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Einfihrung und Problemstellung

1 Einfihrung und Problemstellung

1.1 Das Masernvirus

1.1.1 Taxonomie

Das Masernvirus (MV) gehért zu der Familie der Paramyxoviridae, einer
Familie human- und tierpathogener Minusstrang-RNA-Viren, die in zwei
Unterfamilien, die Pneumovirinae und Paramyxovirinae, eingeteilt ist
(Tab.1.1, Abb. 1.1). In der Unterfamilie Paramyxovirinae sind die Morbilliviren
im Menschen durch das MV, im Tier durch das Hundestaupe-, das
Rinderpestvirus, das Peste-des-Petitis-Ruminants-Virus sowie durch
Staupeviren von Wassersaugetieren (z.B. Delphin und Seehund) vertreten
(Griffin, 2001, Visser et al., 1993).

Unterfamilie Genus Mensch Tier
Paramyxovirinae | Paramyxovirus | Parainfluenzavirus | Sendai Virus
Pneumovirinae | Rubulavirus Typ1+3 Newcastle-Disease-
Morbillivirus Mumpsvirus Virus
Pneumovirus | Parainfluenza Typ | Vogelparamyxoviren
2+4 Typen 2-9
Masernvirus Hundestaupevirus
Respiratorisches | Rinderpestvirus
Syncyticalvirus Respiratorisches
(RSV) Syncyticalvirus des
Rindes

Tab. 1.1.: Charakteristische Vertreter der Paramyxoviren
Quelle: Modrow & Falke, Molekulare Virologie, 1998 (verdndert)

Aufgrund ihres unsegmentierten, einzelstrangigen RNA-Genoms mit
Minusstrang-Polaritdt werden die Morbilliviren, die zur Gattung der
Paramyxoviren gehdéren, der Ordnung der Mononegavirales zugeordnet. Ein
Charakteristikum der Morbilliviren ist die fehlende Neuraminidase-Aktivitat.
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Ordnung
Mononegavirales
Familie
/ Paramyxoviridae \
Unterfamilie Unterfamilie
Pneumovirinae Paramyxovirinae
Genus Genus Genus Genus Genus
Metapneumovirus Pneumovirus Rubulavirus  Morbillivirus Paramyxovirus

Respirovirus

Abb.1.1: Ubersicht iiber die Taxonomie der Ordnung Mononegavirales
Die Familie der Paramyxoviridae wird in die zwei Unterfamilien der Pneumovirinae und der Paramyxovirinae
unterteilt.

Evolutionsgeschichtlich ist das MV nicht sehr alt. Es entstand vermutlich vor
4.000 bis 5.000 Jahren und koénnte sich aus dem eng verwandten
Rinderpestvirus in einem Umfeld, in dem Menschen und Rinder in rdumlicher
Nahe zueinander lebten, entwickelt haben (McNeill, 1976). Das einzige
nattirliche Reservoir ist der Mensch, obwohl auch einige Primatenarten
infiziert werden kénnen. Die akute Infektion I6st eine Immunantwort aus, die
zu einer lebenslangen Immunitat fahrt. Begleitet wird die Erkrankung von
einer temporaren generellen Immunsuppression (von Pirquet, 1908). Das
Virus ist weltweit verbreitet und weist eine hohe antigene Stabilitat auf. Das
MV wird anhand der Sequenz des C-Terminus des Nukleokapsidproteins (N)
in verschiedene Genotypen unterteilt. Einige Genotypen gelten als
ausgestorben, die restlichen zirkulieren weltweit.

1.1.2 Epidemiologie und Pathogenese

Das MV ist der Erreger der akuten Masernerkrankung, einer hochinfektidésen
Krankheit des Menschen. Jedes Jahr erkranken weltweit 40-50 Millionen
Menschen an Masern, wobei etwa 200.000 Menschen (WHO 2008) an ihren
Folgen sterben (Murray and Lopez, 1997). Ursache der hohen Sterblichkeit
ist oft eine bakterielle Uberinfektion, die aufgrund der MV-induzierten
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Immunsuppression auftritt. Dabei tragen mangelnde Hygiene, einseitige
Erndhrung und schlechte medizinische Versorgung vor allem bei
Kleinkindern in Entwicklungslandern zu schweren Verlaufsformen bei.
Ubertragen wird das MV durch Trdpfcheninfektion, der Mensch ist das
einzige natlrliche Reservoir des Virus. Die Inkubationszeit betragt neun bis
elf Tage, wobei Schnupfen, Fieber, Husten oder Bindehautentziindung die
ersten Symptome sind. Ein typisches Friihsymptom sind die Koplik schen
Flecken an der Wangenschleimhaut der Mundhéhle. Drei bis vier Tage nach
Einsetzen der Krankheit tritt das maserntypische Exanthem auf, das sich,
hinter den Ohren beginnend, innerhalb von zwei Tagen am ganzen Kérper
ausbreitet. Das Exanthem ist ein Zeichen fir das Einsetzen der spezifischen
Immunantwort (Sergiev et al., 1963).

Nach initialer Infektion CD150 positiver dendritischer Zellen und
anschlieBender Replikation (de Swart et al., 2007; Riley et al., 1978) breitet
sich das Virus in lokalen Lymphorganen aus. Dort kommt es zu einer
verstarkten Replikation und Virusvermehrung. Durch die folgende Viramie
kann sich das MV systemisch ausbreiten. Bei einer MV-Infektion kann es
neben Pneumonien zu schweren ZNS-Komplikationen (Zentrales
Nervensystem), den Enzephalitiden, kommen, von denen drei Formen
bekannt sind. Diese sind die akute postinfektidse Enzephalitis (PIE), die
Einschlusskdrperchen-Enzephalitis (measles inclusion body encephalitis,
MIBE) und die subakute sklerosierende Panenzephalitis (SSPE).

