sequenzen zu identifizieren, die fir den Transport des NS-
Proteins in den Zellkern verantwortlich sind und die Bedeutung der RanBP16

Interaktion fur den nuklearen Transport zu validieren.

Y¢ =ATG-GCG

Hindlll EcoRl Xmal
e A I
= GFP BRSV NS1 (HA) ‘fmf

A
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Abb. 27 Nachweis des EGFP-NS1-N Fusionsproteins im Nukleus transfizierter BSR Zellen

(A) Schematische Darstellung des artifiziellen Fusionskonstrukts. Die Startkodons der NS1 und N
Fusionsanteile wurden jeweils mutiert (ATG—>GCG), um interne Initiation der Translation zu
vermeiden. (B) Mit 1 uyg BRSV N cDNA transfizierte BSR Zellen zeigen zytoplasmatische Lokalisation
des Proteins (Antikdrper 79N/Cy3 jeweils in Verdinnung 1:100). (C) NS1 ist in infizierten Zellen im
Zytoplasma und im Zellkern lokalisiert (Antikdrper Y11/FITC jeweils Verdinnung 1:100). (D) Nach
Transfektion ist das Fusionskonstrukt im Zellkern und im Zytoplasma lokalisiert, was durch EGFP
Fluoreszenz und Immunfluoreszenz mit Antikorpern gegen NS1-HA (Y11) und N (79N, jeweils
sekundare Cy3 gekoppelte Antikorper, Verdiinnung 1:100) nachgewiesen wurde. Weilke Pfeilspitzen
markieren jeweils den Nukleus.

4.2.6 Interaktion viraler NS-Proteine mit MM-1

4.2.6.1 Interaktion der BRSV NS-Proteine mit dem MM-1 Proteinfragment

Eine weitere cDNA, die fur ein Proteinfragment des Kernproteins c-Myc Modulator 1
(MM-1, Aminosauren 18-167) kodiert, wurde ebenfalls aus der Expressionsbibliothek
isoliert. MM-1 wurde als Kernprotein beschrieben, das mit dem Proto-Onkogen c-Myc
interagiert. MM-1 reprimiert spezifisch E-Box abhangige, c-Myc vermittelte
Transkription nach Uberexpression der MM-1 cDNA (115). Weitere Studien gaben
Hinweise auf den molekularen Mechanismus der c-Myc Repression. MM-1 interagiert
demnach mit dem Ko-Repressor TIF1p/KAP1 und rekrutiert einen Komplex aus den
Proteinen c-Myc, mSin3 und HDAC1 (Histon Deacetylase 1). MM-1 wird daher als
Adapterprotein zur Rekrutierung dieses Repressorkomplexes an c-Myc und zellulare
Promotoren diskutiert (131). Weiterhin wird eine Interaktion des MM-1 mit p73
diskutiert, das Homologien zum Tumorsupressor p53 aufweist. Wie p53 arretiert p73

nach Uberexpression den Zellzyklus, wobei nur p73 durch MM-1 aktiviert wird. c-Myc
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bindet ebenfalls p73 und kann hierdurch den Zellzyklus Arrest verhindern (155). MM-
1 inhibiert demnach die Aktivitat von c-Myc an verschiedenen Promotoren und
scheint daher ein c-Myc Repressor zu sein.

Durch Re-Transformation der Hefezellen wurde die Bindung von BRSV NS1 an das
MM-1 Proteinfragment bestatigt (Abb. 28A). Da MM-1 Reportergene in Hefe nicht
transaktiviert, ist die Expression der Reportergene auf die Interaktion der NS
Fusionsproteine mit MM-1 zurlckzuflihren. Durch Transformation des Hefestamms
Y187 mit entsprechenden cDNAs wurde die zuvor identifizierte Interaktion durch
erhohte B-Galaktosidase Aktivitat in vitro bestatigt (Abb. 28B). Durch Transformation
BRSV NS2 exprimierender Hefezellen mit dem MM-1 cDNA Fragment wurde

zusatzlich eine Interaktion mit NS2 festgestellt.

LamC/SV40-
4 BRSV NS1/MM-1* Large T Antigen
£ p53/SV40-
<« BRSV NS2/MM-1* S/ Large T Antigen
LamCip53 0,07
bNS2/GADT7 }0,06
bNS1/GADT7 (0,05
pSSJS:n:DgI;::rge T 60,1
bNS1/MM-1*
bNS2/MM-1*
£‘I 1.0 Z.Il 3.0 4.0 5.0 B.U ?'0
B p-Galaktosidase Enzymeinheiten

Abb. 28 Interaktion des MM-1 Proteinfragments (MM-1 *) mit BRSV NS-Proteinen in Hefe

(A) Mit MM-1* transformierte AH109 Hefezellen zeigen erhdhte B-Galaktosidase Aktivitat auf Filtern.
(B) Transformierte Y187 Hefezellen bestatigen die MM-1*/NS-Interaktion durch erhdhte (-
Galaktosidase Aktivitat in vitro.
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4.2.6.2 Mutationsanalyse der Interaktion zwischen BRSV NS1 und MM-1"

Die Spezifitat der Interaktion von MM-1* wurde anschlielend durch Mutationsanalyse
mit BRSV NS1 in Hefe gezeigt (Abb. 29). Hierbei wird die Interaktion zwischen MM-
1* und BRSV NS1 durch Deletionen des NS1 Proteins im Bereich der Aminosauren
58-67 nicht und 93-100 nur unwesentlich in Hefe beeintrachtigt. Die
Deletionsmutante bNS1A102-110 zeigte nach Expression in Kombination mit MM-1*
sehr schwaches Wachstum, weshalb hier noch eine schwache Interaktion stattfinden
sollte. Wie bereits fur die Interaktion zwischen BRSV NS1 und NS2 gezeigt, wirken
sich Deletionen im C-terminalen Bereich des NS1 Proteins weniger schwerwiegend

auf die Interaktion aus.

MM-1*

bNS1 A1-15
bNS1 A33-41
bNS1 A43-51

bNS1 A58-67

il

bNS1 A71-81

bNS1 A93-100 —F
bNS1 A102-110 —F

bNS1 wt

A

Abb. 29 Mutationsanalyse der Interaktion zwischen BRSV NS1 und MM-1

(A) Hefen unter nicht-selektiven Bedingungen. (B) Unter selektiven Bedingungen zeigen die
Deletionsmutanten bNS1A58-67 und bNS1A93-100 keine Beeintrachtigung des Wachstums. Die
Deletionsmutante bNS1A102-110 zeigt stark eingeschrénktes Wachstum.

4.2.6.3 Interaktion der Pneumovirus NS-Proteine mit MM-1

Um die Interaktion von MM-1 mit den anderen NS-Proteinen verschiedener
Pneumoviren zu zeigen, wurden entsprechend konstruierte AH109 Hefestdmme mit
der vollstandigen MM-1 cDNA transformiert. Obwohl geringfiigige Deletionen von
wenigen Aminosauren des BRSV NS1 Proteins die Interaktion mit MM-1 verhindern
konnen, bindet das MM-1 Protein neben den HRSV NS-Proteinen auch die PVM NS-
Proteine in Hefe (Abb. 30).
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Verdiinnung (1:10) > Verdiinnung (1:10) >

hNS1

hNS2

bNS1

bNS2

mNS1

mNS2

LamC

A

Abb. 30 Interaktion von MM-1 mit NS-Proteinen verschiedener Pneumoviren

(A) Hefen unter nicht-selektiven Bedingungen. (B) Unter selektiven Bedingungen wachsen Hefezellen
nach Synthese der unterschiedlichen Virusproteine und MM-1. MM-1 transaktiviert dagegen die
Reportergene bei Expression von LamC nicht.

4.2.6.4 Ko-Immunprazipitation der BRSV NS-Proteine durch MM-1

Zur Bestatigung der Interaktion wurden Ko-Immunprazipitationen nach Infektion mit
VvTF7-3 und Synthese der Proteine in BSR Zellen durchgefuhrt. Hierbei wurde
rekombinantes MM-1 in Fusion mit dem HA Epitop synthetisiert und mit spezifischen
Antikorpern prazipitiert. Hierbei ko-immunprazipitierten rekombinante BRSV NS-

Proteine sowohl einzeln (nicht gezeigt) als auch in Kombination (Abb. 31).
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Abb. 31 Ko-Immunprazipitation der BRSV NS-Proteine durch MM-1

NS- und MM-1 cDNAs wurden in BSR Zellen rekombinant exprimiert und mit oHA Antikérpern
immunprazipitiert. Negativkontrollen zeigen auf dem Western Blot keine Signale (Spur 1 und 2). Durch
Inkubation mit HA spezifischen Antikdrpern (Y11) werden NS1 und NS2 nicht prazipitiert (Spur 3).
Nach Synthese von MM-1 (HA) in BSR Zellen, werden beide rekombinanten NS-Proteine durch MM-1
ko-prazipitiert (Spur 4).

4.2.6.5 Interaktion von MM-1 mit BRSV NS-Proteinen in vitro (GST pull down)

Um die direkte Interaktion des zellularen Proteins mit den NS-Proteinen in einem
weiteren unabhangigen Testsystem zu zeigen, wurden GST pull down Experimente
durchgefuhrt. Hierzu wurden bakteriell synthetisierte BRSV GST-NS Fusionsproteine
verwendet (4.2.2.1) und mit in vitro translatiertem %S markiertem MM-1 inkubiert.
Nach Inkubation wurden GST Fusionsproteine mit Glutathionagarose prazipitiert.
Nach Auftrennung im Polyacrylamidgel wurde mittels Autoradiographie ko-
prazipitiertes MM-1 detektiert. Durch GST pull down wurde somit die direkte

Interaktion zwischen MM-1 und den NS-Proteinen gezeigt.

<4 MM-1

Abb. 32 Interaktion der BRSV NS-Proteine mit MM-1 in vitro

Autoradiographie ko-prazipitierter MM-1 Proteine im GST pull down. 1,5 ug der GST Fusionsproteine
wurden jeweils mit 5 pl %3 radioaktiv markiertem MM-1 inkubiert (4 °C, 4 h). Die Proben wurden mit
50 pl Glutathionagarose inkubiert, zentrifugiert, 3x mit Puffer gewaschen und im Polyacrylamidgel
aufgetrennt. GST ko-prazipitiert in vitro translatiertes MM-1 nicht (Negativkontrolle, Spur 1).
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BRSV NS1 und NS2 in Fusion mit dem GST Epitop prazipitieren dagegen MM-1 in vitro (Spur 2 und
3).

4.2.6.6 Ko-Lokalisation von NS1 und MM-1

Da MM-1 bereits als Kernprotein beschrieben wurde, wurde zunachst von einer Ko-
Lokalisation mit den NS-Proteinen in diesem Kompartiment ausgegangen. Die
Expression der klonierten Konstrukte pTIT-c-myc-MM1 und EGFP-C3-MM-1 zeigten
zunachst eine Lokalisation der Fusionsproteine im Zellkern. Allerdings wurden in
Abhangigkeit von der Expressionszeit nach Transfektion der BSRT7/5 Zellen auch
ausschlieRlich zytoplasmatische Lokalisationen des Proteins festgestellt. Da sowohl
EGFP-MM-1 als auch c-myc fusioniertes MM-1 dieses Verhalten in Zellkultur zeigte,
wurde der Einfluss der BRSV Infektion nach Transfektion der Zellen mit den EGFP
Fusions cDNAs analysiert. Hierbei veranderte sich allerdings die unterschiedliche
Lokalisation des Proteins nicht (Abb. 33).

A

NS1 (HA)

A

GFP-MM-1 NS1 (HA) NS1/GFP-MM-1

Abb. 33 Unterschiedliche Lokalisationen von EGFP-MM-1

BSR Zellen wurden mit 2 yg EGFP-MM-1 cDNA transfiziert und mit BRSV infiziert (MOl = 0,1). (A)
48 h nach Transfektion von BSR Zellen mit der EGFP-MM-1 cDNA ist rekombinantes MM-1
vorwiegend im Zytoplasma der Zellen lokalisiert. (B) Nach Transfektion der EGFP-MM-1 cDNA wurde
bei einem Teil der Zellen eine vorwiegend nukleare Lokalisation beobachtet, die nicht durch Infektion
der Zellen mit BRSV beeinflusst wird. Neben der EGFP Fluoreszenz zum Nachweis des MM-1
Fusionsproteins, wurde NS1 mit HA spezifischen Antikdrpern nachgewiesen (Y11, Verdinnung 1:100;
Cy3, Verdiinnung 1:100). Zellkerne sind jeweils durch weile Pfeilspitzen angedeutet.
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4.2.6.7 Nachweis von zellularem MM-1 mit spezifischen Antikorpern

Da in dieser Arbeit fur MM-1 bisher nur Fusionsproteine synthetisiert wurden, konnte
nicht ausgeschlossen werden, dass fur die unterschiedlichen Lokalisationen des MM-
1 die jeweiligen Fusionsanteile verantwortlich sind. Um die Lokalisation des
zellularen MM-1 zu analysieren, wurden polyklonale Peptidantikorper in Kaninchen
synthetisiert. Zur Charakterisierung des MM-1 Antikorpers wurde MM-1 zunachst
durch Western Blots in unterschiedlichen Zelllinien nachgewiesen (Abb. 34A).
Praimmunseren, die vor der Immunisierung mit dem MM-1 Peptid aus Kaninchen
gewonnen wurden, erkennen MM-1 nicht. Der MM-1 Antikorper aus dem
Immunserum erkennt neben dem rekombinanten- auch das endogene MM-1 in
verschiedenen Zelllinien. Weiterhin eignet sich der Antikorper fur die
Immunfluoreszenz. Hier wurde gezeigt, dass zellulares MM-1 ebenfalls seine
Lokalisation in der Zelle andern kann und entweder nur im Zytoplasma oder
vorwiegend im Nukleus lokalisiert ist (Abb. 34A,B). Dieses Verhalten ist allerdings
unabhangig von der BRSV Infektion,

o L
Q © &
° O oD
O )
kpa P S &7 <
. -
25 =
15 —
Pra-Immunserum Immunserum K76

A

Abb. 34 Nachweis von MM-1 mit polyklonalem Serum (K79)

Charakterisierung des MM-1 spezifischen Immunserums K76. (A) Praimmunserum erkennt im
Western Blot kein Protein mit der Gré3e des MM-1. Das MM-1 Immunserum erkennt dagegen MM-1
in verschiedenen Zelllinien. Als Positivkontrolle wurden Lysate MM-1 transfizierter Zellen aufgetragen
(Spur 5). (B) Stabil exprimierende EGFP-MM-1-BSRT7/5 Zellen zeigen unterschiedliche
Lokalisationen des Fusionsproteins. (B) Immunfluoreszenz mit dem spezifischen Serum zeigen
identische Lokalisation in BSR Zellen (K79, Verdinnung 1:100, Cy3, Verdinnung 1:100). Weille
Pfeilspitzen deuten den Nukleus an.
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4.2.6.8 Analyse der MM-1 Lokalisation mittels Videomikroskopie

Nachdem gezeigt wurde, dass rekombinantes EGFP-MM-1 und das endogene MM-1
identisch in Zellen lokalisiert sind, wurde die EGFP-MM-1-BSRT7/5 Zelllinie fur die
Videomikroskopie verwendet. Es zeigte sich, dass EGFP-MM-1 in der stabilen
Zelllinie seine Lokalisation andern kann und im Zellkern akkumuliert. Fur diese
Analysen wurden Zellen im Videomikroskop betrachtet, in denen EGFP-MM-1
ausschlieRBlich im Zytoplasma lokalisiert war. Das Verhalten des rekombinanten
Proteins wurde 11 h mit dem Fluoreszenzmikroskop beobachtet, indem in Abstanden
von jeweils 20 min eine Aufnahme gemacht wurde, die als Film abgespielt werden
konnen. In der Abbildung 36 ist eine Auswahl von Bildern zusammengestellt, die den

Transport des Proteins in den Zellkern demonstrieren.

Abb. 35 Videomikroskopische Einzelaufnahmen der EGFP-MM-1 BSRT7/5 Zelllinie

Rekombinantes MM-1 stréomt in den Nukleus und ist nach ungefdhr 11 h vorwiegend im Nukleus
lokalisiert.
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4.2.6.9 Charakterisierung von BRSV Wachstum in Abhangigkeit von MM-1

Um den Einfluss des MM-1 auf das BRSV Wachstum zu studieren, wurden
Infektionen von EGFP-MM-1-BSRT7/5 und BSRT7/5 Zellen mit BRSVwt und
BRSVANS1/2 durchgefuhrt und das Viruswachstum im Abstand von 24 h bestimmt.
Bei diesen Exprimenten wurde allerdings keine signifikante Veranderung des
Viruswachstums in den beiden Zelllinien festgestellt (nicht gezeigt). Allerdings ist
nicht klar, ob humanes MM-1 in Fusion mit EGFP in dieser Zelllinie funktionell ist,
auch wenn sich das rekombinante Protein im Hinblick auf die Lokalisation nicht von

zellularem MM-1 unterscheidet.

4.2.7 Einfluss der Zellteilung auf BRSV Wachstum

Mit dem Y2H System wurden mit CDK4BP und MM-1 Kernproteine identifiziert, die
im direkten Zusammenhang mit der Regulation des Zellzyklus stehen. Wahrend
CDK4BP den Eintritt in die S-Phase des Zellzyklus stimulieren kann, wird fur MM-1
eine Repressorfunktion durch Inhibition des c-Myc Proteins vermutet. Aufgrund
dieser Daten wurde angenommen, dass die Proliferation der Zellen einen Einfluss
auf die RSV Replikation haben konnte. Um zu untersuchen, inwieweit Zellteilung
bzw. Wachstum der Wirtszelle die BRSV Replikation beeinflussen kann, wurden
gehungerte (arretierte) Vero Zellen mit Wildtyp- und NS Deletionsviren infiziert und
das Viruswachstum im Abstand von 24 h bestimmt. Durch den Entzug des FKS (0 %
FKS, 48 h) aus dem Kulturmedium wird Wachstum und Teilung der Zellen stark
eingeschrankt. In Vero Zellen ist BRSVANS1/2 gegenuber BRSVwt unter
standardisierten Kulturbedingungen (2,5 % FKS) attenuiert. Es zeigte sich, dass
Teilung bzw. Wachstum der Zellen eine wichtige Voraussetzung fur optimales
Viruswachstum ist, da beide Viren in gehungerten Zellen identisch replizierten. Durch
Zusatz von 2,5 % FKS wird Wachstum bzw. Teilung der Zellen gewahrleistet und
BRSVwt wachst im Gegensatz zu BRSVANS1/2 deutlich schneller und zu hdheren
Virustitern (10 x), wogegen die Synthese der NS-Proteine in arretierten Vero Zellen
kein Vorteil fir BRSV ist. Diese Daten zeigten erstmals die Bedeutung der Zellteilung
fur BRSV.
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Abb. 36 Wachstum von BRSVwt und BRSVANS1/2 in Abhéngigkeit von FKS

Vero Zellen wurden mit BRSVwt und BRSVANS1/2 infiziert (MOI = 0,1) und die Virustiter im Abstand
von 24 h bestimmt. Fehlerbalken reprasentieren drei unabhangige Experimente. (A) In gehungerten
Vero Zellen sind BRSVwt und BRSVANS1/2 attenuiert und wachsen zu identischen Titern. (B) Unter
standardisierten Kulturbedingungen der Zellen (2,5 % FKS) wachst BRSVwt deutlich schneller zu
héherem Virustiter im Vergleich zu BRSVANS1/2.

4.2.8 Interaktion viraler NS-Proteine mit der nuklearen DEAD Box Helikase p68

4.2.8.1 Interaktion viraler NS-Proteine mit dem p68 Proteinfragment

Der flnfte isolierte NS1-Interaktionspartner ist ein C-terminales Fragment der
nukledren DEAD Box Helikase p68 (Aminosduren 266-614). Hierbei interagiert
BRSV NS1 mit p68 unabhangig von der DEAD Box, die dem C-terminalen
Proteinfragment fehlt. Biochemisch ist p68 recht gut charakterisiert, allerdings
wurden definierte biologische Funktionen erst kirzlich vorgeschlagen. Neben der
ATP abhangigen RNA Helikaseaktivitat, die durch die DEAD Box Domane vermittelt
wird (76, 80), wurde p68 als Koaktivator der Genexpression durch Interaktion mit
CBP/p300 beschrieben (47, 130). Weiterhin wird p68 als essentieller Splicingfaktor
diskutiert (66, 103). Diese Funktionen sind jedoch unabhangig von der
Helikaseaktivitat. Somit handelt es sich bei p68 offensichtlich um ein

multifunktionelles Protein. Die p68 Expression wird in Zellkultur durch Serum
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induziert, weshalb von einer temporaren Funktion im Zellzyklus ausgegangen wird
(143).

Durch Re-Transformation der Hefezellen mit der isolierten p68* cDNA wurde die
Interaktion mit BRSV NS1 zunachst in Hefe bestatigt und zusatzlich auch hier eine
schwache Interaktion zwischen BRSV NS2 und dem C-terminalen p68
Proteinfragment identifiziert. Offensichtlich ist fur die Interaktion beider NS-Proteine

das C-terminale Fragment ausreichend.

LamC/SV40-

{ ) |« BRSV NS1/p68* < Large T Antigen
7 | P53/sVa0-
<4 BRSV NS2/p68* N Large T Antigen

LamC/p53 0,07

bNS2/GADTT 0,06

bNS1/GADT? | 005

p53/SV 40 Large T

Antigen 60,1

bNS1/p68* 11,0

bNS2/68* 1,1

0 10 20 30 40 50 60 70
B p-Galaktosidase Enzymeinheiten

Abb. 37 Interaktion des p68 Proteinfragments (p68*) mit BRSV NS-Proteinen in Hefe

AH109 Transformanten zeigen -Galaktosidaseaktivitat auf Filter durch Interaktion beider NS-Proteine
mit p68 (A). Y187 Transformanten zeigen deutlich erhdhte B-Galaktosidaseaktivitdt in vitro im
Vergleich zu den Negativkontrollen (B).

4.2.8.2 Mutationsanalyse der Interaktion zwischen BRSV NS1 und p68’

Um die Spezifitat der Interaktion zu analysieren, wurden Hefezellen, die NS1
Deletionsmutanten synthetisieren, mit der p68* cDNA transformiert. Wie schon bei
Mutationsanalysen mit MM-1 und B-COPI gezeigt, ist auch hier der C-Terminus flr
diese Interaktion von geringerer Bedeutung. Deletionen im Bereich des N-Terminus

wirken sich wesentlich schwerwiegender auf die Interaktion der Proteine aus.
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Positive Interaktionen mit p68 wurden neben dem Wildtyp NS1, nur mit den

Deletionsmutanten bNS1A43-51, bNS1A93-100 und bNS1A102-110 beobachtet.

p68°
bNS1 A1-15 N —————
bNS1 A33-41 _
bNS1 A43-51 -—
bNS1 A58-67 ——
bNS1 A71-81 —/_

o)

bNS1 A102-110 —F

bNS1 wt

400000000

Abb. 38 Mutationsanalyse der Interaktion zwischen BRSV NS1 und p68°

(A) Hefen unter nicht selektiven Bedingungen. (B) Deletionen im Bereich des NS1 C-Terminus
(bPNS1A93-100 und bNS1A102-110) ermdglichen Wachstum der Hefezellen durch Interaktion mit p68 .

AuRerdem beeinflusst die Deletion der Aminosduren 43-51 nicht die Interaktion mit dem zellularen
Protein.

4.2.8.3 Interaktion der Pneumovirus NS-Proteine mit p68

Um zu zeigen, dass die NS-Proteine anderer Pneumoviren ebenfalls mit p68
interagieren, wurden AH109 Hefezellen mit der gesamt CcDNA im
Hefeexpressionsvektor transformiert. Wie bereits fur die anderen interagierenden
zelluldaren Proteine beschrieben, interagiert p68 auch mit den NS-Proteinen des
HRSV und PVM.
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Verdiinnung (1:10) > Verdiinnung (1:10)
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Abb. 39 Interaktion von p68 mit NS-Proteinen verschiedener Pneumoviren

(A) Hefen unter nicht selektiven Bedingungen. (B) AH109 Hefezellen, die NS-Proteine verschiedener
Pneumoviren und das vollstandige p68 Protein synthetisieren, wachsen durch Interaktion mit p68 im
Gegensatz zur Negativkontrolle.

4.2.8.4 Ko-Immunprazipitation der BRSV NS-Proteine durch p68

Zur Bestatigung der Interaktion zwischen BRSV NS-Proteinen und der nuklearen
DEAD Box Helikase p68 wurden Ko-Immunprazipitationen durchgefuhrt. Hierzu
wurden BSR Zellen mit Vaccinia Viren infiziert und die entsprechenden cDNAs unter
Kontrolle des T7 Promotors Uberexprimiert. Da fur diese Ko-Immunprazipitationen ein
spezifischer monoklonaler Antikérper (C10) zur Verflgung stand, wurde das
authentische p68 ohne Fusionsanteile exprimiert. Durch Immunprazipitation des
endogenen p68 wurde BRSV NS2 schwach ko-immunprazipitiert. Durch
Uberexpression der p68 cDNA wurden beide viralen NS-Proteine durch das
rekombinante p68 ko-immunprazipitiert und auf dem Western Blot nachgewiesen
(Abb. 40).
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Abb. 40 Ko-Immunprazipitation der BRSV NS-Proteine durch p68

NS- und p68 cDNAs wurden in BSR Zellen rekombinant exprimiert und mit ap68 (C10) Antikbrpern
immunprazipitiert. Negativkontrollen sind in Spur1 und 2 gezeigt. Durch Immunprazipitation des
zelluldren p68 ko-immunprazipitiert NS2 sehr schwach mit p68 (Spur 3). Durch Uberexpression der
p68 cDNA ko-immunprazipitieren beide NS-Proteine mit p68. In der Expressionskontrolle ist in Spur 4
deutlich mehr rekombinantes p68 zu erkennen, verglichen mit dem =zellularen Protein. Ko-
immunprazipitierte NS-Proteine wurden mit c-myc spezifischen Antikérpern (Verdinnung 1:1000) auf
dem Western Blot nachgewiesen.

4.2.8.5 Interaktion von BRSV NS-Proteinen mit p68 in vitro (GST pull down)

Um eine direkte Bindung von p68 an NS1 und NS2 unter Ausschluss weiterer
zellularer Proteine zu demonstrieren, wurden Prazipitationen in Form von GST pull
down durchgefuhrt. Hierzu wurde das verkurzte p68* Fragment und die gesamte p68
cDNA in vitro translatiert und **S radioaktiv markiert. Fir die pull down Experimente
wurden GST-BRSV NS Fusionsproteine entweder einzeln oder in Kombination
eingesetzt. Sowohl das p68* als auch das gesamte p68 Protein interagierte hierbei
direkt mit den beiden viralen NS-Proteinen in vitro (Abb. 41). Wahrend bei der
Prazipitation durch GST eine schwache Hintergrundbande detektiert wurde, ko-
prazipitierte wesentlich mehr p68 Protein durch GST-NS1 und GST-NS2. Die
Kombination beider NS-Proteine beeinflusste hierbei die Interaktion nicht. Weiterhin
wurde eine Bindung an ein verkurztes, intern initiertes p68 beobachtet. Die N-
terminalen Aminosauren des p68 besitzen somit fur die Interaktion mit den NS-

Proteinen keine Relevanz.
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Abb. 41 Interaktion der BRSV NS-Proteine mit p68 in vitro

Autoradiographie ko-prazipitierter p68 Proteine im GST pull down. 1,5 ug der GST Proteine wurden
jeweils mit 5 yl des gleichen Translationsansatzes inkubiert (4 °C, 4 h), mit 50 pl Glutathionagarose
prazipitiert und autoradiographisch sichtbar gemacht. (A) GST-BRSV NS-Proteine ko-prézipitieren g
markiertes p68 im Gegensatz zu GST. (B) NS Fusionsproteine interagieren auch mit dem gesamten
p68 Protein. Das bei der in vitro Translation intern initiierte p68 interagiert ebenfalls mit beiden NS-
Proteinen.

4.2.8.6 Ko-Lokalisation von BRSV NS1 und p68

Um das Verhalten von p68 in BRSV-infizierten Zellen zu analysieren, wurden
Immunfluoreszenzen nach Infektion von Vero Zellen durchgefihrt. Hierbei wurde
zellulares p68 direkt nachgewiesen, da sich der spezifische monoklonale Antikorper
(C10) ebenfalls fur die Immunfluoreszenz eignete. Die Lokalisation des p68 wurde zu
frihen und spaten Zeitpunkten der BRSV-Infektion analysiert. Wie bereits zuvor
erwahnt, ist p68 im Nukleus lokalisiert. Nach Infektion mit BRSV verandert sich die
nukleare Lokalisation des p68 auch in der spaten Phase der Infektion nicht, weshalb
die Interaktion mit NS1/2 im Nukleus infizierter Zellen stattfinden sollte.
Rekombinantes p68 in Fusion mit EGFP zeigte im Vergleich zum endogenen Protein
eine veranderte Lokalisation im Zellkern. Offensichtlich tolerieren mit EGFP-C3-p68
transfizierte Zellen die starke Uberexpression des Fusionsproteins nicht, so dass

weiterhin nur zellulares p68 nach Infektion analysiert wurde.
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Abb. 42 Ko-Lokalisation von NS1 und p68 in infizierten Zellen

Frihe und spate Phase der BRSV Infektion von Vero Zellen. Die frilhe Phase der Infektion zeigt
einzelne infizierte und nicht infizierte Zellen. Die Lokalisation des zellularen p68 ist in beiden Fallen
identisch. Auch in der spaten Phase der Infektion, nach Ausbildung charakteristischer Synzytien,
andert sich die nukleére Lokalisation des p68 nicht. Die Uberlagerung der Kanale demonstriert die Ko-
Lokalisation beider Proteine in Zellkernen infizierter Zellen. NS1 wurde mit HA spezifischen
Antikdrpern nachgewiesen (Y11, Verdinnung 1:100, sekundarer FITC gekoppelter Antikorper, 1:100).
Zellulares p68 wurde mit spezifischen Antikérpern (C10, Verdlinnung 1:1000, sekundarer Cy3
gekoppelter Antikdrper, Verdinnung 1:100).

4.3 Etablierung eines BRSV Expressionssystems zur Modulation

zellularer Proteinkonzentrationen nach Infektion

Um die Relevanz der identifizierten Interaktionen fur BRSV in Zellkultur zu studieren,
wurde ein Expressionssystem kloniert, mit dem zellulare Konzentrationen
interagierender Proteine moduliert werden sollten. Hierzu wurde BRSV selbst als
Expressionsvektor verwendet. Durch Klonierung viraler Vektoren auf Basis des
BRSV cDNA Antigenoms wurden zunachst Viren hergestellt, die die kodierende RNA
der NS-interagierenden Proteine Uberexprimierten und somit eine erhohte
Proteinsynthese nach Infektion vermittelten. In einem weiteren Schritt wurden Viren
hergestellt, die die komplementdre mRNA der Proteine Uberexprimierten. Durch
Transkription dieser ,antisense” RNA sollte eine Inhibition der Translation und damit
eine Reduktion der zellularen Konzentrationen der zellularen Proteine erreicht
werden. Mit Hilfe dieses Systems wurde analysiert, ob veranderte
Proteinkonzentrationen der interagierenden Proteine das Viruswachstum positiv oder

negativ beeinflussen.
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Um die Bedeutung der NS-Proteine bei eventuellen Veranderungen der
Virusreplikation zu analysieren, wurden zusatzlich virale Vektoren kloniert, deren NS
Genen deletiert wurden. Dies wurde fur die ,sense” und ,antisense” exprimierenden
Viren durchgefuhrt.

4.3.1 Expression des EGFP Gens durch BRSV

Um zu zeigen, dass die Expression einer zusatzlichen RNA durch BRSV mdglich ist
und keinen wesentlichen Effekt auf das Viruswachstum hat, wurde ein BRSV
hergestellt, das EGFP stromaufwarts der NS Gene kodiert. Das zusatzliche Gen wird
durch BRSV exprimiert und verursacht keine Anderung des Viruswachstums in Vero
Zellen (Abb. 43C). Daher eignet sich BRSV offensichtlich als Expressionssystem fur
diese Experimente, da Proteinkonzentrationen in infizierten Zellen durch die

modifizierten BRS-Viren verandert werden konnen.
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Abb. 43 Charakterisierung des rBRSV-EGFP
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(A) Schematische Darstellung des modifizierten BRSV Genoms mit zusatzlichem Gen fir EGFP. (B)
BRSV EGFP Viren exprimieren das zusatzliche Protein, gezeigt durch Western Blot (GFP Antikorper,
Verdinnung 1:3000) und durch Fluoreszenz infizierter Vero Zellen. (C) Vero Zellen wurden mit
BRSVwt und BRSV-EGFP unter Standardbedingungen infiziert (MOI =0,01) und die Virustiter im
Abstand von 24 h bestimmt. Beide Viren wachsen vergleichbar in Vero Zellen unter standardisierten
Kulturbedingungen.