Die PIE entwickelt sich gleichzeitig oder kurz nach Auftreten des Exanthems,
wobei das MV nicht im Gehirn nachweisbar ist. Bei der MIBE und der SSPE
findet in Zellen des Gehirns eine Virusreplikation statt. Beide sind
persistierende Infektionen und verlaufen tédlich (Connolly et al., 1967,
Connolly et al., 1971). Wahrend die MIBE nur bei Patienten mit T-Zell-
Defekten innerhalb weniger Monate auftritt, tritt die SSPE in einem von
10.000 Fallen etliche Jahre nach der akuten Infektion auf (Takasu et al.,
2003). Sequenzanalysen zeigen, dass das virale Genom in SSPE und MIBE
eine relativ hohe Frequenz von Mutationen in den Hullproteinen aufweist
(Ayata et al., 1989, Baczko et al., 1993, Cattaneo et al., 1988, Furukawa et
al., 2001, Rima and Duprex, 2005). Die Leseraster flr die replikations-
essentiellen Gene bleiben dagegen relativ konserviert. Interessanterweise
sind in nahezu allen Fallen die zytoplasmatische Domane des
Fusionsproteins und in unterschiedlichem Ausmalf das Leseraster des Matrix
(M)-Protein-Gens von diesen Mutationen betroffen.

10
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1.1.3 Masernvirus-induzierte Immunsuppression

Der Induktion virusspezifischer Immunitat steht eine profunde, unspezifische
Immunsuppression gegenudber. Bereits 1908 berichtete von Pirquet vom
Ausbleiben der Tuberkulinreaktion nach einer Maserninfektion, was auf eine
Stérung der zellularen Immunantwort hindeutet. In den Entwicklungslandern
ist die Immunsuppression der Hauptgrund flr die hohe Todesrate nach einer
MV-Infektion. Ein auffalliges Merkmal ist die Leukopenie (Permar et al.,
2003). Die Immunsuppression besteht noch nach Wochen, wenn die Anzahl
der Lymphozyten den normalen Wert wieder erreicht hat und MV-infizierte
Zellen kaum noch im Organismus zu finden sind (Okada et al., 2001). Schon
frih konnte in vitro die Beeintrachtigung der zellularen Immunantwort
beobachtet werden. So proliferierten CD4+- und CD8- -T-Zellen in Reaktion
auf Mitogene oder Allogene nicht mehr (Greenstein and McFarland, 1983,
Arneborn and Biberfeld, 1983). Wie sich spater herausstellte ist hierflr nicht
die Infektion der T-Zellen selbst notwendig, sondern bereits der Kontakt von
PBLs (peripheral blood lymphocytes) mit MV (Yanagi et al.,, 1992). Die
kontaktbedingte Inhibition der Proliferation wird dabei durch die beiden
viralen Glykoproteine vermittelt, da bereits wenige infizierte Zellen im
Versuchsansatz, die diese Glykoproteine exprimieren, in der Lage sind, die
Proliferation der (Obrigen unabhangig von der Virusreplikation zu
unterdriicken (Schlender et al., 1996). In T-Zellen konnte dieser Arrest im
Zellzyklus auf die Inhibition der Proteinkinase B/Akt (Avota et al., 2001)
zurtckgefuhrt werden.

1.1.4 Genomaufbau

Das nicht-segmentierte RNA-Genom negativer Polaritdt umfasst 15.894
Nukleotide und besitzt folgende Genanordnung: 3°-N-P(C/V)-M-F-H-L-5
(Abb. 1.2). Am 3’"Ende befindet sich eine sogenannte “Leader-Sequenz (52
Nukleotide), die als Promotor fir die Transkription und Replikation dient.
Zudem enthalt diese “Leader“Region Erkennungssequenzen fir die
Verpackung mit dem N-Protein. Zwischen den einzelnen Genen sowie nach
der “Leader” und vor der “Trailer“-Sequenz befinden sich kurze intergenische
nicht kodierende Sequenzen (IGS) (Crowley et al., 1988). Mit Ausnahme des
P-Gens kodieren alle Gene fiir ein Protein (Horikami and Moyer, 1995). Beim

11
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P-Gen kann es durch die Verwendung eines anderen Leserasters innerhalb
der P-mRNA zur Entstehung des C-Proteins kommen (Bellini et al., 1985).
Das V-Protein entsteht durch RNA-Editing. Hierbei fihrt die Polymerase ko-
transkriptionell an einer definierten Position ein genomisch nicht kodiertes
Nukleotid ein. Infolge dieser Leserasterverschiebung entsteht das V-Protein,
das N-terminal dem P-Protein anolog ist und einen cysteinreichen C-
Terminus besitzt (Cattaneo et al., 1989).

3‘ leader 5 trailer
IGS IGS IGS IGS IGS

INIP/C/VIMIFIHI L .

Abb. 1.2: Schematische Darstellung des Genoms der Morbilliviren

Das Genom beginnt mit einer “Leader“-Sequenz am 3"-Ende und endet mit einer “Trailer-Sequenz am 5™-Ende.
Zwischen den Genen flir die Strukturproteine liegen die nichtkodierenden Sequenzen (IGS= intergenische
Sequenz).