4.3.2 Expression der MM-1 RNAs durch BRSV

Um die MM-1 Proteinkonzentration in infizierten Zellen zu modulieren, wurden BRS-
Viren hergestellt, die entweder EGFP-MM1 RNA Uberexprimieren (rBRSV-EGFP-
MM-1) oder komplementare (,antisense“) MM-1 RNA exprimieren (rBRSV-MM-1%).
In BRSV-EGFP-MM-1 infizierten Zellen wurde EGFP-MM-1 deutlich Uberexprimiert
und das Protein lokalisierte zudem vorwiegend im Kern infizierter Zellen (nicht
gezeigt). Allerdings hatte die Uberexpression keinen signifikanten Einfluss auf das
Viruswachstum in Vero oder MDBK Zellen. Die Expression komplementarer MM-1
RNA zur Reduktion der Proteinkonzentration in infizierten Zellen flhrte nicht zu einer
signifikanten Reduktion der zellularen Proteinkonzentration, was durch ,Western blot*

bzw. Immunfluoreszenz mit K76 Serum festgestellt wurde (nicht gezeigt).

4.3.3 Modifizierte BRSV mit zusatzlichem p68 Gen

4.3.3.1 Expression der p68 RNA durch BRSV

Um den Einfluss von unterschiedlichen p68 Konzentrationen auf das BRSV
Wachstum zu analysieren, wurde die p68 cDNA in unterschiedlichen Orientierungen
stromaufwarts der NS Gene kloniert. Zusatzlich wurde ein weiteres Virus hergestellt,
das p68 RNA mit mutiertem Startkodon exprimierte, wodurch die rekombinante
Synthese des gesamten Proteins ausgeschlossen werden konnte. Allerdings sollte
ein verkurztes p68 Protein durch interne Initiation der Translation von einem
alternativen Startkodon synthetisiert werden, was bereits in der in vitro Translation
gezeigt wurde. Dieses verkurzte Protein besitzt nach wie vor die intakte
Interaktionsdomane und interagiert zudem mit BRSV NS1 und NS2 in vitro (Abb. 41).
Um zu zeigen, dass p68 RNA in ,sense“ und ,antisense“ Polaritdt durch BRSV
exprimiert wird, wurden ,Northern blot“ Analysen mit Strang-spezifischen, in vitro

transkribierten Sonden durchgeflhrt. Wie in Abbildung 44 zu sehen, exprimieren
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BRSV p68° und BRSVp68°UC" spezifisch p68 positiv-Strang RNA (mRNA ,sense®)
und BRSV p68%° p68 negativ-Strang RNA (mRNA ,antisense®).
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Abb. 44 Expression zusitzlicher p68 RNA durch BRSV

(A) Schematische Darstellung der modifizierten Virusgenome mit zusatzlichem p68 Gen. (B, C)
Hybridisierung mit Strang-spezifischen, in vitro transkribierten RNA-Sonden demonstriert die
Expression der zusatzlichen p68 RNAs unterschiedlicher Polaritat.

4.3.3.2 Expression der p68 RNA durch BRSVANS1/2

Um den Einfluss der NS-Proteine auf eventuelle Veranderungen des Viruswachstum
durch veranderte p68 Proteinkonzentrationen zu analysieren, wurden NS-
Deletionsviren kloniert, die p68 RNAs Uberexprimieren (Abb. 45).
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Abb. 45 Schematische Darstellung modifizierter BRSV Genome mit deletierten NS1/NS2 Genen

4.3.3.3 Charakterisierung modifizierter BRS-Viren

Alle oben beschriebenen Viren konnten ausgehend von cDNA (1.7.1 u. 3.2.5.1) in
Zellkultur hergestellt werden. Zur Charakterisierung der Viren wurde die Expression
der RNAs mittels Northern Blot analysiert (Abb. 44A). BRSVwt und BRSVANS1/2
vermitteln demnach effiziente Expression der p68 RNA in ,sense“ und ,antisense*
Orientierung.

Durch Western Blot wurde gezeigt, dass die zellulare p68 Konzentration nach
Infektion von Vero Zellen mit BRSV p68° und BRSVANS1/2 p68° ansteigt und dass
zusatzliche Banden auf der Membran durch p68 spezifische Antikorper detektiert
wurden (Abb. 46B,C). Offensichtlich reagieren intern initiierte oder verklrzte p68
Formen mit dem Antikorper nach BRSV Infektion, was besonders deutlich bei
Uberexpression der p68 RNA wird. Die zusatzlichen Banden werden auch in
BRSVANS1/2 infizierten Zellen beobachtet.

Die BRS-Viren, die die komplementare p68 RNA exprimieren, verursachten
dagegen keine signifikante Reduktion der zellularen p68 Konzentration nach
Infektion der Zellen. Offensichtlich lasst sich die Translation des p68 Proteins nicht
durch Expression komplementarer p68 RNA effizient inhibieren.

BRS-Viren, die p68 RNA mit mutiertem Startkodon exprimieren, zeigten dagegen
keine erhohte zellulare Konzentration des p68 nach Infektion der Zellen
(BRSV p68°Y®" und BRSVANS1/2 p68"U®). Allerdings wurde eine vermehrte
Synthese des verkirzten p68 durch interne Initiation der Translation erreicht, sodass
ein verkurztes p68 Protein mit intakter Interaktionsdomane (Abb. 41) fur NS1/2 in

erhohter Konzentration in infizierten Zellen synthetisiert wurde.
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Abb. 46 Charakterisierung modifizierter BRS-Viren

(A) Vero Zellen wurden mit den oben beschriebenen Viren infiziert (MOl = 0,1) und die gesamt-RNA
48 h p.i. fur Northern Blot Analysen isoliert. p68 RNA wird von allen modifizierten Viren exprimiert. Als
Kontrolle fiir eine erfolgreiche Virusinfektion wurde N mRNA nachgewiesen. BRSVANS1/2 zeigt keine
Signale bei Hybridisierung der NS1 und NS2 Proben. (B) Proteinlysate parallel infizierter Zellen
wurden mittels Western Blot analysiert. NS1 und NS2 wird durch modifizierte Wildtyp-Viren, jedoch
nicht von entsprechenden Deletionsviren synthetisiert (nachgewiesen mit I/CC Antikorpern,
Verdinnung 1:500). Infektionskontrollen mit BRSV N Antikérpern. (C) Zellulare p68 Konzentrationen
sind nach Expression durch BRS-Viren stark erhdht und zeigen zusétzliche Signale (*). Intern
initiiertes p68 wird durch BRSV p68AUG* deutlich Uberexprimiert. Durch Expression komplementarer
p68 RNA (p68"Y%") wird die zelluldre Konzentration nicht signifikant reduziert. (D) NS-Deletionsviren
mit zusatzlichem p68 Gen zeigen ebenfalls mehrere p68 Formen nach Infektion und keine signifikante
Reduktion der p68 Konzentration.
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4.3.3.4 Konfokale Lasermikroskopie zur Analyse der p68 Expression

Zur Analyse der p68 Expression in infizierten Zellen wurden Immunfluoreszenz
Analysen in infizierten und nicht infizierten Zellen durchgefuhrt. Durch Infektion mit
BRSVwt wurde die Fluoreszenz und die Lokalisation des zellularen p68 nicht
verandert, da BRSV keine p68 mRNA exprimiert. Wie bereits durch Western Blot
Analysen gezeigt, wird durch Infektion mit BRSVp68° und BRSVANS1/2p68° die p68
Konzentration deutlich erhdht (Abb. 47). Allerdings wurde hierbei auch eine
veranderte Lokalisation des Proteins im Zellkern beobachtet. In der Regel ist p68
gleichmaRig im Zellkern verteilt. Durch BRSV vermittelte Uberexpression der p68
RNA lokalisierte das Protein allerdings vorwiegend an der Kernmembran. Zudem
zeigten die Zellkerne nicht die Ublich annahernd runde, sondern eine langliche
Morphologie. Durch BRSV vermittelte Expression der p68 RNA mit mutiertem
Startkodon (BRSV p68"Y®" und BRSVANS1/2 p68*Y®") war die Konzentration des
Proteins im Zellkern in der Immunfluoreszenz deutliche erhoht, allerdings wurde hier
trotzdem eine normale, gleichmalige Verteilung des Proteins beobachtet. Wie
bereits durch Western Blot Analysen gezeigt, wurde auch in einzelnen, mit
BRSVp68* und BRSVANS1/2p68*° infizierten Zellen keine signifikante Reduktion

der Proteinkonzentration beobachtet.
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Abb. 47 Immunfluoreszenz Analyse der p68 Expression in infizierten Vero Zellen
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(A) BRSVwt verandert weder die p68 Lokalisation noch die Intensitat der Fluoreszenz in infizierten
Zellen. (B) Die vermehrte Synthese des p68 Proteins durch BRSVp68® flihrt jedoch zu veréanderter
Lokalisation des Proteins und veranderter Morphologie der Zellkerne. (C) Die vermehrte Synthese des
verkurzten p68 Proteins flhrt ebenfalls zur erhéhten p68 Konzentration aber nicht zur veranderten
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Morphologie der Zellkerne. (D) Expression der komplementéaren p68 RNA durch BRSVp68* fiihrt
nicht zu signifikant reduzierten p68 Konzentrationen. (E-G) Die entsprechenden BRSVANS1/2 Viren
zeigen vergleichbare Effekte in Bezug auf p68. BRSV P wurde mit E2F-1 Antikbrpern nachgewiesen
(Infektionskontrolle),(E2F-1, Verdiinnung 1:100; sekundare Cy3 Antikérper Verdinnung 1:100). p68
wurde mit C10 Antikérpern nachgewiesen (C10, Verdinnung 1:1000; sekundare FITC gekoppelte
Antikoérper, 1:100).

4.3.3.5 Wachstumseigenschaften modifizierter BRS-Viren

4.3.3.5.1 Wachstum modifizierter BRS-Viren in MDBK Zellen

Um zu analysieren, ob die Expression der RNAs und die zusatzliche Synthese des
p68 Proteins Auswirkungen auf das Wachstum der Viren in Interferon
produzierenden Zellen hatte, wurden MDBK Zellen mit den p68 Rekombinanten
infiziert. Zunachst wurde die BRSV F Proteinsynthese nach 48 h und 96 h mittels
Immunfluoreszenz ~ analysiert. Uberraschenderweise wurde bei BRS NS-
Deletionsviren, die zusatzliche p68 RNAs exprimierten, ebenfalls BRSV F
Proteinsynthese nachgewiesen, wahrend hingegen das BRSVANS1/2 Wachstum,
durch die fehlende protektive Wirkung der NS-Proteine in MDBK Zellen, stark
eingeschrankt ist.

48 h 96 h 48 h 96 h

BRSVwt (HA) BRSVANS1/2

BRSVp68° a9| BRSVANS1/2 p68°
BRSVp68% \ BRSVANS1/2 p68°°
BRSVp68-Y¢” \ BRSVANS1/2 p68AUG*

BEER
]

Abb. 48 Wachstum modifizierter BRS-Viren in MDBK Zellen

(A) BRSVwt und BRS-Viren mit zusatzlichen p68 RNAs zeigen Wachstum auf MDBK Zellen nach
Infektion (MOI=0,1). (B) Im Gegensatz zu BRSVANS1/2, das auf MDBK Zellen stark attenuiert ist,
scheinen die modifizierten Deletionsmutanten mit zusatzlichen p68 RNAs in MDBK besser zu
wachsen. Die vermehrte Proteinsynthese nach 48 und 96 h ist durch Farbung der Préparate mit
Antikdrpern gegen BRSV F gezeigt («BRSV F Antikérper, Verdiinnung 1:100, FITC Antikdrper 1:100)
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4.3.3.5.2 Wachstum von BRSV mit zusatzlicher p68 RNA

Durch die Immunfluoreszenz wurde gezeigt, dass Wildtyp- und modifizierte Viren in
MDBK-Zellkultur wachsen und sich von Zelle zu Zelle ausbreiten kdnnen. Um das
Wachstum dieser Viren genauer zu charakterisieren, wurden die Virustiter im
Abstand von 24 h bei Wachstum auf Interferon produzierenden-(MDBK) und nicht-
produzierenden Zellen (Vero) bestimmt. Die Zellen wurden hierzu jeweils mit einer
MOI von 0,01 infiziert. Im Vergleich zu BRSVwt waren die Viren BRSVp68° und
BRSVp68* deutlich in beiden Zelllinien attenuiert (Abb. 49). Hierbei wurden bis zu
zehnfach reduzierte Virustiter nach den jeweiligen Zeitabstanden bestimmt, was auf
eine langsamere Replikation dieser Viren hindeutet. Da bereits gezeigt wurde, dass
durch Expression der komplementdren RNA durch BRSVp68* keine signifikante
Reduktion der p68 Konzentration erreicht wurde, kdnnen unspezifische Effekte durch
Expression der artifiziellen RNA auf die Zelle bei diesem Virus nicht ausgeschlossen
werden. Da die Uberexpression der p68 RNA durch BRSVp68°® eine verdnderte
Lokalisation des rekombinanten p68 verursacht, lassen sich unspezifische Effekte
auf die Wirtszelle bei Infektion ebenfalls nicht ausschlieBen. Zudem zeigt p68 in
Fusion mit EGFP eine ahnlich artifizielle Lokalisation in transfizierten Zellen (nicht
gezeigt), wofur wahrscheinlich die hohe p68 Expression verantwortlich ist.

Interessanterweise wurden fiir BRSVp68~Y¢

, das durch interne Initiation die
Synthese des verkurzten p68 Protein vermittelt, im Vergleich zu BRSVwt hohere
Virustiter nach 48 h bestimmt (Abb. 49). Fir BRSVwt wurden, in Abhangigkeit von
der Zelllinie, maximale Virustiter erst nach 72 h bzw. 96 h bestimmt. BRSVp68AUG*
repliziert dagegen sowohl in Vero als auch in MDBK Zellen reproduzierbar schneller
als das Wildtypvirus, wachst jedoch nicht zu insgesamt hdheren Virustitern heran.
Offensichtlich ist die erhohte zellulare Konzentration des verklrzten p68 Proteins
vorteilhaft fur die Virusreplikation in Zellkultur. Es wird daher davon ausgegangen,
dass das p68 voller Lange eher einen inhibitorischen Einfluss auf die Virusreplikation

hat. Das verkiirzte p68*“®" dagegen Virusreplikation bzw. Wachstum unterstiitzt.
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Abb. 49 Wachstum modifizierter BRS-Viren in unterschiedlichen Zelllinien

Vero und MDBK Zellen wurden jeweils mit Wildtyp und modifizierten BRS-Viren infiziert (MOI = 0,01)
und die Virustiter im Abstand von 24 h bestimmt. Fehlerbalken reprasentieren drei unabhangige
Experimente. Wahrend BRSVp68° und BRSVp68* in Vero (A) und MDBK Zellen (B) gegeniiber
BRSVwt attenuiert sind, wachst BRSVpGSAUG* schneller als BRSVwt. BRSVp68AUG* erreicht bereits
nach 2 Tagen seinen maximalen Virustiter, wahrend BRSVwt deutlich spater diesen Titer erreicht.

4.3.3.5.3 Wachstum von BRSVANS1/2 mit zusatzlicher p68 RNA

Da die Synthese des verkurzten p68 Proteins die Replikation des BRSV in der
Anfangsphase zu unterstitzen scheint, wurde in einem weiteren Schritt das
Viruswachstums der BRSVANS1/2 mit zusatzlichen p68 Genen untersucht.
Hierdurch sollte der Einfluss der NS-Proteine auf die beobachtete agonistische
Wirkung des verkurzten p68 auf die Virusreplikation untersucht werden. Bei Infektion
von Vero Zellen zeigte sich, dass BRSVANS1/2, BRSVANS1/2p68°,
BRSVANS1/2p68% und BRSVANS1/2p68°UC" vergleichbar replizierten und somit die
Expression der zusatzlichen p68 RNAs keinen Vorteil fur das Viruswachstum bei
Abwesenheit der NS-Proteine hatte (Abb. 50). Bei der weiteren Charakterisierung der
Wachstumseigenschaften der BRSVANS1/2 Viren mit zusatzlichem p68 Gen wurde,
wie bereits durch die Befunde der Immunfluoreszenz angedeutet (Abb. 48),
Wachstum dieser Viren in der Interferon-produzierenden Zelllinie MDBK beobachtet.
Die Bestimmung der Virustiter zeigte Uberraschenderweise, dass diese modifizierten
Deletionsviren in MDBK und Vero Zellen vergleichbar replizierten, dagegen
BRSVANS1/2 sich in MDBK Zellen nicht vermehrt. Allerdings wachsen auch die
modifizierten Deletionsviren in jeder Zelllinie mit verminderten Virustitern im Vergleich

zu BRSVwt. Da die Expression der komplementaren p68 RNA nicht zur signifikanten
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Reduktion der zellularen p68 Konzentration flhrt, ist nicht davon auszugehen, dass
unterschiedlich hohe p68 Konzentrationen fir das deutlich verbesserte Wachstum

dieser Viren verantwortlich ist.
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Abb. 50 Wachstum von BRSVANS1/2 mit zusétzlichen p68 RNAs in verschiedenen Zelllinien

Vero und MDBK Zellen wurden jeweils mit Wildtyp und modifizierten BRS NS-Deletionsviren infiziert
(MOI=0,01) und die Virustiter im Abstand von 24 h bestimmt. Fehlerbalken reprasentieren drei
unabhangige Experimente. (A) Im Vergleich zu BRSVwt sind alle modifizierten BRSVANS1/2 Viren
attenuiert in Vero Zellen und wachsen vergleichbar mit BRSVANS1/2. (B) In MDBK Zellen kann
BRSVANS1/2 im Gegensatz zu den modifizierten BRSVANS1/2 nicht wachsen. BRSVANS1/2p68°,
BRSVANS1/2p68%° und BRSVANS1/2p68AUG* wachsen im Vergleich zu BRSVANS1/2 mit 1000-fach
erhdhten Virustitern

4.3.4 Reduktion zellularer Proteinkonzentration durch RNA Interferenz (RNAI)

Durch Expression von komplementarer p68 RNA wurde keine signifikante Reduktion
der p68 Proteinsynthese erreicht. Deshalb wurde als Alternative in dieser Arbeit die
kirzlich etabliete RNA Interferenz (RNAi) Technik zur Reduktion zellularer
Proteinkonzentrationen verwendet. Diesen Mechanismus macht man sich
mittlerweile zu Nutze, um als Alternative zu ,knock out” Zellen, ,knock down® Zellen
mit signifikant reduzierten Proteinkonzentrationen herzustellen (45). Die Technik
basiert auf dem Phanomen des sogenannten ,Post Transcriptional Gene Silencing®
(PTGS), mit dem eukaryotische Zellen bereits synthetisierte mRNA spezifisch
degradieren und somit ihre Proteinsynthese alternativ regulieren, d.h. zellulare
Proteinkonzentrationen reduzieren. Von einem zellularen RNase Enzymkomplex

(Dicer) wird aus langeren doppelstrangigen RNAs die Synthese von ,small
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interfering® RNAs (siRNAs) mit komplementaren mRNA Sequenzen induziert.
AnschlielRend wird die entsprechende mRNA durch Basenpaarung erkannt und vom
sogenannten ,RNA induced silencing complex® (RISC) degradiert.

Zunachst wurden hier doppelstrangige siRNA Molekule synthetisiert und Zellen mit
diesen RNAs transfiziert. Mittlerweile wurden verbesserte Systeme entwickelt, mit
denen siRNA Molekile konstitutiv von cDNA exprimiert werden kénnen (20). In der
vorliegenden Arbeit wurden RNA Molekule von cDNA in HeLa Zellen exprimiert, die
nach Ausbildung einer Haarnadelstruktur durch den Dicer zum funktionellen siRNA

Molekul geschnitten wurden und p68 mRNA degradierten.
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Abb. 51 Mechanismus der RNA Interferenz (RNAI)

(A) In eukaryotischen Zellen dient der RNAi Mechanismus zur spezifischen Degradation von mRNA
und somit zur Regulation der Proteinkonzentration in Zellen. Durch Transfektion von doppelstrangigen
RNA Molekilen wird dieser Mechanismus ausgenutzt, um mRNA zu degradieren. (B) Die konstitutive
Expression der siRNA von cDNA wird mittlerweile bevorzugt. Hierbei werden RNA Molekiile von cDNA
exprimiert, die Haarnadelstrukturen ausbilden und durch den Dicer zum funktionellen siRNA Molekiil
geschnitten werden.
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4.3.5 Reduktion von p68 in HeLa Zellen durch siRNA (pSUPER)

Durch Expression einer spezifischen p68 siRNA vom Vektor pPSUPER wurde bereits
eine RNA Sequenz identifiziert, die die Degradation der p68 mRNA in HelLa Zellen
vermittelt (66). Da durch die beschriebene ,Antisense” Technik (4.3) keine
signifikante Reduktion der p68 Konzentration erreicht wurde, stellte die Expression
dieser siRNA eine geeignete Alternative dar, um die Funktion des zellularen Proteins
fur die BRSV Replikation genauer zu charakterisieren.

Durch Transfektion von HelLa Zellen mit pSUPER-p68 wurde eine Reduktion der
zellularen p68 Konzentration um ca. 90 % erreicht. Hohe p68 Konzentrationen sind
offensichtlich in Zellkultur nicht essentiell, da pSUPER-p68 transfizierte HeLa Zellen
mehrmals passagiert wurden, lebensfahig waren und sehr geringe Mengen p68

produzierten.
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Abb. 52 p68 siRNA Expression in HeLa Zellen

HelLa Zellen wurden mit jeweils 30 ug pSUPER und pSUPER-p68 durch Elektroporation transfiziert.
(A) Die p68 Proteinkonzentration in HelLa Zellen ist nach Expression von pSUPER-p68 deutlich
reduziert im Gegensatz zu HelLa Zellen, die mit dem Kontrollvektor (p.SUPER) transfiziert wurden. Die
DAPI Farbung zeigt die Zellkerne transfizierter Zellen. p68 wurde mit C10 Antikdrpern detektiert (C10,
Verdinnung 1:1000; sekundare FITC gekoppelte Antikérper, Verdinnung 1:100). (B) 48 h nach
Transfektion wird die p68 Proteinkonzentration deutlich reduziert, wie durch Western Blot Analyse
gezeigt (C10, Verdinnung 1:1000; Aktin Antikérper, Verdinnung 1:5000).

4.3.6 Einfluss der p68 Proteinkonzentration auf das Viruswachstum

Wie bereits gezeigt, repliziert BRSVp68AUG* durch die erhdhte Proteinkonzentration
des verkurzten p68 schneller als BRSVwt. Daher wurde angenommen, dass dieses
Protein BRS-Virusreplikation unterstitzt. Durch Reduktion der zellularen p68

Konzentration sollte BRSV demnach in pSUPER-p68 transfizierten HelLa Zellen
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attenuiert sein. Um auszuschliel3en, dass durch die verminderte Synthese von p68
die Zellen in ihrer Fahigkeit Viruswachstum unspezifisch zu unterstitzen beeinflusst
werden, wurden die Zellen zur Kontrolle mit dem nicht verwandten Tollwutvirus (SAD
L16) infiziert. Hierbei replizierte das Tollwutvirus sowohl in pSUPER als auch in
pSUPER-p68 transfizierten HelLa Zellen vergleichbar (Abb. 53A). Das BRSVwt
Wachstum wurde dagegen durch verminderte p68 Konzentrationen beeinflusst, da
BRSVwt in pSUPER-p68 transfizierten Hela Zellen deutlich attenuiert war
(Abb. 53B). Damit wurde erstmals der Einfluss eines zellularen Proteins auf die
BRSV Replikation durch Interaktion mit den NS1 und NS2 Proteinen demonstriert.
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Abb. 53 Wachstum von Rabies Virus (SAD L16) und BRSVwt in HeLa- und HelLa Zellen mit
reduzierter p68 Konzentration

HelLa-pSUPER und HelLa-pSUPER-p68 Zellen wurden jeweils mit Wildtyp Rabies Virus (SAD L16)
und BRSV infiziert (MOl =0,1) und die Virustiter im Abstand von 24 h bestimmt. Fehlerbalken
reprasentieren zwei unabhangige Experimente. (A) Rabies Virus (SAD L16) wachst auf den jeweiligen
Zellen vergleichbar. (B) BRSVwt ist dagegen deutlich attenuiert in HeLa Zellen mit reduzierter
zellularer p68 Konzentration.
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5. Diskussion

Das Respiratorische Synzytialvirus (RSV) kodiert im Gegensatz zu allen Ubrigen
Vertretern der Virusfamilie Paramyxoviridae die Nichtstrukturproteine NS1 und NS2.
Bis vor kurzem waren diese Proteine lediglich in Ansatzen charakterisiert und Uber
definierte Funktionen war wenig bekannt. Obwohl RSV ausschlief3lich im Zytoplasma
infizierter Zellen repliziert, sind die NS-Proteine sowohl im Zellkern als auch im
Zytoplasma lokalisiert. Da diese Proteine keine Sequenzhomologien zu zellularen
oder anderen viralen Proteinen besitzen, konnte Uber definierte Funktionen bzw.
zellulare Interaktionspartner auch nichts vorausgesagt werden. Erst kurzlich konnte
den NS-Proteinen durch Arbeiten unseres Labors eine erste definierte Funktion
zugeordnet werden, und zwar bei der Vermittlung der Resistenz gegen die Typ |
Interferone o und B (134). Die Interferonresistenz wird durch einen kooperativen
Mechanismus beider Proteine vermittelt (1.7.2). Weiterhin verhindern ebenfalls beide
NS-Proteine zusammen die Induktion von Interferon in infizierten Wirtszellen (18). Da
BRSVANS1/2 Deletionsmutanten auch in Zellen mit deletierten Genen fur Interferon
o und B im Vergleich zum Wildtyp attenuiert sind, wurden weitere Funktionen der NS-
Proteine postuliert. Einerseits wurde eine direkte Beteiligung des NS1 Proteins bei
der viralen Replikation bzw. RNA Synthese gezeigt, andererseits wurden weitere
Funktionen der NS-Proteine vermutet, die durch Interaktion mit Proteinen der
Wirtszelle die optimale Replikation dieser Viren gewahrleisten (5, 29). In dieser Arbeit
wurden die NS-Proteine daher im Hinblick auf Interaktionen untereinander sowie auf
Interaktionen mit Proteinen der Wirtszelle naher charakterisiert, und Testsysteme zur

genaueren Analyse der Interaktion etabliert.

5.1 Protein-Protein Interaktion der NS-Proteine

Bei vorherigen Arbeiten mit den Pneumovirus NS-Proteinen wurde bereits der
kooperative Mechanismus in bezug auf Vermittlung der Interferonresistenz erkannt.
Da beide Proteine hierbei fur diese Aktivitat vorhanden sein missen, wurde zunachst
spekuliert, dass NS1 und NS2 miteinander interagieren oder gemeinsame
Zielproteine in infizierten Zellen haben. Wie bereits in anderen Arbeiten fur
HRSV NS-Proteine mit nicht denaturierten PAA-Gelen gezeigt, bilden sowohl NS1
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als auch NS2 Homo-Multimere in infizierten Zellen (48). Mit dem in dieser Arbeit
verwendeten Y2H System wurden diese Interaktionen fir BRSV NS-Proteine
bestatigt. BRSV NS-Proteine bilden somit zumindest dimere Komplexe in Hefe.
Daruber hinaus wurde neben der Homomer Bildung ebenfalls eine spezifische
Interaktion zwischen NS1 und NS2 Proteinen des HRSV bzw. BRSV identifiziert.
Dabei interagierte zudem jedes NS-Protein auch mit dem entsprechenden NS-
Protein der anderen RSV Spezies. Dies zeigt, dass die Sequenzunterschiede
zwischen den NS-Proteinen beider RSV Spezies die Interaktion mit heterologen NS-
Proteinen nicht beeinflussen. Durch Deletionen weniger Nukleotide im BRSV NS1
Gen, die Uber das ganze Gen verteilt waren, wurde gezeigt, dass die hieraus
resultierenden Veranderungen des NS1 Proteins grof3en Einfluss auf die Bildung von
NS1 Homomeren in Kombination mit BRSV NS1wt haben (4.1.3.3). Keines der
mutierten NS1 Proteine interagierte hierbei mit dem authentischen BRSV NS1.
Allerdings interagierte BRSV NS1 mit C-terminalen Deletionen im Bereich der
Aminosauren 93-100 und 102-110 (bNS1A93-100 und bNS1A102-110)
uneingeschrankt mit BRSV NS2wt in Hefe. Aufgrund dieser Daten kann davon
ausgegangen werden, dass es sich hierbei nicht um lineare Bindungsstellen bei den
Interaktionen zwischen den NS-Proteinen handelt, sondern dass durch diese
Deletionen Proteinstrukturen zerstort werden, die fur die Interaktion entscheidend
sind. Weiterhin wurde untersucht, ob die PVM NS-Proteine ahnliche Interaktionen
untereinander oder mit heterologen NS-Proteine eingehen kdnnen. Nach Synthese
der PVM NS-GAL4 Fusionsproteine wurden jedoch keine vergleichbaren
Interaktionen festgestellt, was evtl. an der hohen Stringenz der Testbedingungen
liegen konnte.

Interessanterweise wurde in unserem Labor gezeigt, dass chimare Viren, die
HRSV und BRSV NS-Proteine kodieren, interferonresistent sind (17). Chimare Viren,
die eines der PVM NS-Proteine in Kombination mit einem NS-Protein anderer RSV
Spezies kodieren, verlieren dagegen ihre Resistenz gegen Typ | Interferone, obwohl
beide PVM NS-Proteine bei homologer Kombination ebenfalls Resistenz vermitteln
konnen (B. Bossert, pers. Mitteilung). Daher liegt die Vermutung nahe, dass die
Bildung von NS1/2 Heteromeren eine essentielle Voraussetzung fir die
Interferonresistenz dieser Viren ist. Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, kdnnen die
HRSV und BRSV NS-Proteine in allen moglichen Kombinationen miteinander

interagieren, so dass ein multimerer Proteinkomplex bestehend aus NS1 und NS2

129



Diskussion

Untereinheiten in infizierten Zellen vorstellbar ist. Dies wirde bedeuten, dass die NS1
und NS2 Gene der RSV Spezies quasi fur zwei unterschiedliche Untereinheiten des
gleichen Proteins kodieren. Dieses multimere Protein konnte durch Deletion eines
Gens bzw. einer funktionellen Domane seine Aktivitat verlieren, worauf Daten zur
Interferonresistenz bereits hindeuten.

Allerdings ist auch nicht auszuschlieen, dass die Proteine (oder Untereinheiten)
zusatzliche separate Funktionen im Replikationszyklus dieser Viren erfillen. Wie
bereits durch vorherige Arbeiten gezeigt, wird NS1 als starker- und NS2 hochstens
als schwacher Repressor der Transkription und Replikation des HRSV diskutiert.

Weitere Analysen unseres Labors zeigten durch Expression von NF-xB
spezifischen Reportergenen die Aktivierung von NF-xB durch NS1. Bei diesem
Testsystem hatten Deletionen im Bereich der Aminosauren 93-100 und 102-110
(bNS1A93-100 und bNS1A102-110) interessanterweise keinen Einfluss auf NF-xB
Aktivierung (B. Bossert, pers. Mitteilung). Dies unterstitzt weiterhin die Hypothese,
dass Deletionen im N-terminalen Bereich gravierende strukturelle Veranderungen
des Proteins bewirken und somit auch die Aktivierung von NF-kB und die Interaktion

mit NS2 verhindern.

5.2 Interaktion der NS-Proteine mit Proteinen der Wirtszelle

Durch Transformation von Hefezellen, die BRSV NS1 in Fusion mit der GAL4
Bindungsdomane synthetisierten, mit cDNAs einer Expressionsbibliothek aus
Lungengewebe wurden zunachst potentielle zellulare Bindungspartner fur NS1
identifiziert (Tab. 3). Einige der identifizierten Proteine wie Thymosin beta 4,
CathepsinC, PM5, Glutathion-S-transferase und Citrat Lyase, konnten durch
Kontrollexperimente in Hefe als reale Interaktionspartner fur NS1 ausgeschlossen
werden, da es sich hier z.T. um bekannte falsch positive Interaktionspartner handelt.
Neben den falsch positiven Interaktionspartnern, wurden weitere cDNAs aus der
Expressionsbibliothek isoliert, die flr bisher nicht charakterisierte Proteine kodieren.
Hierbei war nicht auszuschlie3en, dass es sich ebenfalls um Bindungen an artifizielle
Moleklle handelte, da nicht klar ist, ob zu diesen Sequenzen Uberhaupt authentische
Proteine in der Zelle existieren.