1.1.5 Replikation und Transkription

Das Viruspartikel hat eine pleomorphe Gestalt mit einer GréBe von 200 bis
300 nm (Lund et al., 1984). Es besteht aus den sechs Strukturproteinen H
(Hamagglutinin-Protein), F (Fusions-Protein), M (Matrix-Protein), N
(Nukleokapsid-Protein), P (Phospho-Protein (die kleine Untereinheit der
RNA-abhangigen RNA-Polymerase)) und L (Large (die Kkatalytische
Untereinheit der RNA-abhangigen RNA-Polymerase)), sowie einer
unsegmentierten, einzelstrangigen RNA mit negativer Polaritdt. Eine
Lipidhalle umgibt das Virus (Abb. 1.3). Die genomische RNA und das N-
Protein bilden das Nukleokapsid. Daran assoziiert ist der virale
Polymerasekomplex, bestehend aus dem P- und L-Protein (Lund et al., 1984,
Robbins et al., 1980). Jedes N-Protein bedeckt ungefahr sechs Basen des
MV-Genoms und schitzt dieses dadurch vor dem Abbau durch zellulare
Nukleasen. Gleichzeitig ist es an der Initiation der Replikation beteiligt
(Gombart et al., 1993). Als RNA-abhangige RNA-Polymerase stellt das L-
Protein den katalytischen Teil des Polymerase-Komplexes dar, wahrend das
P-Protein als Transaktivator die Funktion des L-Proteins reguliert. Das L-
Protein ist fir die Polyadenylierung und das “capping® der viralen Transkripte
verantwortlich. Die Hulle besteht aus Membranlipiden, die aus der
Zytoplasmamembran der Wirtszelle stammen und enthalt die beiden
Glykoproteine, das Hamagglutinin-Protein (H) und das Fusions-Protein (F).

12
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MV-Proteine:

0 M-Protein

W F-Protein
@ H-Protein
@ N-Protein

@ P-Protein

0 L-Protein

Abb. 1.3: Schematische Darstellung eines Masernvirions mit gesonderter Auflistung der Oberfldchen- und
Nukleokapsidproteine (Quelle Dr. I. M Klagge)

Beide sind als Oberflachenproteine in der Membran verankert und vermitteln
die Fusion der viralen HUllmembran mit der zellularen Zielmembran und die
Zell-Zell-Fusion (Wild et al., 1991).

Das M-Protein interagiert mit dem Nukleokapsid (Griffin, 1996; Runkler et al.,
2007; Wild et al., 1995) und den zytopathischen Domanen des F- und H-
Proteins in der Hillmembran (Cathomen et al., 1998a). Das M-Protein spielt
eine wichtige Rolle fir die Reifung und den Austritt des Viruspartikels sowie
fir Bildung und Verpackung der viralen RNA (“Virus Assembly®). Das M-
Protein ist zudem ein Transkriptions- und Fusionsregulator (Cathomen et al.,
1998b, Reuter et al., 2006). Das H-Protein bildet Tetramere, bestehend aus
zwei Homodimeren (Hu et al.,, 1995, Ogura et al., 1991). Die wichtigste
Aufgabe des H-Proteins (ein Typ-Il Membranprotein) ist die Bindung an den
zellularen Rezeptor. Als erster zellularer Rezeptor fir das MV wurde CD46
identifiziert (Naniche et al.,, 1993, Dorig et al, 1993). Dieses
Oberflachenprotein gehért zu den Komplementregulatoren (“regulators of
complement activity*) und wird auf kernhaltigen menschlichen Zellen
exprimiert. An CD46 binden vor allem MV-Vakzinestdmme. Diese kénnen
aber auch an den zweiten zellularen MV-Rezeptor, CD150, binden. MV-
Wildtyp-Stdmme kdnnen effizient nur an CD150 oder “SLAM®-Molekile
(“signalling lymphocyte activation molecule) und nicht an CD46 binden
(Erlenhoefer et al., 2001; Tatsuo et al., 2000). Das F- Protein ist als ein Typ-I
Membranprotein  fir die Fusion der viralen Membran mit der
Wirtszellmembran verantwortlich. Es wird als inaktives Fy-Vorlauferprotein
synthetisiert und im trans-Golgi-Kompartiment durch die zellulare Furin-
Protease (Bolt and Pedersen, 1998) in die beiden Untereinheiten Fy und F»

13
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gespalten. Dabei bildet F; die transmembrane Untereinheit, die Uber eine
Disulfidbriicke mit der F, Untereinheit verbunden ist (Sato et al., 1988;
Watanabe et al., 1995). Der funktionelle Fi/F2 Komplex wird als Trimer auf
der Oberflache infizierter Zellen exprimiert und in das Virion eingebaut (Joshi
et al., 1998; Russell et al., 1994). Durch die Bindung des H-Proteins an den
zellularen Rezeptor erfolgt eine Konformationsanderung des oligomeren H/F-
Komplexes. Der dadurch vermittelte pH-unabhangige Fusionsprozess der
viralen Hillmembran mit der zellularen Plasmamembran (Joshi et al., 1998;
Samuel and Shai, 2001a) ermdglicht dem Nukleokapsid den Eintritt in die
Wirtszelle (Wild et al., 1995).

N

3 5 l‘Q‘Q‘l‘l“‘.‘Q‘l‘ﬂ“‘.ﬂ“‘ﬂ‘Q‘l‘l‘l‘!‘l‘l‘l‘.....‘, 5

\\

RNA-Genom Transkription Nucleocapsid
(Minusstrang) ~

Leader N
5 ot

B e e e e

v

LA A

Translation

OIGICH)

Replikation

5" Antigenom
(Plusstrang)

G

3" RNA-Genom Nucleocapsid 5
(Minusstrang)

Abb. 1.4: Schematische Darstellung des Replikationszyklus der Paramyxoviren
(Quelle: Modrow S., 2003)
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Im Zytoplasma der Wirtszelle beginnt der Polymerase-Komplex mit der
Transkription subgenomischer viraler mRNAs. Dabei bindet der Polymerase-
Komplex an die nicht kodierende “Leader‘-Sequenz am 3’-Ende des
Genoms, die als Promotor fir die Polymerase dient (Crowley et al., 1988). In
den intergenischen Regionen fallt die Polymerase vom Nukleokapsid ab und
beginnt an der folgenden Initiationssequenz innerhalb der intergenischen
Sequenz vor dem nachsten Gen erneut mit der Transkription viraler mRNA.
Nach der Transkription des N-Gens erfolgt seine Polyadenylierung an der
poly-Uridin-Sequenz. Es erfolgt entweder eine erneute Initiation am P-Gen
oder die Polymerase dissoziiert von der RNA ab (Banerjee and Barik, 1992)
und initiiert wieder neu am 3'Ende des Genoms. Die Haufigkeit der
Reinitiation an der folgenden Startsequenz nimmt mit der Entfernung des
Gens von der 3 “Leader“-Region ab. Die Lage eines Gens im MV-Genom
bestimmt somit die Effizienz seiner Transkription.