Neben diesen cDNAs wurden weitere cDNA Klone mehrfach isoliert, die Proteine

oder Proteinfragmente kodierten, die zumindest in Ansatzen charakterisiert waren.
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Hierbei handelte es sich um die Proteine CDK4BP (CDK4 bindendes Protein), -
COPI (B-Coatomer Protein 1), RanBP16 (Ran bindendes Protein 16), MM-1 (c-Myc
Modulator 1) und die nukledre DEAD Box Helikase p68. Nach Transformation von
Hefezellen, die das Protein LaminC (LamC) synthetisieren, wurde in Kombination mit
diesen Proteinen keine Interaktion in Hefe festgestellt. Weitere Kontrollen mit dem
Rabies Matrixprotein (RV M) und dem RSV Matrixprotein (RSV M) zeigten ebenfalls
keine Bindung an die identifizierten zellularen Proteine im Y2H. Die NS-Proteine
interagieren ebenfalls nicht mit LamC. Damit wurde gezeigt, das die Interaktionen
auf Synthese von BRSV NS1 zurlickgehen und eine unspezifische Interaktion der
Proteine CDK4BP, B-COPI, RanBP16, MM-1 und p68 mit NS1 weitgehend

ausgeschlossen werden kann.

5.2.1 Interaktion der NS-Proteine mit CDK4BP

Bei der zweiten Transformation der Hefezellen mit der cDNA Expressionsbibliothek
wurde eine cDNA isoliert, die fur ein vollstdndiges CDK4 bindendes Protein
(CDK4BP) kodierte. Nach Transformation der Hefezellen, die BRSV NS2
synthetisierten, wurde ebenfalls eine Interaktion von NS2 mit diesem identifizierten
Protein festgestellt. Darlber hinaus wurden Interaktionen mit den NS-Proteinen von
HRSV und PVM nachgewiesen (Abb. 14). Insbesondere die Interaktion mit den
PVM NS-Proteinen war uberraschend, da diese keine signifikante
Sequenzhomologie zu anderen RSV NS-Proteinen aufweisen. Mutationsanalysen mit
BRSV NS1 machten dagegen deutlich, dass bereits Deletionen weniger
Aminosauren zum Verlust der Bindung in Hefe fuhren (Abb. 15), weshalb man davon
ausgehen kann, dass das identifizierte Protein nicht an lineare Sequenzbereiche der
NS-Proteine bindet. Bei dieser Interaktion ist offensichtlich die Struktur der Proteine
eher entscheidend. Durch Deletionen innerhalb des NS1 kommt es vermutlich zur
Zerstorung der Struktur mit der Folge, dass CDK4BP nicht mehr binden kann. Ko-
Immunprazipitationen des rekombinanten CDK4BP aus Lysaten transfizierter Zellen
gaben Hinweise auf eine Interaktion mit beiden NS-Proteinen alleine oder in
Kombination (Abb. 16). Verschiedene Fusionskonstrukte (c-myc, EGFP) des
CDK4BP waren in eukaryotischen Zellen im Nukleus lokalisiert. Die Lokalisation
anderte sich nach BRSV Infektion nicht, so dass davon ausgegangen werden kann,

dass die spezifische Wechselwirkung zwischen den NS-Proteinen und CDK4BP im
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Nukleus infizierter Zellen stattfinden sollte (Abb. 17). Mit der Isolierung der CDK4BP
cDNA wurde ein Kernprotein als Bindungspartner identifiziert, das die
Arbeitshypothese der spezifischen Lokalisation und Funktion der NS-Proteine im
Zellkern unterstutzt.

Dem CDK4BP wurden bereits verschiedene Eigenschaften zugewiesen, die auf
eine Funktion des Proteins bei der Kontrolle des Zellzyklus hinweisen. CDK4BP
wurde mit Hilfe des Y2H Systems mit unterschiedlichen bait-Proteinen in verschieden
Laboren zeitgleich identifiziert. CDK4BP ist an der Regulation des Zellzyklus auf
mehreren Ebenen beteiligt. Urspriinglich wurde zunéchst durch Bindung an p16™<44
eine dem CDK4BP entsprechende cDNA (SEI-1, ,selected with INK4A®) aus
Hefetransformanten isoliert. Fiir p34°F"" wurde auch eine Bindung an die Cyklin
abhangige Kinase 4 (CDK4) aber nicht an CDK6 nachgewiesen, weshalb hier von
einem spezifischen Komplex aus mindestens drei Proteinen (p16'NK4A, CDK4,
CDKA4BP) ausgegangen wird (144). Der Eintritt in die S-Phase des Zellzyklus wird in
eukaryotischen Zellen durch CDK4 und CDK®6 in Verbindung mit Cyklin D reguliert
(141). In der Gy Phase liegt der Transkriptionsfaktor E2F-1 durch Bindung an RB
inaktiv vor. Die anschlieRende Phosphorylierung durch verschiedene CDKs fuhrt zur
Freisetzung des E2F-1, das in Verbindung mit DP1 spezifische Gene in der spaten
G1und S-Phase exprimiert. Fur diesen kritischen Schritt der Regulation und Eintritt in
die S-Phase werden CDKs zusatzlich durch weitere Proteine reguliert. Zu den CDK
Inhibitoren (cki) zahlen Proteine der KIP/CIP und der INK4 Familie. Im Unterschied
zu Proteinen der KIP/CIP Familie, die ein breites Spektrum an CDKs inhibieren
konnen, werden CDK4 und CDKG6 spezifisch durch INK4 Proteine inhibiert (93, 105,
139). Es wird davon ausgegangen, dass CDK/CyklinD Komplexe stringent durch
mehrere Faktoren reguliert werden. CDK4BP stimuliert spezifisch die CDK4/CyklinD
Aktivitat in Anwesenheit des CDK4 Inhibitors p16™<**. Somit wirkt CDK4BP als

6™ und beglinstigt den Ubergang von der G+ in die S-Phase, da

Antagonist von p1
es zudem die Proliferation von Fibroblasten bei geringen Serumkonzentrationen
deutlich erhoht (144).

Arbeiten einer anderen Arbeitsgruppen zeigten, dass CDK4BP offensichtlich
weitere Funktionen besitzt. Bonventre et al. identifizierten dieses Protein als
Transkriptionsfaktor fur E2F-1 regulierte Gene, wobei es spezifisch mit dem E2F-1
Bindungspartner DP1 interagiert und die Genexpression ko-aktiviert (79). Das Protein

wurde in diesem Zusammenhang als TRIP-Br1 (Transcriptional Regulator that
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Interacts with PHD-Bromodomains) bezeichnet. CDK4BP (p345F™", TRIP-Br1) wurde
in vielen Organismen nachgewiesen. Die m-RNA wird im Vergleich zu Ubrigen
Geweben besonders hoch in Lungenzellen exprimiert (79, 144), in denen RSV
repliziert.

Der Interaktionspartner DP1 wurde zunachst aufgrund von Sequenzvergleichen
des CDK4BPs mit E2F-1 vermutet. Weitere potentielle saure Transaktivierungs-
domanen im CDK4BP liel3en auf eine Funktion bei der Transkription zellularer Gene
schlieBen. Tatsachlich bindet dieses Protein bedingt durch die E2F-1
Sequenzhomologien DP1 und transaktiviert zellulare Reportergene in transfizierten
Zellen. Neben DP1 interagiert TRIP-Br1 mit dem zellularen Koaktivator CBP/p300
und den Korepressoren TIF1o und TIF1p.

Die Ko-aktivierung der E2F1-/DP1 vermittelten Transkription von Reportergenen
durch CDK4BP wird durch RB inhibiert. Uberexpression von RB cDNA in Zellen fihrt
daher zur Repression der E2F-1/DP1 Aktivitat. Bereits fur andere virale Proteine, wie
dem E1A Onkogen des Adenovirus wurde gezeigt, dass diese E2F-1 Repression
durch Bindung von E1A an RB und p300 aufgehoben wird (148). Tatsachlich wurde
die CDK4BP abhangige Ko-Aktivierung der E2F-1 vermittelten Transkription in
Anwesenheit von RB durch Expression der E1A cDNA wieder vollstandig hergestellt
(79). Es ist daher denkbar, dass die Pneumovirus NS-Proteine ahnliche Effekte durch

Aktivierung des CK4BPs bei dieser Regulation hervorrufen kénnen.

5.2.2 Interaktion der NS-Proteine mit B-COPI

Da Pneumovirus NS-Proteine nicht nur im Nukleus, sondern auch im Zytoplasma
infizierter Zellen lokalisiert sind (Abb. 6), wurden ebenfalls Interaktionen mit zellularen
Proteinen im Zytoplasma infizierter Zellen angenommen. Mittels Y2H wurde eine
cDNA isoliert, die ein C-terminales Fragment des zytoplasmatischen B-COPI kodiert.
Dieses Proteinfragment interagiert nicht mit BRSV NS2 in Hefe, weshalb
ausschlieRlich eine spezifische Interaktion mit BRSV NS1 angenommen wurde
(Abb. 18). Das rekombinante, vollstandige Protein interagiert jedoch mit BRSV NS2.
Dies lasst darauf schliefen, dass die beiden NS-Proteine mit unterschiedlichen
Domanen des gleichen zellularen Proteins interagieren. Wahrend NS1 den pB-COPI
C-Terminus bindet, scheint der N-Terminus fur die Interaktion mit NS2 wichtiger zu
sein. Weiterhin interagieren auch die NS-Proteine anderer Pneumoviren mit 3-COPI
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(Abb. 19). Mutationsanalysen zeigten einen Verlust der Bindung an BRSV NS1,
sofern wenige Aminosauren des BRSV NS1 deletiert wurden. Lediglich bei
Deletionen von Aminosauren im C-terminalen Bereich (BRSV NS1A93-100) wurde

die Bindung an B-COPI nicht beeintrachtigt (Abb. 20). Ko-Immunprazipitationen
rekombinanter Proteine aus Lysaten transfizierter BSR Zellen demonstrierten die
Interaktion mit beiden BRSV NS-Proteinen (Abb. 21). Neben bereits durch andere
Arbeiten beschriebenen Interaktionen der NS-Proteine mit Proteinen des RSV RNP-
Komplexes (48, 74), interagieren die NS-Proteine offensichtlich auch mit einem
zellularen, zytoplasmatischen Protein der Wirtszelle.

Endozytotischer oder  exozytotischer  vesikularer  Transport innerhalb
eukaryotischer Zellen wird durch 50-150 nm groRe Vesikel vermittelt, die die
jeweiligen Proteine umhullen (107). Hierbei werden Vesikel unterschieden, die
entweder Derivate des Endoplasmatischen Retikulums (ER), des Golgi Apparates
oder der Plasmamembran sind (94). Rezeptoren der Plasmamembran werden durch
sogenannte Clathrin umhdllte Vesikel in Verbindung mit AP-2 internalisiert (129).
Transportprozesse zwischen ER und Golgi werden dagegen durch eine andere
Klasse von Vesikeln vermittelt, den Coatomer (COPI und COPII) umhdillten Vesikeln
(9, 119, 157). COPI Komplexe bestehen aus den sieben Untereinheiten «, B, B, v, 9,
e, L COPI. Dabei erfolgt die Bindung der COPI Untereinheiten an Golgi und ER
Membranen durch die GTPase ARF (ADP-Ribosylation Factor) (42, 121, 138). COPII
Vesikel binden spezifisch reguliert durch eine weitere GTPase (Sar21) ER
Membranen und ermdglichen vesikularen Transport zum Golgi (9).

COPI Untereinheiten vermitteln allerdings nicht ausschlielBlich vesikularen
Transport zwischen ER und Golgi. Einige COPI Untereinheiten werden seit kurzem
mit endosomalem Transport in Verbindung gebracht. Hierbei werden Rezeptoren
nach Bindung eines Liganden internalisiert und der Rezeptor erneut in die
Zellmembran inseriert, wahrend der Ligand im endosomalen/lysosomalen System
degradiert wird. Vor allem B-COPI wird mit diesem Prozess in Verbindung gebracht,
da Antikorper gegen B-COPI Endozytose verhindern (160). Weitere Beobachtungen
sprechen fur eine direkte Beteiligung von COPI Untereinheiten beim endosomalen
Transport, da CHO Zellen mit mutiertem ¢-COPI| Rezeptoren nicht wieder an die
Plasmamembran rekrutieren (67, 77).

In dieser Arbeit wurde die B-COPI Untereinheit als spezifischer Interaktor flr beide

RSV NS-Proteine identifiziert. COPI Vesikel transportieren durch spezifische
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Interaktion mit dem Aminosauremotiv KKXX Proteine in das ER (100). Da nicht alle
NS-Proteine verschiedener Pneumoviren dieses Motiv besitzen und zudem nicht im
Bereich des ER lokalisiert sind, sollte der eigentliche Transportprozess fur die
Virusreplikation keine Rolle spielen. Ob in RSV infizierten Zellen der vesikulare
Transport oder die Zusammensetzung der Vesikel verandert ist, ist bisher nicht
bekannt.

FUr ein anderes virales Protein, das HIV-Nef, wurde bereits eine direkte Interaktion
mit B-COPI demonstriert (85, 124). HIV-Nef ist aktiv an der Endozytose des CD4
Molekduls in infizierten Zellen beteiligt (53, 68). Hierbei wird angenommen, dass HIV-
Nef mit der N-terminalen Domane ein Di-Leucin innerhalb des CD4 bindet (1, 65).
Weiterhin interagiert Nef Uber ein weiteres Di-Leucin Motiv innerhalb des C-Terminus
mit AP2 (19, 38, 62). HIV-Nef vermittelt als Adapterprotein in einem zweitem Schritt
die vermehrte Bildung von Clathrin umhdullten Vesikeln durch die direkte Interaktion
mit B-COPI und somit die Endozytose des CD4. Interessanterweise enthalten NS-
Proteine aller hier betrachteten Pneumoviren die charakteristischen Di-Leucin Motive.
HRSV und BRSV NS1 Proteine enthalten drei-, PVM NS1 dagegen zwei Di-Leucin
Motive. Sequenzvergleiche der drei NS1 Proteine verschiedener Pneumoviren
zeigten dieses konservierte Motiv im C-Terminus der Proteine (AS 132-133, Abb. 3).
Das charakteristische Motiv ist zudem jeweils einmal in NS2 Proteinen aller
Pneumoviren enthalten. Aufgrund der spezifischen Interaktion der NS-Proteine mit 3-
COPI konnte man auf eine Beteiligung beider Proteine bei der Regulation der
Endozytose von Oberflachenproteinen in RSV infizierten Zellen schlieRen. Weiterhin
ist es durchaus mdglich, dass RSV genau wie HIV seinen eigenen, bisher
unbekannten Rezeptor internalisiert und dieser durch das endosomale/lysosomale
System degradiert wird.

Studien zur Replikation von Vertretern der Picornaviridae zeigten eine deutliche
Abhangigkeit der Replikation von der Bildung von COPI Vesikeln. Das Poliovirus
(PV) bildet vesikulare Strukturen (Replikationskomplexe) in infizierten Zellen, in
denen virale Nichtstrukturproteine und RNA vorliegen (13, 14). Weiterhin haben
COPI Vesikel auch eine Bedeutung fir die Replikation von Parechovirus 1 (ParV1)
und vor allem fur das Echovirus 11 (EV11), da die Replikation dieser Viren durch
Inhibition der COPI Vesikelbildung stark eingeschrankt ist (54).

Aufgrund dieser Daten konnten COPI Vesikel nicht nur in Verbindung mit

NS1/NS2 endozytotische Prozesse, sondern eventuell auch direkt die Replikation der
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RS-Viren beeinflussen. Im Gegensatz zu Picornaviren ist die Replikation von

Negativ-Strang RNA Viren allerdings nicht membranabhangig.

5.2.3 Interaktion der NS-Proteine mit RanBP16

Mittels Y2H wurde in dieser Arbeit eine cDNA isoliert, die das erst kurzlich
identifizierte und bisher nicht naher charakterisierte Kernprotein RanBP16 kodiert.
Fur das klonierte RanBP16 voller Lange wurde auch hier eine spezifische Interaktion
mit beiden BRSV NS-Proteinen nachgewiesen (Abb.24). In Hefe interagierte
RanBP16 mit Pneumovirus Proteinen aller Spezies, allerdings interagierte keine
einzige BRSV NS1 Deletionsmutante mit RanBP16*. Rekombinante BRSV NS-
Proteine aus Lysaten transfizierter BSR Zellen ko-immunprazipitierten mit RanBP16
(Abb. 25) und Immunfluoreszenz Experimente deuteten eine Ko-Lokalisation im
Zellkern BRSYV infizierter Zellen mit rekombinantem RanBP16 an (Abb. 26).