Der dadurch entstehende Transkriptionsgradient (Abb. 1.4, oberer Teil) legt
die Haufigkeit der einzelnen Proteine fest (Cattaneo et al., 1987; Schneider-
Schaulies et al., 1989). Er fOhrt zur Translation einer groBen Menge von
strukturell benétigtem N-Protein (zur Enkapsidierung des Genoms) und einer
sehr geringen Menge des L-Proteins (Harder and Osterhaus, 1997).
Voraussetzung fir die Bildung eines neuen Virusgenoms ist die Synthese
durchgehender RNA-Molekile in Positivstrang-Orientierung. Nach dem
Erreichen einer kritischen Konzentration an freien N-Proteinen im Zytosol
schaltet die Polymerase von Transkription auf Replikation um. Das N-Protein
beginnt nach der Freisetzung des P-Proteins die neu entstehende “Leader*-
Sequenz zu enkapsidieren. Dadurch ignoriert die virale Polymerase die
Stoppsignale der intergenischen Regionen und synthetisiert eine neue
vollstandige positivstrangige Kopie der genomischen RNA (Banerjee, 1987;
Blumberg et al., 1981; Lamb, 1996). Die genomische RNA dient wiederum
als Vorlage fir die Herstellung neuer negativstrangiger Genome, die von N-
Proteinen umhllt sind (Abb. 1.4 unterer Teil). Die wahrend der Replikation
neusynthetisierten viralen Hullproteine H und F werden in die Membran der
infizierten Zelle eingelagert. Der H/F-Komplex geht Wechselwirkungen mit
dem Matrix-Protein ein, das seinerseits an den Ribonukleinkomplex bindet
(Cathomem 1998, Runkler 2007). Es kommt zur Freisetzung neuer
Viruspartikel durch Knospung oder Lyse der Zelle.
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1.1.6 MV-Matrix-Protein

Das MV-M-Protein (37 kDa) wird von einer mRNA translatiert, welche eine
400 Nukleotid lange, nicht-kodierende 3'Region enthalt (Bellini et al., 1986).
Das M-Protein ist basisch und in seiner Aminosduresequenz hoch
konserviert. Einige der Unterschiede in der Aminosauresequenz zwischen
attenuierten Stdmmen und Wildtypstdmmen sind ebenfalls konserviert (u. a.
an Position 64, 89 und 209). Die Aminosaure an Position 89 tragt zur
Adaption des Viruswachstums in verschiedenen Zellen, Vero- und primaren
Lungenzellen von Baumwollratten, bei (Tahara et al., 2005, Dong et al.,
2009).

Das M-Protein ist ein peripheres Membranprotein, das in infizierten Zellen
sowohl mit den zytoplasmatischen Anteilen des F-Proteins interagiert als
auch mit dem Nukleoproteinkomplex assoziiert ist (Bellini et al., 1994, Wild,
1995, Griffin, 1996, Cathomen et al., 1998a, Moll et al., 2002, Runkler et al.,
2007). Das M-Protein wirkt als negativer Regulator der viralen
Polymeraseaktivitdt, wenn es an den RNP-Komplex (Ribonukleoprotein-
komplex) gebunden ist (Suryanarayana et al.,, 1994). Wird durch RNAi die
Expression des Matrix-Proteins inhibiert, wird die Expression der Gbrigen
viralen mRNA und genomischer RNA um den Faktor 2-2,5 erhéht (Reuter et
al., 2006).

Das M-Protein oligomerisiert in hdhermolekularen Komplexen und liegt dabei
transient monoubiquitiniert vor (Pohl et al., 2007), was wahrscheinlich fir die
Partikelentstehung von Bedeutung ist. Es ist nicht bekannt, wie das M-
Protein an die Plasmamembranen bindet, es wird aber zusammen mit dem
Nukleokapsidprotein an die Plasmamembran transportiert (Runkler et al.,
2007). Posttranslationale Modifikationen wie Lipidanker (Myristoylierung oder
Palmitoylierung) wurden bisher nicht beschrieben. Das M-Protein assoziiert
mit Membranen, die aber noch nicht genauer charakterisiert werden konnten.
Dabei scheint die Assoziation des M-Proteins mit Membranen und der
intrazellulare Transport unabhangig von dem anderer viraler Bestandteile
stattzufinden (Riedl et al., 2002). Bisher sind nur die Membranmikrodoméanen
der Plasmamembran, die DRMs (Detergenz-resistenten Membranfraktionen)
bekannt, mit denen das M-Protein etwa zu 20 % assoziert ist (Manie et al.,
2000). Die Koexpression des MV-Glykoproteins F erhdhte den Anteil des mit
DRM-assoziierten M-Proteins, steigerte jedoch, wie auch die Koexpession
des H-Proteins, die Effizienz der VLP-Freisetzung (“virus-like particles®) nicht
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(Pohl et al., 2007). Die DRM-Assoziierung des M-Proteins zeigt, dass die
Lipid Rafts die “Assembly site“ aber nicht notwendigerweise die “Budding
site“ darstellen, da mittels eines rekombinanten MV, das das nicht Raft-
assoziierte Glykoprotein G des VSV (Vesicular-Stomatitis-Virus) anstelle des
F- und H-Proteins exprimiert, gezeigt wird, dass die Partikelfreisetzung auch
auBerhalb der DRMs, jedoch ohne die Inkorporation des M-Proteins erfolgen
kann (Spielhofer et al., 1998).