Die GTPase Ran reguliert als zentrales Molekul den Import und Export von
Proteinen zwischen Zytoplasma und Nukleus. Proteine der Importin § Familie sind
Ran-bindende nukleare Transportrezeptoren und vermitteln den Import von Proteinen
in den Nukleus (58, 109). Importin B verwandte Transportrezeptoren werden in
Importine und Exportine eingeteilt, je nach Richtung des Transports. Die GTPase
Ran reguliert bei diesen Transportprozessen die ,Cargo“-bindung an den
Ran/Importin Komplex. Bei Import eines spezifischen Proteins in den Zellkern bindet
dieses an Importin B. Im Zellkern bindet Importin Ran-GTP und setzt das importierte
Protein frei (59, 127). Der Ran-GTP/Importin  -Komplex wird wieder in das
Zytoplasma transferiert. Dort wird GTP zu GDP hydrolysiert, wodurch die Freisetzung
des Importin B erfolgt und erneute Beladung mit einem weiteren Protein und
Transport in den Nukleus stattfinden kann. Im Gegensatz zu Importinen, die
unabhangig von der GTP Bindung ihre Substrate in den Kern transportieren, ist fur
Exportine, wie beispielsweise CRM1, die Bindung an die Ran-GTP Form
Voraussetzung fur die Bindung und den Export ihrer spezifischen Substrate aus dem
Nukleus. Bisher wurden in hoheren Eukaryoten 15 Importin § Proteine mit hohen
Affinitaten fur unterschiedliche Substrate identifiziert. RanBP16 und RanBP17
wurden kurzlich identifiziert, wobei deren spezifische Substrate bisher unbekannt

sind (96). Diese beiden Proteine erflllen die biochemischen Eigenschaften der
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Importin B Proteine, sind allerdings im Vergleich mit anderen Transportrezeptoren
schwach konserviert. Aufgrund der relativ geringen Affinitdt zu Ran-GTP wird
spekuliert, dass es sich um Proteine handeln kdnnte, die sowohl Import als auch
Export vermitteln (96).

Immunfluoreszenzen zu unterschiedlichen Zeitpunkten der BRSV Infektion
zeigten, dass die NS-Proteine nach Infektion immer auch im Kern lokalisiert sind.
Aufgrund unterschiedlicher Intensitaten der Fluoreszenz im Zellkern wird allerdings
angenommen, dass die NS-Proteine zwischen Zytoplasma und Zellkern pendeiln. In
der fruhen Phase der Infektion scheinen die NS-Proteine vorwiegend im Zellkern
lokalisiert zu sein, in spateren Phasen dagegen hauptsachlich im Zytoplasma
infizierter Zellen. Da genauere Analysen zur Lokalisation der NS-Proteine auf einen
aktiven Transport in den Zellkern und spezifische Lokalisation der Proteine in diesem
Kompartiment hinweisen (Abb. 27), wird von einem Ran-abhangigen Kernimport
ausgegangen. Da fur RanBP16 angenommen wird, dass es Kernimport und Export
vermittelt, kdonnte dieses Protein fur das Verhalten der NS-Proteine wahrend
verschiedener Zeitpunkte der Infektion verantwortlich sein.

Interessanterweise gibt es Hinweise auf eine Ran vermittelte Interaktion in vitro
zwischen RanBP16 und der DEAD Box Helikase p68 (U. Kutay, pers. Mitteilung).
Diese Daten unterstreichen die Relevanz der identifizierten Interaktionen zwischen
den viralen NS- und den =zellularen Proteinen, wobei eine Ran-regulierte
Komplexbildung zwischen den Virus- und Wirtszell-Proteinen nicht auszuschlie3en
ist.

Aufgrund der Interaktion mit RanBP16 wurde vermutet, dass die NS-Proteine aktiv
in den Nukleus infizierter Zellen transportiert werden. Da bisher durch
Sequenzvergleiche mit anderen Proteinen keine Homologien zu bekannten
Signalssequenzen fur den nuklearen Import identifiziert wurden, gab es bislang
keinen Hinweis auf aktiven Transport der NS-Proteine in den Zellkern. Zum
Nachweis eines aktiven Imports der NS-Proteine wurde ein artifizielles
Fusionskonstrukt kloniert, das EGFP in Fusion mit NS1 und BRSV N kodierte. Nach
Transfektion von BSR Zellen mit diesem Konstrukt, wurde ein Protein mit einer
Molekulgréfie von ca. 75 kDa synthetisiert. Dieses sollte aufgrund der Molekulgrofie
nicht in den Kern diffundieren, da in der Regel nur Proteine mit einer Molekulgrofie
von bis zu 50 kDa die nukleare Membran unspezifisch passieren kdénnen (106).

Weiterhin wurde durch die Fusion mit BRSV N ein zytoplasmatisch lokalisiertes
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Protein mit NS1 fusioniert, sodass dieser Fusionsanteil das gesamte Protein im
Zytoplasma zuruckhalten sollte, sofern der nuklearen Lokalisation des NS1 lediglich
Diffusion zugrunde liegt. Nach Synthese des artifiziellen EGFP-NS1-N Proteins in
BSR Zellen wurde das Fusionsprotein tatsachlich im Nukleus und im Zytoplasma
nachgewiesen (Abb. 27). Somit wird NS1 aktiv in den Nukleus transportiert.

Um den Einfluss der nukledren Lokalisation der NS-Proteine auf die
Virusreplikation zu untersuchen, wurden in unserem Labor bereits Viren generiert,
die das NS1 Protein in Fusion mit verschiedenen nukledren, CRM1/Exportin1-
abhangigen Exportsignalen kodieren (PKI, AS 37-46: LALKLAGLDI; HIV-Reyv,
AS 75-84: LPPLERLTLD; nicht gezeigt). Kernproteine mit diesen Exportsignalen
werden in der Regel unterschiedlich stringent und durch verschiedene
Exportmechanismen in das Zytoplasma exportiert (46, 73). Im Gegensatz zu
Kontrollproteinen wurde fur entsprechenden BRSV NS1 Fusionsproteine kein Export
aus dem Nukleus beobachtet (nicht gezeigt). Offensichtlich lasst sich NS1 durch
Fusion der funktionellen, nukledaren Exportsequenzen nicht in das Zytoplasma
exportieren. Dies konnte einerseits auf einen stringent kontrollierten Import/(Export?)
hindeuten, der nicht durch Fusion der CRM1-abhangigen Sequenzen kompetiert
werden kann. Andererseits konnten auch starke spezifische Protein-Protein
Interaktionen die NS1 Fusionsproteine im Zellkern zurickhalten, so dass CRM-1
vermittelter Export von NS1 in diesem Fall unwirksam ist. Diese Daten gaben
zusatzliche Hinweise auf eine spezifische nukleare Lokalisation der RSV NS-

Proteine, obwohl dieses Virus ausschlieB3lich im Zytoplasma repliziert.

5.2.4 Interaktion der RSV NS-Proteine mit MM-1

Ein weiteres zellulares Protein, das ebenfalls mit beiden Pneumovirus NS-Proteinen
interagiert, ist der c-Myc Modulator1 (MM-1), das als Regulator fur das Protoonkogen
c-Myc beschrieben wurde. MM-1 reprimiert die Expression c-Myc regulierter Gene
und wurde als ausschliel3lich nukleares Protein beschrieben (115). MM-1 interagiert
ebenfalls mit dem Tumorsupressor p73, einem Protein der p53 Familie (155). p73
transaktiviert zellulare Promotoren mit p53 Bindungsmotiven und wird als pro-
apoptotisches Protein diskutiert, das unter anderem Eintritt in die S-Phase des

Zellzyklus verhindert (112). p73 vermittelte Transkription wird hierbei durch MM-1
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stimuliert. Diese Daten bestatigten die Funktion des MM-1 als Repressor und
Regulator des Zellzyklus.

Neben der Interaktion des MM-1 mit den NS-Proteinen von HRSV, BRSV und
PVM in Hefe (Abb. 30) wurde durch Mutationsanalyse eine spezifische Interaktion mit
BRSV NS1 nachgewiesen (Abb. 29). Mit Ausnahme der Deletionsmutante bNS1AG3-
71 interagierte keine weitere N-terminale NS1 Deletionsmutante mit MM-1. C-
terminale Deletionen wirken sich im Fall des MM-1 offensichtlich weniger gravierend
auf die Interaktion mit BRSV NS1 aus, als bei den vorhergehend beschriebenen
Interaktion mit CDK4 und RanBP16. Daruber hinaus wurde die direkte Interaktion
zwischen den BRSV NS-Proteinen und MM-1 durch GST pull down in vitro
nachgewiesen (Abb. 32). Durch Ko-Immunprazipitationen von NS1/NS2 mit
rekombinantem MM-1 aus Lysaten transfizierter BSR Zellen wurde die Interaktion mit
beiden BRSV NS-Proteinen bestatigt (Abb. 31).

Um den Einfluss der BRSV Infektion auf die Lokalisation des MM-1 zu
untersuchen, wurden zunachst ein mit dem c-myc Epitop fusioniertes MM-1 sowie ein
EGFP-MM-1 Fusionsprotein rekombinant in BSR Zellen synthetisiert und die Zellen
anschlieend mit BRSV infiziert. Zunachst wurde hierbei eine deutliche Ko-
Lokalisation der NS-Proteine und des MM-1 im Nukleus infizierter Zellen beobachtet.
Allerdings zeigte MM-1 in einigen Zellen eine veranderte Lokalisation, da in diesen
Zellen das Protein ausschlieBlich im Zytoplasma lokalisiert war (Abb. 33). Durch
Gewinnung eines MM-1 spezifischen Peptidserums wurde endogenes MM-1 in
verschiedenen Zelllinien nachgewiesen (Abb. 34). Immunfluoreszenz Experimente
zeigten ebenfalls eine unterschiedliche Verteilung des Proteins in BSR Zellen. Da
sich das zellulare Protein im Hinblick auf seine Lokalisation gleich verhalt wie
rekombinantes EGFP-MM-1, beeinflusste die Fusion mit EGFP das Verhalten dieses
Proteins offensichtlich nicht. Daher wird vermutet, das MM-1 zwischen diesen beiden
Kompartimenten pendelt. MM-1 ist daher nicht, wie urspringlich angenommen,
ausschlielich im Zellkern lokalisiert. Um die Veranderung der Lokalisation des MM-1
Proteins genauer analysieren zu konnen, wurde eine Zelllinie kloniert, die EGFP-MM-
1 stabil exprimiert und die unterschiedliche Lokalisation des fluoreszierenden
Proteins mittels Videomikroskopie verfolgt. Hiermit wurde gezeigt, dass MM-1 aus
dem Zytoplasma innerhalb von ca.10 h in den Nukleus importiert wird (Abb. 35),
wobei die Regulation dieses Transports ungeklart ist. Dieser Befund lasst auf

unterschiedliche Funktionen des Proteins in beiden Kompartimenten schlie3en.
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Andererseits ist auch eine Regulation des Proteins durch Translokation in das
Zytoplasma denkbar. In welchem zellularen Kompartiment die Interaktion mit den
NS-Proteinen stattfindet ist noch unklar, da die NS-Proteine ebenfalls in beiden
Kompartimenten lokalisiert sind. Da MM-1 jedoch c-Myc und p73 reguliert und somit
aktiv den Zellzyklus beeinflusst, ist eine funktionelle Interaktion mit Pneumovirus NS-
Proteinen im Zellkern eher wahrscheinlich.

c-Myc gehort zu den zentralen nuklearen Proteinen, die den Zellzyklus regulieren.
Die Aktivitat dieses Proteins wird durch zahireiche zellulare Proteine positiv oder
negativ reguliert (4, 40). c-Myc transaktiviert als Heterodimer in Verbindung mit dem
Bindungspartner Max die Genexpression an zellularen Promotoren, die sogenannte
E-Box Motive enthalten (15, 16) und vermittelt so den Eintritt in die S-Phase des
Zellzyklus. Durch weitere Bindungspartner wie Proteine der Mad Familie, die an Max
binden wird c-Myc Transaktivierung an zellularen Promotoren inhibiert (6, 82). Durch
die Bindung von Mad an Max werden Repressorkomplexe rekrutiert, die die Proteine
N-Cor, Sin3 und Hisitondeacetylasen (HDAC) enthalten (2, 7, 72). Histonde-
acetylierung ist der Hauptmechanismus der c-Myc Inhibition. MM-1 rekrutiert genau
wie Mad ebenfalls diesen Repressorkomplex, allerdings durch direkte Bindung an c-
Myc (131). Wie bereits fur das CDK4BP gezeigt, bindet dieses TIF1p und reguliert
E2F-1 vermittelte Transkription. Interessanterweise bindet MM-1 ebenfalls
TIF1B (131). Wahrend CDK4BP den G3-S Phasen Ubergang positiv beeinflusst,
bewirkt MM-1 genau das Gegenteil. Dies deutet auf eine unterschiedliche Regulation
aufgrund der Bindung des TIF13 an CDK4BP bzw. MM-1 hin.
Mit der Identifizierung des CDK4BP und des MM-1 als spezifische Bindungspartner
fur NS-Proteine wurden somit Proteine identifiziert, die den Zellzyklus sowohl positiv
als auch negativ beeinflussen kdnnen. Daher wurde in dieser Arbeit der Einfluss von
Wachstum bzw. Teilung der Wirtszellen auf die BRSV Replikation untersucht. Hierzu
wurden Vero Zellen unter verschiedenen Kulturbedingungen mit BRSVwt und
BRSVANS1/2 infiziert und die daraus resultierenden Virustiter verglichen. Im
Gegensatz zu BRSVwt ist BRSVANS1/2 unter standardisierten Kulturbedingungen
bei Zusatz von 2,5 % FKS attenuiert und wachst deutlich langsamer und erreicht
geringere Virustiter (Abb. 36B). In gehungerten, arretierten Vero Zellen ohne Zusatz
von FKS, replizierten Wildtyp- und NS Deletionsviren dagegen identisch (Abb. 36A).
Dies weist darauf hin, dass Wachstum und Teilung der Wirtszellen nicht essentiell fur

die Replikation des BRSV ist. Flr eine optimale Replikation der BRS-Viren in vitro ist
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Teilung bzw. Wachstum der Zellen jedoch Voraussetzung. Die Synthese der NS-
Proteine ist demnach nur in sich teilenden Zellen vorteilhaft fir BRSV.

Aufgrund dieser Hinweise kann man spekulieren, dass die NS-Proteine die MM-1
Repression von c-Myc behindern oder ausschalten- und auf der anderen Seite die
CDKA4BP Aktivitat ko-stimulieren kdonnten. Tatsachlich gaben bereits erste Daten aus
unserem Labor Hinweise, dass beide NS-Proteine gemeinsam die Teilung infizierter

Zellen stimulieren konnen (J. Schlender, nicht veroffentlicht).

5.2.5 Interaktion der RSV NS-Proteine mit der DEAD Box Helikase p68

Als weiterer spezifischer Interaktionspartner fur die Pneumovirus NS-Proteine wurde
das p68 Protein identifiziert (Tab. 3). Aus der cDNA Expressionsbibliothek wurde
hierbei ein C-terminales Fragment der nuklearen DEAD Box Helikase p68 cDNA
isoliert. Dieses Fragment ist ausreichend fur die Bindung an beide BRSV NS-
Proteine. Durch Transformation weiterer Hefestamme, die NS-Proteine der
Pneumoviren HRSV, BRSV und PVM synthetisierten, wurde ebenfalls eine
Interaktion des gesamten Proteins mit den NS-Proteinen verschiedener Pneumoviren
gezeigt (Abb. 39). Durch Interaktionsanalysen mit partiell deletietem BRSV NS1
wurde weiterhin die Spezifitdt der Bindung an p68 in Hefe gezeigt. Hier zeigte p68 im
Gegensatz zu CDK4BP oder RanBP16 eine Interaktion mit den BRSV NS1 Mutanten
NS1A43-51, NS1A93-100 und NS1A102-110 (Abb. 38). Durch rekombinante
Expression der p68 cDNA wurde sowohl BRSV NS1 als auch NS2 aus Lysaten
transfizierter BSR Zellen mit monoklonalen ap68 Antikérpern ko-immunprazipitiert
(Abb. 40). Diese Ergebnisse lieRen sich flr rekombinante HRSV NS-Proteine
reproduzieren (nicht gezeigt). Die viralen Proteine interagieren offensichtlich direkt
mit p68, da >°S markiertes p68 in pull down Experimenten mit gereinigten GST-
BRSV NS-Proteinen ko-prazipitiert wurde. Hierbei interagierte sowohl der verkurzte
Y2H Klon als auch der Gesamtklon mit den NS-Proteinen. p68 ko-lokalisiert im
Zellkern infizierter Zellen mit NS1 und NS2 und andert nicht seine Lokalisation durch
BRSV Infektion (Abb. 41). Hieraus lasst sich schlieRen, dass die Interaktion im
Nukleus stattfindet und die NS-Proteine durch Interaktion mit p68 zellulare Prozesse
im Kern beeinflussen.

BRSV mit zusatzlichem p68 Gen zeigten nach Uberexpression der RNA neben

dem vollstandigen p68 Protein mehrere verkirzte p68 Formen in infizierten Zellen
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(Abb. 46C). Die zusatzlichen p68 Formen wurden auch bei den NS-Deletionsviren
beobachtet (Abb. 46D), weshalb man davon ausgehen kann, dass das Auftreten
dieser p68 Formen bei RSV Infektion auftreten, aber nicht abhangig von der NS
Expression sind. Zwar ist nicht auszuschlieRen, dass es sich hierbei um interne
Initiation der Translation handelt, allerdings wurden diese verkirzten Proteine bei
rekombinanter Expression von cDNA nicht nachgewiesen. Nach BRSV Infektion
wurde zusatzlich durch Western Blot eine p68 Form nachgewiesen, die bei ca.
150 kDa im Polyacrylamidgel migrierte. Da eine Poly-ubiquitinylierung in Tumorzellen
fur dieses Protein bereits beobachtet wurde (26), ist es denkbar, dass es sich bei
dieser zusatzlichen Proteinbande um poly-ubiquitinyliertes p68 handelt.

DEAD Box Proteine werden von vielen Organismen von Bakterien bis zu hoheren
Eukaryoten kodiert. Diese Proteine beeinflussen verschiedene zellulare Prozesse wie
RNA Splicing, nuklearen Export, Ribosomenreifung und Translation (41, 136, 154).
DEAD Box Proteine besitzen Sequenzmotive, die die Bindung an RNA vermitteln.
Fur p68 und andere DEAD Box Proteine wurde eine NTP-abhangige RNA
Helikaseaktivitat nachgewiesen (76, 132). Es wird allerdings davon ausgegangen,
dass sich DEAD Box Proteine generell durch diese Eigenschaft auszeichnen.
Weitere Funktionen bei der Regulation der Transkription werden zudem fir p68
diskutiert (47, 156). Neuere Daten deuten darauf hin, dass p68 Spliceosomen bindet
und alternatives Splicing des Ras Onkogens reguliert (66, 117). Dem p68 homologe
Proteine wurden in verschiedenen Organismen (Hefe und Maus) identifiziert, wobei
diese homologen Proteine hoch konserviert sind (83, 92). Da die p68 Expression
durch Serum stimuliert werden kann, wird zusatzlich eine Funktion bei Wachstum
und Teilung der Zellen angenommen (143). Aufgrund der zahlreichen Funktionen,
die fur das p68 Protein beschrieben wurden ist davon auszugehen, dass es sich um
eine multifunktionelles Protein handelt, das an der Regulation mehrerer zellularer
Prozesse beteiligt ist.

Interessanterweise werden DEAD Box Proteine auch von verschiedenen Viren
kodiert. Beispiele hierfur sind die NPH-1I RNA Helikase des Vaccinia Virus (63, 102),
das NS3 des Hepatitis C Virus (HCV) (44, 71, 153) und das ,Large T Antigen“ des
Simian Virus (SV40). Urspringlich wurde zellulares p68 durch Kreuzreaktion mit dem
Antikorper gegen das SV40 ,Large T Antigen® identifiziert (98).

Neben der Expression von DEAD Box Proteinen durch verschiedene Viren, sind

Interaktionen von Virusproteinen mit zellularen DEAD Box Helikasen bereits
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beschrieben worden. Das E1E4 Protein des Humanen Papillomvirus (HPV 16) bindet
das zellulare E4-DEAD Box Protein (E4-DBP) und inhibiert dessen Helikaseaktivitat
(43). Fur das ,core” Protein des HCV wurde zeitgleich in mehreren Laboren eine
Interaktion mit dem DEAD Box Protein DBX identifiziert (108, 120, 161). Hierbei wird
angenommen, dass das ,core“ Protein durch diese Interaktion die Translation
zellularer mRNAs inhibiert (108). Eine spezifische Interaktion eines anderen viralen
Proteins mit der DEAD Box Helikase p68, wurde fur UL26.5 des humanen
Zytomegalovirus (HCMV) gezeigt (K. Lorz, pers. Mitteilung).

In dieser Arbeit wurde eine Interaktion der NS-Proteine mit der DEAD Box
Helikase p68 identifiziert. Allerdings interagieren in diesem Fall zwei virale Proteine
bzw. zwei Domanen eines Proteinkomplexes mit dem gleichen DEAD Box Protein.
Diese Art der Interaktion ist jedoch nicht einzigartig, da fur die Virusproteine EBNA2
und EBNA3C des Epstein-Barr Virus (EBV) ebenfalls eine gemeinsame Interaktion
mit der zellularen DEAD Box RNA Helikase DP103 beschrieben wurde (64). Hierbei
wird angenommen, dass die Virusproteine durch die Interaktion mit DP103 zellulare
Genexpression beeinflussen. Weiterhin ist fur EBNA2 und EBNA3C bekannt, dass
zellulare Promotoren durch Interaktion des Transkriptionsfaktors RBP-Jk mit beiden
viralen Proteinen transaktiviert werden. Offensichtlich werden daher auch bei Viren
anderer Ordnungen zellulare Prozesse durch gemeinsame Interaktion viraler

Proteine mit Wirtszellproteinen beeinflusst.

5.3 Einfluss zellularer Proteine auf die BRSV Replikation

Zur naheren Charakterisierung der identifizierten Protein-Protein Interaktionen wurde
in dieser Arbeit ein Expressionssystem auf Basis des BRSV etabliert. Dieses System
ermoglicht eine Uberexpression zellulérer Proteine in infizierten Zellen.

BRS-Viren, die die EGFP RNA Uberexprimierten (BRSV-EGFP) demonstrierten,
dass die Uberexpression von RNAs stromaufwérts der NS Gene prinzipiell méglich
ist und keinen wesentlichen Einfluss auf das Wachstum der BRS-Viren in vitro hat
(Abb. 43). Hierbei wurde erstmals gezeigt, dass sich neben HRSV und anderen
Negativ Strang RNA Viren auch BRSV als Expressionsvektor sehr gut eignet, da
hierbei hohe Konzentrationen an fremder RNA nach Infektion synthetisiert werden.

Die Expression von EGFP-MM-1 fihrte allerdings zu keiner signifikanten

Anderung des BRSV Wachstums. Auch ein Einfluss auf das Wachstum der Zellen
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war hierbei nicht zu beobachten. Dieses experimentelle System erlaubt daher keine
Aussage, ob MM-1 prinzipiell die RSV Replikation einschrankt oder unterstutzt. Zwar
wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass EGFP-MM1 genau wie das zellulare Protein
zwischen Zytoplasma und Zellkern pendeln kann, ein direkter Nachweis, ob dieses
Fusionsprotein in jeder Hinsicht funktionell ist, fehlt jedoch. Die BRSV vermittelte
Expression komplementarer MM-1 RNA fihrte auch nicht zur gewinschten
Reduktion der Proteinkonzentration in infizierten Zellen und daher nicht zu signifikant
verandertem BRSV Wachstum. Es ist bekannt, dass die Expression von
komplementarer RNA (antisense RNA) nicht in jedem Fall zu einer effektiven
Inhibition der Translation flhrt. Dies kdnnte mit Bindungen von regulatorischen
Proteinen an die RNA zusammenhangen, die die Bildung von doppelstrangiger RNA
verhindern kénnen. Weiterhin kdnnte die Ausbildung von mRNA Sekundarstrukturen
die Hybridisierung an den kritischen Bereichen verhindern.

Zur Veranderung der p68 Konzentration in infizierten Zellen wurden BRS-Viren
generiert, die p68 Sequenzen in sense und antisense Orientierung exprimieren.
Durch Expression der p68 mRNA (BRSVp68°) wurde eine deutlich erhohte p68
Konzentration in infizierten Zellen erreicht, allerdings verursachte die Uberexpression
eine veranderte Morphologie der Zellkerne in infizierten Zellen. Zudem zeigte das
Protein eine Anderung seiner Lokalisation (Abb. 47). BRSVp68® replizierte langsamer
und mit geringeren Titern im Vergleich zu BRSVwt. Hierbei sind als Erklarung
zytotoxische Effekte vorstellbar, weshalb versucht wurde, eine moderatere
Expression durch interne Initiation der Translation zu erreichen. Infektionen mit BRS-
Viren, die die p68 RNA mit mutiertem Startkodon exprimierten (BRSVp68:U¢"),
fihrten zu erhohten zellularen Konzentrationen der verkurzten p68 Form, die sich
charakteristisch wie das zellulare Protein im gesamten Zellkern verteilte.
BRSVp68~YS" zeigte deutlich verandertes Wachstum in Vero und MDBK Zellen.
Wahrend BRSVwt 3-4 Tage bis zum Erreichen maximaler Virustiter benétigt, wurde
fur dieses modifizierte Virus nach zwei Tagen der maximale Titer bestimmt. Die
Expression der verklirzten p68 Form, die nach wie vor die intakte Domane zur
Interaktion mit NS-Proteinen enthalt, férdert die Replikation des BRSV.

Durch Expression der komplementaren p68 RNA wurde keine signifikante
Reduktion der zellularen p68 Konzentration erreicht, allerdings war dieses Virus im
Vergleich zum Wildtyp ebenfalls in Vero und MDBK Zellen attenuiert. Durch
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Expression dieser artifiziellen RNA in Wirtszellen sind ebenfalls zytotoxische Effekte
denkbar, die die Virusreplikation beeinflussen kénnten.

Einen deutlicheren Effekt der p68 Konzentration auf das BRSV Wachstum wurde
durch alternative siRNA Experimente erzielt. Durch Reduktion der p68 Konzentration
in p68 ,knock down® Zellen wurde die BRSVwt Replikation im Gegensatz zu nicht
verwandten Tollwut Viren (SAD L16) deutlich vermindert. Hierbei wurden flir BRSVwt
in HeLa Zellen mit reduzierten p68 Konzentrationen bis zu 10-fach geringere
Virustiter bestimmt. Dies stimmt mit der zuvor charakterisierten Funktion des p68 fur
die BRSV Replikation (berein. Uberexpression der verkiirzten p68 Form beglinstigt
die Virusreplikation und verminderte Konzentrationen des zellularen p68 flihren zu
einem attenuierten BRSV Phanotyp. Weitere Experimente bzw. Infektionen mit den
modifizierten BRS-Viren von p68 ,knock down® HelLa Zellen, kdonnten weitere
Hinweise auf die p68 Funktion geben. Die Komplementierung der p68 Expression
durch BRSVp68"U®” kénnte die Attenuierung in HeLa knock down Zellen aufheben.

In dieser Arbeit wurde weiterhin gezeigt, dass das veranderte Wachstum des
BRSVp68°Y®" abhangig von der Expression der NS-Proteine ist. NS defiziente BRS-

8"Y¢" und p68* RNAs replizierten in Vero Zellen

Viren mit zusatzlichen p68°, p6
vergleichbar mit BRSVANS1/2. Hierbei verursachte die Expression der verkurzten
p68 Form keine veranderte Replikation der NS-Deletionsviren. Da Vero Zellen
aufgrund deletierter Typ | Interferon Gene selbst keinen antiviralen Status induzieren
konnen, ist die Funktion des p68 im Zusammenhang mit der NS Expression
unabhangig von der Funktion der NS-Proteine als Interferonantagonisten zu
betrachten.

Um zu testen, ob veranderte p68 Konzentrationen in infizierten Zellen die
Interferonresistenz beeinflussen, wurden Infektionsexperimente mit den modifizierten
p68 BRS-Viren mit verschiedenen Konzentrationen IFN o durchgefuhrt (nicht
gezeigt). Die erhohte Expression der p68 RNA fuhrte allerdings nicht zu veranderter
Typ | Interferonresistenz. HeLa Zellen mit reduzierter p68 Konzentration, durch
Expression spezifischer siRNA, wurden zudem mit BRSVANS1/2 infiziert. Hierbei
replizierten die NS-Deletionsviren nicht in dieser IFN kompetenten ,knock down®
Zelllinie, sodass man nicht davon ausgehen kann, dass p68 fur IFN spezifische
Signaltransduktions-Kaskaden essentiell ist, sondern hier andere zellbiologische

Aspekte des Zellzyklus im Vordergrund stehen.
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Die identifizierten Interaktionen der NS-Proteine betreffen vorwiegend Proteine,
die im Zusammenhang mit der Regulation des Zellzyklus oder des Zellwachstums
stehen. Da in dieser Arbeit die Abhangigkeit des Virus von Zellteilung bzw.
Wachstum fur die optimale Replikation demonstriert wurde, kann man hier auf
weitere Funktionen schlieBen. NS1 und NS2 kdénnten demnach gemeinsam durch
Interaktion mit diesen Proteinen den Zellzyklus aktiv beeinflussen und den Ubergang
von der G4 in die S Phase stimulieren. Hierzu musste CDK4BP aktiviert und MM-1
inhibiert werden. Tatsachlich deuten erste Daten aus FACS Analysen aus unserem
Labor darauf hin, dass beide NS-Proteine gemeinsam die Proliferation der
Wirtszellen beglinstigen (J. Schlender, nicht veroéffentlicht). Mit dem Y2H System
wurden somit Hinweise auf diese neue Funktion erhalten und unterstutzen Daten, die
eine erhohte Proliferation der Zellen durch Expression der NS-Proteine

demonstrierten.

5.4 Bedeutung der Protein-Interaktionen fiir den BRSV Replikations-
zyklus

In dieser Arbeit wurden durch die sensitive Y2H Methode erstmals interagierende
zellulare Proteine identifiziert, die mit den HRSV, BRSV und PVM NS1/NS2
Proteinen interagieren. Durch die Identifizierung verschiedener Kernproteine als
Interaktionspartner wurde die biologische Relevanz der nuklearen Lokalisation der
NS-Proteine unterstrichen. Die zellularen Interaktionspartner gaben somit Hinweise
auf weitere Funktionen der NS-Proteine und zusammenfassend scheint klar zu sein,
dass RSV durch Synthese der NS-Proteine aktiv den Zellzyklus beeinflussen kann.
Darauf deuten auch experimentelle Daten aus unserem Labor hin (J. Schlender,
nicht publiziert). Zudem scheint das Wachstum der Wirtszellen, wie in dieser Arbeit
gezeigt, eine Voraussetzung fur optimale BRSV Replikation zu sein. Interessant im
Hinblick auf die zellularen Interaktionspartner ist in diesem Zusammenhang, dass es
sich bei den Kernproteinen ausschliel3lich um Adapterproteine handelt, die wie oben
beschrieben, c-Myc/p73 oder CDK4 regulieren. p68 wird ebenfalls als Ko-Aktivator
diskutiert, der Transkription stimulieren kann aber offensichtlich nicht essentiell fur
diese zellularen Prozesse ist. Andere Viren mit onkogenem Potential aus
unterschiedlichen Ordnungen binden dagegen zentrale regulatorische Proteine des

Zellzyklus direkt oder verandern die Expression entsprechender Gene. Beispiele
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hierfur sind Bindung und Inaktivierung des Tumorsupressors p53 durch das SV40
.Large T Antigen“, das E1B Protein des Adenovirus und das E6 Protein des
humanen Papillomvirus (114). Das Epstein-Barr Virus induziert durch EBNA2 die
Expression des c-myc Gens (89) und stimuliert dadurch massiv die Proliferation der
Wirtszellen. Durch diese Mechanismen kann es zur Transformation der Zellen
kommen. RSV besitzt dagegen kein onkogenes Potential, ist allerdings, wie gezeigt,
auf Teilung der Zellen zur optimalen Replikation angewiesen. Es konnte daher
maglich sein, dass durch Bindung und/oder Regulation dieser Adapterproteine keine
derart drastischen Veranderungen der Zellzyklusregulation eintreten wie es bei
onkogenen Viren der Fall ist, sondern dass hier eine feinere Manipulation der
Proliferation infizierter Wirtszellen ermoglicht wird. Zudem ist auch von Interesse,
dass die infizierten Wirtszellen des Lungenepithels bereits ausdifferenziert sind und
sich in der Regel nicht mehr teilen. Untersuchungen von RSV infizierten
Lungengewebe kdonnten Aufschluss dartber geben, ob und wie RSV die Proliferation
der Wirtszellen beeinflusst.

Die identifizierten Interaktionen scheinen keine offensichtliche Rolle bei der Typ |
Interferonresistenz zu spielen. Es ist jedoch nicht auszuschlieBen, dass diese
Proteine an IFN Signaltransduktions-Kaskaden beteiligt sind. Da RSV die IFN
Signaltransduktions-Kaskade nicht inhibiert (162), kdnnte die Resistenz auch Uber
Mechanismen vermittelt werden, die im Zusammenhang mit der Kernlokalisation der
NS-Proteine stehen. Bekannte Proteine der IFN Signaltransduktions-Kaskade
wurden nicht als NS Interaktionspartner erwartet.