Das M-Protein beinflusst die fusogene Aktivitat des F/H Komplexes und fihrt
zur apikalen Verlagerung der Glykoproteine in Epithelzellen (Plemper et al.,
2002). Ein rekombinantes MV (MV-AM), dessen M-Gen deletiert wird, zeigt
gegentber der Kontrolle eine erhdhte Zell-Zell-Fusion, wahrend die
Virusfreisetzung um das 250-fache reduziert war (Cathomen et al., 1998b).
Nach transienter Expression des M-Proteins in Fibroblasten kann eine
Produktion von VLPs nachgewiesen werden (Abb. 1.5) (Pohl et al., 2007). In
persistenten Infektionen des zentralen Nervensystems sind haufig
Mutationen im Leseraster des M-Proteins zu finden (Billeter et al., 1994). Die
groBe Anzahl an Mutationen kdnnte den beobachteten Defekt in der
Partikelbildung erklaren (Schneider-Schaulies et al., 1991). Dies und die
beschriebene VLP-Produktion gelten als Evidenz fir die groBe Bedeutung
des M-Proteins in der Partikelmorphogenese (Pohl et al., 2007).

Abb. 1.5: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme von VLPs in MV-M transfizierten 293 T-Zellen
293 T-Zellen wurden mit dem pCG-M (ED) Plasmid transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen fixiert,
entwdssert und in Epon eingebettet. Die angefertigten Ultradiinnschnitte wurden mit dem Transmissionselektronen-
mikroskop analysiert. Abgebildet ist jeweils ein Ausschnitt der Oberfldche einer Zelle. Alle Aufnahmen wurden bei
25.000-facher VergréBerung gemacht. Quelle: Dissertation C.Pohl 2007

1.1.7 Bedeutung der Matrix-Proteine

Die Matrix-Proteine der Vertreter der Mononegavirales sind essentiell fir die
Knospung und Partikelmorphogenese. In infizierten Zellen assoziieren

17



Einfihrung und Problemstellung

Matrix-Proteine  sehr stark mit Membranen, sind aber keine
Transmembranproteine (Kolesnikova et al., 2002). Diese Bindung kann
unterschiedlich stark ausgepragt sein. So liegt zum Beispiel das M-Protein
von VSV zu 90 % in léslicher Form und zu 10 % in membrangebundener
Form vor (Chong and Rose, 1993), wahrend 80 % des VP40-Proteins des
Marburgvirus (MARV) an Membranen bindet (Kolesnikova et al., 2002).
Dieses assoziiert friih nach der Synthese mit kleinen Membranvesikeln und
nachfolgend mit Lamp-1-positiven endosomalen Membranen. Es wird Uber
den sogenannten retrograden endosomalen  Transporiweg zum
Knospungsort, der Zytoplasmamembran, transportiert (Kolesnikova et al.,
2004a; Kolesnikova et al., 2004b; Kolesnikova et al., 2002). Der Ort der
Partikelfreisetzung sind die Lipid Rafts, sie bestehen vorwiegend aus
Cholesterin und Sphingholipiden. An die Lipid Rafts (DRMs) wird das VP40-
Protein rekrutiert. Die DRMs dienen fir viele Viren als Ausgangspunkt der
Partikelfreisetzung (Bavari et al., 2002; Laliberte et al., 2006; Nayak et al.,
2004; Ono and Freed, 2001).

Die solitare Expression von Matrix-Proteinen fuhrt, auch in Abwesenheit
anderer viraler Proteine, zur Abschnirung von VLPs, die strukturell reifen
Viruspartikeln @hneln und deren Morphologie und Partikelgr6Be vom M-
Protein determiniert sind (Coronel et al., 1999; Justice et al., 1995, Timmins
et al., 2001). Auch die VP40-Proteine des MARV oder Ebolavirus (EBOV)
katalysieren die Freisetzung von VLPs (Bosio et al., 2004). Dies ist ebenfalls
fir die Matrix-Proteine des Sendaivirus, des humanen Parainfluenzavirus,
des Lassavirus und des VSV, aber auch fir das Gag-Protein des HIV-1
(humanen Immundefizienzvirus-1) beschrieben (Justice et al., 1995, Schmitt,
2002; Strecker et al., 2003; Takimoto and Portner, 2004). Fir das VP40-, und
das Gag-Protein ist nachgewiesen, dass die Oligomerisierung essentiell fir
die VLP-Freisetzung ist.

1.1.8 L-Domanen

Late-Domanen (L-Domanen) sind hoch konservierte, kurze Peptid-
sequenzen, die wesentlich fir spate Phasen der Virusmorphogenese sind.
Zuerst wurden L-Doménen innerhalb der p6 Doméne des HIV-1 Gag-
Proteins charakterisiert. P6 defiziente Viren sind nicht in der Lage sich
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abzuschniren, sie bleiben vielmehr durch einen dinnen Membranstiel mit
der Plasmamembran verbunden (Abb. 1.6) (Gottlinger et al., 1991, Huang et

al., 1995).