FUr einige Viren wurde gezeigt, dass virale Proteine durch Bindung
doppelstrangiger RNA das antivirale Protein PKR inhibieren konnen, da dieses
Protein doppelstrangige RNA zur enzymatischen Aktivierung bendtigt (57).
Virusproteine mit RNA bindenden Eigenschaften wurden bereits identifiziert. Hierzu
zahlen das E3L Protein des Vaccinia Virus (28), das NS1 Protein des Influenza Virus
(104) und das NSP3 des Porcinen Rotavirus (99). Bisher liegen keine Hinweise auf
eine RNA bindende Eigenschaft der NS-Proteine vor. Sollte es sich bei den RSV NS-
Proteinen trotzdem um RNA bindende Proteine handeln, die durch diese Eigenschaft
Interferonresistenz vermitteln, kann das Y2H System keine Hinweise auf molekulare

Mechanismen liefern.
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5.5 Einfluss der NS1/NS2 Gengrenze auf die BRSV Replikation in
MDBK Zellen

Bei der Charakterisierung der Wachstumseigenschaften der BRSV NS-
Deletionsviren mit zusatzlichen p68 RNAs wurden zunachst verblliffende Ergebnisse
erhalten. Diese Viren konnen offensichtlich auch in Abwesenheit der NS-Proteine in
der Zelllinie MDBK replizieren. Da zuvor gezeigt wurde, dass durch Expression der
komplementaren p68 RNA keine signifikante Reduktion der zellularen p68
Konzentration erreicht wurde, konnten unterschiedliche Proteinkonzentrationen der
DEAD Box Helikase als Ursache fur diesen Phanotyp ausgeschlossen werden. Im
Gegensatz zu BRSVANS1/2 enthalten diese Virusgenome die kurze NS1/NS2
Gengrenze, jedoch keine kodierenden NS Sequenzen. Um zu Uberprufen, ob diese
kurze RNA Sequenz das Wachstum der Viren beeinflussen kann, wurde ein neues
Virus durch Deletion der NS Gene hergestellt, das aber die NS1/NS2 Gengrenze
exprimiert (BRSVANS1/2-Stop/Start). Vorhergehende Arbeiten demonstrierten
eindeutig die Abhangigkeit der Interferonresistenz von der Expression der NS Gene
auch bei rekombinanten Tollwut Viren, die NS-Proteine synthetisieren (134).
Immunfluoreszenz Experimente mit BRSVANS1/2-Stop/Start infizierten MDBK Zellen
mit aF Antikorpern und Western Blot Analyse mit aMxA Antikorpern zeigte allerdings,
dass trotz  aktivierter Interferon-spezifischer  Signaltransduktions-Kaskade,
Virusreplikation nachgewiesen werden konnte (nicht gezeigt).

Flar andere Viren wie dem EBV und Adenovirus wurde bereits gezeigt, dass kurze
RNA Sequenzen zur Interferonresistenz beitragen koénnen, indem diese RNA
Molekile PKR inhibieren und dadurch die Interferon-spezifische Signaltransduktions-
Kaskade ausschalten (162). Weitere Experimente mit rekombinanten Tollwutviren,
die diese BRSV RNA Sequenz exprimieren, kdnnten hierbei wesentlich zur Klarung

der Funktion der NS1/NS2 Gengrenze bei diesem BRSV Phanotyp beitragen.
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Zusammenfassung

Pneumoviren wie das Respiratorische Synzytialvirus (RSV) kodieren im Gegensatz
zu allen anderen Vertretern der Familie Paramyxoviridae zwei Nichtstrukturproteine,
NS1 und NS2. Beide Proteine vermitteln kooperativ Resistenz gegentber Typ |
Interferon und verhindern die Induktion von Interferon in infizierten Zellen

Mit Hilfe des ,Yeast Two Hybrid“ Systems wurden Interaktionen der NS-Proteine
untereinander in allen Kombinationen demonstriert. Somit kdnnen die NS-Proteine
als Homo- und Heterodimere (bzw. Oligomere) in infizierten Zellen vorliegen. Obwohl
RSV ausschliel3lich im Zytoplasma infizierter Zellen repliziert, sind die NS-Proteine
sowohl im Zytoplasma als auch im Nukleus lokalisiert. Die nukleare Lokalisation ist
auf einen aktiven Transport und nicht auf Diffusion in den Nukleus zurtickzufuhren,
wie mit Hilfe eines EGFP-NS1-N Fusionskonstrukts in dieser Arbeit gezeigt wurde.
Dieser Befund unterstreicht die funktionelle Bedeutung der Kernlokalisation der NS-
Proteine.

Weiterhin wurden aus einer cDNA Expressionsbibliothek aus Lungengewebe
erstmals cDNA Klone verschiedener nukledrer Proteine sowie eines
zytoplasmatischen Proteins isoliert, die mit den NS1 und NS2 Proteinen des bovinen
RSV (BRSV) und den NS-Proteinen anderer Pneumoviren (HRSV, PVM)
interagieren. Hierbei handelt es sich um die Kernproteine CDK4BP (p345F™"; TRIP-
Br1), RanBP16, MM-1, die DEAD Box Helikase p68 sowie das zytoplasmatisch
lokalisierte 3-COPI.

Die Spezifitat der Interaktionen wurde in Hefezellen durch differentielle Bindung an
NS1 Mutanten demonstriert. Durch Ko-Immunprazipitationen aus Lysaten
eukaryotischer Zellen wurden die Interaktionen bestatigt. GST pull down Experimente
lieferten eindeutige Hinweise auf eine direkte und spezifische Interaktion der NS-
Proteine mit MM-1 und p68.

Rekombinante BRS-Viren, die eine verkirzte Form des p68 exprimieren,
replizierten in MDBK und Vero Zellen wesentlich schneller als wildtyp-BRSV.
BRSV NS1/NS2-Deletionsmutanten mit zusatzlichen p68 RNAs replizierten dagegen
wie BRSVANS1/NS2, sodass die Synthese der NS-Proteine Voraussetzung fur die
verbesserte Replikation durch p68 ist. siRNA Experimente zeigten, dass eine

verminderte p68 Konzentration in infizierten Zellen zu einer deutlichen Attenuierung
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des BRSV flhren. p68 wurde somit als ein zellulares Zielprotein fur virale NS-
Proteine identifiziert, das die BRSV Replikation unterstutzt.

Wachstum und Teilung der Wirtszellen ist eine Voraussetzung fur die optimale
BRSV-Replikation in vitro. Da die identifizierten Kernproteine direkt mit der
Regulation des Zellzyklus bzw. der Genregulation in Verbindung gebracht werden,
kann von einer Beeinflussung der Zellteilung bzw. des Zellwachstums durch die NS-
Proteine ausgegangen werden. Das ,Yeast Two Hybrid® System lieferte somit

Hinweise auf bisher unbekannte Funktionen der RSV NS-Proteine.
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Summary

Among the Paramyxoviridae, only members of the subfamily Pneumovirinae like
Respiratory Syncytial Virus (RSV) encode two nonstructural proteins, NS1 and NS2.
These two proteins cooperatively mediate type | interferon resistance and prevent
induction of interferon in infected cells.

Interactions of NS1 and NS2 proteins in every combination were shown by using
the yeast-two-hybrid system. Therfore, NS1 and NS2 are able to form homo- and
hetero(oligo)mers in infected cells. Although RSV replicates exclusively in the
cytoplasm, NS-Proteins are localized in the cytoplasm as well as in the nucleus.
Expression of an enlarged NS1 fusion protein, EGFP-NS1-BRSV N, resulted in the
same nuclear and cytosolic localisation indicating that nuclear localisation is not due
to diffusion but rather to an active transport. Thus, NS-Proteins should have particular
functions in the nucleus of infected cells.

Furthermore, yeast-two-hybrid screening of a lung cDNA expression library using
NS1 of bovine RSV (BRSV) as a bait, identified cDNA clones encoding several
nuclear proteins and one cytosolic protein. BRSV NS2 protein and NS-Proteins from
other pneumoviruses (HRSV, PVM) were also able to interact with the identified
cellular proteins in yeast. The isolated cDNAs encode the nuclear proteins CDK4BP
(p34°F"! or TRIP-Br1), RanBP16, MM-1, DEAD Box Helicase p68 and the cytosolic
B-COPI. Specific interactions were determined by mutational analysis of BRSV NS1
in yeast. Co-immunoprecipitation from lysates of eukaryotic cells confirmed the
interaction of both BRSV NS-Proteins with the cellular proteins. The interaction of
MM-1 and p68 with both NS-Proteins was also shown in GST pull down assay in
vitro.

Engineered BRSV encoding a truncated p68 showed accelerated replication in
MDBK and Vero cells, whereas growth of NS1/NS2 deletion mutants expressing the
truncated p68 was unaffected. This indicates that the presence of NS-Proteins is a
prerequisite for the acceleration of BRSV growth by truncated p68. Furthermore,
replication of BRSV was attenuated on HelLa cells in which expression of p68 was
knocked down by specific siRNA, whereas replication of the unrelated Rabies virus
was not. Thus, p68 is a nuclear target protein for the NS-Proteins and supports

BRSV replication in vitro.
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Growth and division of host cells is necessary for optimal BRSV replication and like
p68, most of the identified nuclear protein interactors are related to regulation of the
cell cycle and cell division, respectively. Therefore, NS-Proteins appear to influence
the cell cycle for optimal replication of BRSV by targeting such proteins. Hence, with
the yeast-two-hybrid system, the first cellular interaction partners were identified

indicating new functions of NS-Proteins in the viral replication cycle.
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Anhang

p68 RNA Helikase

"Yeast Two Hybrid" Klon

MSGYSSDRDRGRDRGFGAPREFGGSRAGPLSGKKEGNPGEK

LVKKKWNLDELPKFEKNFYQEHPDLARRTAQEVETYRRSK

RTTYLVLDEADRMLDMGFEPQIRKIVDQIRPDRQTLMWSA
.VDQIRPDRQTLMWSA

TWPKEVRQLAEDFLKDYIHINIGALELSANHNILQIVDVC
TWPKEVRQLAEDFLKDYIHINIGALELSANHNILQIVDVC

HDVEKDEKLIRLMEEIMSEKENKTIVFVETKRRCDELTRK
HDVEKDEKLIRLMEEIMSEKENKTIVFVETKRRCDELTRK

MRRDGWPAMGIHGDKSQQERDWVLNEFKHGKAPILIATDV
MRRDGWPAMGIHGDKSQQERDWVLNEFKHGKAPILIATDV

ASRGLDVEDVKFVINYDYPNSSEDYIHRIGRTARSTKTGT
ASRGLDVEDVKFVINYDYPNSSEDYIHRIGRTARSTKTGT

AYTFFTPNNIKQVSDLISVLREANQAINPKLLQLVEDRGS
AYTFFTPNNIKQVSDLISVLREANQAINPKLLQLVEDRGS

GRSRGRGGMKDDRRDRYSAGKRGGFNTFRDRENYDRGYSS
GRSRGRGGMKDDRRDRYSAGKRGGFNTFRDRENYDRGYSS

LLKRDFGAKTQONGVYSAANYTNGSFGSNFVSAGIQTSFRT
LLKRDFGAKTQONGVYSAANYTNGSFGSNFVSAGIQTSFRT

GNPTGTYQNGYDSTQQYGSNVPNMHNGMNQOAYAYPATAA
GNPTGTYQNGYDSTQQYGSNVPNMHNGMNQOAYAYPATAA

APMIGYPMPTGYSQ
APMIGYPMPTGYSQ
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Anhang

MM-1
"Yeast Two Hybrid" Klon

MGVDVMTVVGLPNMAQSINITELNLPQLEMLKNQLDQEVE
................. INITELNLPQLEMLKNQLDQEVE

FLSTSIAQLKVVQTKYVEAKDCLNVLNKSNEGKELLVPLT
FLSTSIAQLKVVQTKYVEAKDCLNVLNKSNEGKELLVPLT

SSMYVPGKLHDVEHVLIDVGTGYYVEKTAEDAKDFFKRKI
SSMYVPGKLHDVEHVLIDVGTGYYVEKTAEDAKDFFKRKI

DFLTKQOMEKIQPALQEKHAMKQAVMEMMSQKIQQLTALGA
DFLTKQMEKIQPALQEKHAMKQAVMEMMSQKIQQLTALGA

AQATAKA
AQATAKA
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63
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160
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150

Cdk4BP
"Yeast Two Hybrid" Klon

MLSKGLKRKREEEEEKEPLAVDSWWLDPGHAAVAQAPPAV
MLSKGLKRKREEEEEKEPLAVDSWWLDPGHAAVAQAPPAV

ASSSLFDLSVLKLHHSLQQOSEPDLRHLVLVVNTLRRIQAS
ASSSLFDLSVLKLHHSLOQSEPDLRHLVLVVNTLRRIQAS

MAPAAALPPVPSPPAAPSVADNLLASSDAALSASMASLLE
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DLSHIEGLSQAPQPLADEGPPGRSIGGAAPSLGALDLLGP
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ATGCLLDDGLEGLFEDIDTSMYDNELWAPASEGLKPGPED
ATGCLLDDGLEGLFEDIDTSMYDNELWAPASEGLKPGPED

GPGKEEAPELDEAELDYLMDVLVGTQALERPPGPGR
GPGKEEAPELDEAELDYLMDVLVGTQALERPPGPGR
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Anhang

RanBP16

"Yeast Two Hybrid" Klon

MADHVQSLAQLENLCKQLYETTDTTTRLOAEKALVEEFTNS

ETSKMITMYGNRILTLGEVPKDQVYALKLKGISICFSMLK
..................... DQVYALKLKGISICFSMLK

AALSGSYVNFGVFRLYGDDALDNALQTFIKLLLSIPHSDL
AALSGSYVNFGVFRLYGDDALDNALQTFIKLLLSIPHSDL

LDYPKLSQSYYSLLEVLTQDHMNFIASLEPHVIMYILSSI
LDYPKLSQSYYSLLEVLTQDHMNFIASLEPHVIMYILSSI

SEGLTALDTMVCTGCCSCLDHIVTYLFKQLSRSTKKRTTP
SEGLTALDTMVCTGCCSCLDHIVTYLFKQLSRSTKKRTTP

LNQESDRFLHIMQQOHPEMIQOMLSTVLNIIIFEDCRNQWS
LNQESDRFLHIMQQOHPEMIQOMLSTVLNIIIFEDCRNQWS

MSRPLLGLILLNEKYFSDLRNSIVNSQPPEKQQAMHLCFE
MSRPLLGLILLNEKYFSDLRNSIVNSQPPEKQQAMHLCFE

NLMEGIERNLLTKNRDRFTQNLSAFRREVNDSMKNSTYGV
NLMEGIERNLLTKNRDRFTQNLSAFRREVNDSMKNSTYGV

NSNDMMS
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Anhang

beta COPI

"Yeast Two Hybrid" Klon

MTAAENVCYTLINVPMDSEPPSEISLKNDLEKGDVKSKTE

GFSDPVYAEAYVHVNQYDIVLDVLVVNQTSDTLONCTLEL

ATLGDLKLVEKPSPLTLAPHDFANIKANVKVASTENGIIF
. TLGDLKLVEKPSPLTLAPHDFANIKANVKVASTENGIIF

GNIVYDVSGAASDRNCVVLSDIHIDIMDYIQPATCTDAEF
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Anhang

Ko-Immunprazipitation mit aH

<« c-myc NS2

<« c-myc NS1

1;— HA-RanBP16

HA-B3-COPI

q4 HA-MM-1

Expression mit NS-Proteinen interagieren-

der zellularer Proteine

Ko-Immunpraézipitation von NS1 und NS2 durch zellulare Proteine

Neben der Mock Kontrolle ist die Prazipitation mit c-myc spezifischen Antikdrpern gezeigt (Spur 2), bei
der NS-Proteine nicht prazipitiert werden. Spur 3 zeigt die Immunprazipitation mit ap68 Antikdrpern
ohne rekombinante p68 Expression, bei der NS2 schwach ko-immunprazipitiert. Nach rekombinanter
p68 Expression und Immunprazipitation werden NS-Proteine deutlich ko-immunprazipitiert (Spur 4).
Nach rekombinanter Expression der Proteine RanBP16, BCOPI und MM-1 (Spur 5-7) und
Immunprazipitation mit aHA Antikérpern, werden die NS-Proteine ebenfalls deutlich ko-

immunprazipitiert.

Die Expressionskontrolle zeigt rekombinante zellulare Proteine mit HA-Epitop. p68 wurde nicht HA

fusioniert und deshalb auf einem gesonderten Western blot nachgewiesen (Abb. 40).
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