FOr diesen Phéanotyp sind Mutationen

Abb. 1.6: Abschniirungsdefekt

Die C-terminalen Deletionen im p6-Protein beim
HIV-1 Gag-Protein fiihren zu Virionen, welche sich
nicht von der Plasmamembran ablésen kénnen.
Der Budding-Defekt ist dadurch gekennzeichnet,
dass Virionen durch einen dinnen Membranstiel
mit der Plasmamembran verbunden bleiben.
Quelle: (Bieniasz, 2006).

innerhalb des Sequenzmotivs

P(T/S)AP verantwortlich (Huang et al., 1995, Luban, 2001, Freed, 2002,
Pornillos et al., 2002a, Strack et al., 2003). Doméanen mit &hnlicher Aktivitat
konnten spéater auch in anderen Retroviren gefunden werden. So wird im
RSV (Rous-Sarkom-Virus) p2b-Protein ein PPxY-Motiv mit L-Domé&nen
Aktivitdt beschrieben (Parent et al., 1995, Xiang et al., 1996) und im EIAV
(“equine infectious anemia virus®) p9-Protein erstmalig ein YxxL-Motiv (Puffer
et al., 1997, Demirov and Freed, 2004, Morita and Sundquist, 2004). Auch im
M-Protein von VSV sowie im VP40-Protein des EBOV und des MARYV finden
sich L-Domé&nen (Pornillos et al., 2002b, Morita and Sundquist, 2004,

Bieniasz, 2006).

Virus Familie L-Domane Protein
HIV-1 Retroviridae PTAP p6
HIV-1 Retroviridae YxxL p6
MLV Retroviridae PPxY pi2
RSV Retroviridae PPxY p2b
M-PMV Retroviridae PPxY p24/16
EIAV Retroviridae YxxL p9
VSV Rhabdoviridae |PPxY M
EBOV Filoviridae PTAPPxY VP40
SV-5 Paramyxoviridae | FPIV M

MuV Paramyxoviridae | FPIV M

Tabelle 1.2: Zusammenfassung der wichtigsten L-Doménen
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Gegenwartig sind vier verschiedene Motiv-Typen bekannt: PT/SAP, PPxY,
YxxL und FPIV (Freed, 2002, Schmitt et al., 2005, Li et al., 2002) (Tabelle
1.2). Ob das MV-M-Protein eine funktionelle L-Doméane besitzt, ist
unbekannt. L-Domanen sind bis zu einem gewissen Grade zwischen
Retroviren und anderen umhdllten Viren funktionell austauschbar und wirken
zum Teil auch positionsunabhangig (Parent et al., 1995, Yuan et al., 2000,
Martin-Serrano et al.,, 2001, Strack et al.,, 2003, Li et al., 2002, Martin-
Serrano et al., 2004).

Die Mutation oder Deletion dieser L-Domanen-Motive fuhrt zu einer
drastischen Reduktion der Freisetzung von VLPs bzw. reifer Viruspartikel aus
infizierten Zellen (Licata et al., 2003, Gottwein et al., 2003). Es wird
angenommen, dass die L-Doméne als Bindestelle flir das zellulare ESCRT-
System fungiert, das u.a. in der endozytotischen Recycling-Maschinerie von
zellularen Oberflachenrezeptoren involviert ist (Pornillos et al., 2002a).

1.1.9 Das ESCRT-System

Das ESCRT-System (“endosmal sorting complexes required for transport)
ist zentrales Element der Proteinsortierung in den endozytotischen Pathway,
indem es den Proteintransport zwischen dem trans-Golgi Netzwerk (TGN),
der Plasmamembran und den Lysosomen reguliert (Gruenberg and Maxfield,
1995, Raiborg et al., 2003, Babst, 2005, Raiborg and Stenmark, 2009). Die
Sortierung und der Transport von Cargo-Proteinen in frilhe und spéte
Endosomen verlauft Gber “Multivesiculare Bodies® (MVB), welche durch
Invagination und Abschnirung von Vesikeln in das endosomale Lumen
entstehen (Abb. 1.7).

Die MVBs sind also die Sortierungskompartimente, aus denen Proteine
entweder zum proteolytischen Abbau in Lysosomen transportiert oder an die
Zelloberflache zurlcktransferiert werden. Dieser Rucktransport wird als
retrograder Transport bezeichnet (Pelchen-Matthews et al., 2004). Als
Hauptsignale fir die Proteinsortierung in MVB dienen Monoubi-
quitinilierungen, die zur Erkennung der Proteine durch ein Netzwerk aus
Proteinkomplexen, den HRS-(ESCRT-0-Komplex) und ESCRT-Komplexen-
I-1ll fGhren, welche die MVB-Bildung vorantreiben (Rocca et al., 2001,
Katzmann et al., 2001, Raiborg et al., 2003, Raiborg and Stenmark, 2009).

20



Einfihrung und Problemstellung

Clathrin
’L ESCRT-II

ESCRT-I
|

Endosome
membrane

a
ESCRT-0

Cytosol [ - -

T
Ubiquitylated Endosome lumen
cargo

Ubiguiting

b *mu-c) 5 ,-Cnamrin triskelion
p © |

?((J/'

A\

ESCRT-1

c \ .
Vpsd %3
rsuu Il O ° c’ l =

subunits

W

vesicle

Abb.1.7: Modell fiir die Ubiquitin-abhdngige Sortierung von Transmembranproteinen in das Endosom
Ubiquitin-bindende Proteine (des ESCRT-0-Komplexes) formen zusammen mit Clathrin einen Clathrin-Coat zur
Konzentrierung der zu endozytierenden Proteine. Der ESCRT-I-Komplex wird aus dem Zytosol an das Endosom,
wo es mit monoubiquitinierten Cargo-Proteinen interagiert und den ESCRT-II-Komplex aktiviert und rekrutiert. Der
ESCRT-II-Komplex bewerkstelligt dann die Zusammenlagerung der Komponenten des ESCRT-III-Komplexes.
Dieser Komplex konzentriert die Cargo-Proteine und rekrutiert zusétzliche Faktoren wie Bro1 und Vps4. Brot
rekrutiert Doa4, welches das Ubiquitin der Cargo-Proteine abspaltet. Vps4 deassoziiert den ESCRT-III-Komplex.
Die Einstlilpung der Endosomen und die Bildung der MVB-Vesikel scheint (ber eine lokale Asymmetrie der Lipid-
Zusammensetzung der beiden Membran-Doppelschichten zustande zu kommen (gelbe Dreiecke).

Quelle : (Raiborg and Stenmark, 2009).

Das ESCRT-System besteht aus vier Proteinkomplexen. Wahrend ESCRT-O0,
ESCRT-1 und -Il for die Rekrutierung mono-ubiquitinierter Transmem-
branproteine zu endosomalen Membrandomanen notwendig sind, ist
ESCRT-IIl an der Membraneinstilpung beteiligt. Die ESCRT-Komplexe
bestehen aus zytoplasmatischen Proteinen, die sich transient am Ort der
Vesikelbildung einfinden und nach Partikelabschnirung durch die
katalytische Aktivitat einer ATPase wieder dissoziieren (Pornillos et al.,
2002c, Martin-Serrano et al., 2004, Bowers et al., 2004, Babst, 2005). Virale
L-Domanen interagieren spezifisch mit Proteinen der zelluldaren ESCRT-
Komplexe und rekrutieren die ESCRT-Komponenten an die
Plasmamembran. Eine der bestuntersuchten Interaktionen ist die des HIV-
Gag-Proteins. Es wird gezeigt, dass die HIV-1 Gag p6 PTAP L-Doméane
spezifisch mit der ESCRT-I-Komplex Komponente Tsg101 (“tumor
susceptibility gene product 101%) interagiert (Garrus et al., 2001, VerPlank et
al., 2001, Demirov et al., 2002, Pornillos et al., 2002b). Das Ubiquitin-Ligase
ahnliche Protein Tsg101 ist Teil des ESCRT-I-Komplexes, welcher spezifisch

21



Einfihrung und Problemstellung

ubiquitinierte Substrate erkennt und ins vacuolare/ lysosomale Lumen sortiert
(Babst et al., 2000, Katzmann et al., 2001). Die Expression dominant
negativer Formen von Tsg101 (Demirov et al., 2002) oder die Depletion von
Tsg101 durch siRNAs (Garrus et al., 2001) inhibieren die Virusfreisetzung. In
der C-terminalen Region von p6 befindet sich eine weitere, fir die
Virusfreisetzung notwendige L-Domane, YPxL (YxxL), mit der das Protein
Aip-1/ALIX (“apoptosis-linked-gene-2 interacting protein/ ALG-2-interacting
protein X“) wechselwirkt. Aip-1/ALIX ist ein Teil des ESCRT-II-Komplexes
und interagiert mit Tsg101 und Komponenten des ESCRT-Ill-Komplexes
(Strack et al., 2003). Das YPxL-Motiv kann zudem die Freisetzung von
PTAP-defizienten HIV-Mutanten aufrechterhalten (Stuchell et al.,, 2004,
Demirov and Freed, 2004).

Die PPxY L-Domanen binden an die WW-Domé&ne von HECT (“homologous
to E6AP c-terminus®) E3 Ubiquitin-Ligasen (z.B. Nedd4), von denen in
eukaryotischen Zellen derzeit neun verschiedene Spezies bekannt sind. Fir
das FVIP-Motiv ist bisher noch kein Interaktionspartner nachgewiesen, aber
es kann ebenfalls das Fehlen der PTAP-L-Domane in HIV-1 kompensieren
(Schmitt et al., 2005). Das Ebolavirus VP40-Protein hat eine tUberlappende L-
Doméane, PTAPPEY, die mit der Ubiquitin-Ligase Nedd4 und Tsg101
interagiert (Harty et al, 2000). Fir die letzten Schritte der
Partikelabschnirung, Virusfreisetzung und Dissoziation des ESCRT-
Komplexes sind Komponenten des ESCRT-III-Komplexes (CHMP-Proteine)
sowie die enzymatische Aktivitdt von Vps4 (“vacuolar protein sorting 4%
essentiell. Dominant-negative Formen der CHMP-Proteine (Martin-Serrano et
al., 2003a, Martin-Serrano et al., 2003b, Strack et al., 2003) sowie von Vps4
(Martin-Serrano et al.,, 2003b, Tanzi et al.,, 2003) inhibieren die
Virusfreisetzung. Demnach gilt die Sensitivitit gegenlber dominant
negativem Vps4 als Kriterium fir eine ESCRT-Abhangigkeit des
Knospungsprozesses, auch wenn keine kanonischen L-Doméanen im Virus zu
finden sind.
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1.2 Zielsetzung

Die letzten Schritte der Virusmorphogenese werden entscheidend durch die
M-Proteine definiert. Dies wird bereits fir Matrix-Proteine anderer
negativstrangiger RNA-Viren gezeigt. Auch das MV-M-Protein gilt als wichtig
fur die Virusfreisetzung.

Im Rahmen dieser Arbeit soll der Prozess der Partikelfreisetzung von MV
und der daran beteiligten viralen und zellularen strukturellen Komponenten
naher untersucht werden. Im letzten Schritt der Freisetzung
membranumbhdillter Viren fungieren in vielen Fallen L-Domanen im viralen
Matrix-Protein als Interaktionspartner flir zellulare Faktoren des ESCRT-
Systems, das den Knospungsprozess vorantreibt. Innerhalb der MV-M-Gene
sind zwei konservierte Sequenzmotive mit Ahnlichkeit zu den bisher
bekannten L-Domanen Motiven enthalten. Die Funktion dieser Motive im
Hinblick auf ihre Rolle in der Partikelfreisetzung, sowie im Speziellen deren
mogliche L-Domanen Aktivitat, soll in der vorliegenden Arbeit analysiert
werden. Zu dieser Analyse gehdrt auch die Frage, ob der Knospungsprozess
des MV auBerdem auch dem zellularen ESCRT-Sortierungsweg unterliegt.
Der zweite Teil dieser Arbeit dient der Charakterisierung spezifischer
Membran-Domanen, wie DRMs, die flr den Freisetzungsprozess essentiell
sind.
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2 Material

2.1 Zelllinien

Die verwendeten Zelllinien waren alle im Institut verfigbar, oder wurden mir
(293 T-Zelllinien, die entweder stabil Vps4 WT oder die Vps4 E228->Q
Mutante exprimieren) freundlicherweise von Prof. Colin M. Crump, University
of Cambridge, zur Verfliigung gestellt. Im Einzelnen handelt es sich hierbei

um:
Zelllinie Zelltyp Herkunft
Cervixkarzi ,
HelLa Fibroblastenzelle (Cervixkarzinom) ,
Mensch (homo sapiens)
Ovarien), H t
CHO h TLR-2 Epithelzelle (Ovarien), Hamster
(Cricetulus griseus)
B95a B-Lymphozyt, mit EBV | Krallenaffe (Callithrix
transformiert jacchus)
(Niere), afrikanische
(ne Meerkat
Vero Fibroblastenzelle grune .eer aize
(Cercopithecus
aethiops)
Fibroblastenzelle, ,
. . (Niere), Mensch (Homo
293 T transfiziert mit dem T- sapiens)
Antigen von SV40 P
Fibroblastenzelle, ,
. _ (Niere), Mensch (Homo
293-Vps4-WT die induzierbar Vps4 WT

(Wildtyp) exprimiert

sapiens)

293-Vps4-E228—-Q

Fibroblastenzelle,
die induzierbar Vps4
E228—-Q exprimiert

(Niere), Mensch (Homo
sapiens)
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2.2 Bakterien

Zur Vermehrung der verwendeten Plasmide wurden selbstgezichtete und
kompetent gemachte E.coli K12, bzw. E.coli XL10-Gold Bakterien von
Stratagene verwendet.

2.3 Virus

Der Edmonston Vakzinestamm wurde auf Vero-Zellen vermehrt.

2.4 Plasmide

Alle MV-M-Protein kodierenden Plasmide wurden durch Modifikation des
eukaryotischen Expressionsvektors pCG(DC), der Restriktionsschnittstellen
fir die Enzyme Dral und Cspl enthalt, erzeugt. Die M-Gene stehen unter der
Kontrolle des frihen CMV-Promotors. Sie wurden im Labor von Dr. W.P.
Duprex, Centre for Cancer Research and Cell Biology, School of Biomedical
Sciences, Queen’ s University Belfast, Nordirland, erzeugt.

W Fromoter
Selectable marks
W Unique restrictio

CMV prom

) v ' i !-" /CM V2 prom
/
Hincll 807

.

Apal 1176
- _~T7 prom

v - Z—BamHi 1299

—. TBglll 1347

pCG-M (ED)
583%bp

TSMV-M (ED)

AR \
i 3 ' EcoRv 2197
A1 AT
Ball 2307

\ .
ST\IBZSS///] e \Vx‘mmzszl

Stul 3238 Smal 2623

\

f
*¥hol 3212 Marl 2715
Sphl 2762

Abb. 2.1: Schematische Darstellung des pCG-M Vektors
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Ubersicht der verwendeten Plasmide:

Plasmid kodiertes Protein

pCG-M (ED) MV-M-Protein (ED)
pCAGGS-VP40 EBOV-VP40-Protein

pCG-GFP pCG-Vektor der GFP exprimiert

pCR3.1-YFP-Vps4

gelb-fluoreszierendes-Protein
protein®, YFP)-gekoppeltes Vps4

(“yellow-fluorescent

pCR3.1-YFP-Vps4
(228E228—Q)

dominant-negative Form des YFP-gekoppelten Vps4
mit einem Aminosaureaustausch an Position 228
(Glutaminsaure [E] zu Glutamin [Q])

pCR3.1GFP-Tsg101

YFP-gekoppeltes Tsg101 Protein

pCR3.1GFP-Tsg101
A1-157

YFP-gekoppeltes Tsg101 Protein, dem N-terminal 157
Aminosauren (AS) fehlen

pCR3.1GFP-Tsg101
A303-360

YFP-gekoppeltes Tsg101 Protein, dem C-terminal 57
AS fehlen

pCR3.1YFP Aip-1

YFP-gekoppeltes Aip-1 Protein

pCR3.1YFP Aip-1
A1-176

YFP-gekoppeltes Aip-1 Protein, dem N-terminal 176
AS fehlen

pCAGGS-VP40

VP40 von EBOV

M-Protein, in dem die PTTY Sequenz durch AAAA

pCG-M'PTTY
ersetzt wurde

0CG-M PIQP M-Protein, in dem die PIQP Sequenz durch AAAA
ersetzt wurde

0CG-M'YMEL M-Protein, in dem die YMFL Sequenz durch AAAA
ersetzt wurde

0CG-M'PSVP M-Protein, in dem die PSVP Sequenz durch AAAA
ersetzt wurde

0CG-M EKNV M-Protein, in dem die FKNV Sequenz durch AAAA

ersetzt wurde

pCG-M'PTAPPEY

M-Protein, in dem die PIQPTTY Sequenz durch
PTAPPEY ersetzt wurde
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2.5 Antikorper

2.5.1 Antikorper fur die Inmunfluoreszenz

Fiar die Immunfluoreszenzfarbung wurden die Zellen mit einer 100 pl
Antikdrperlésung bei 37° C im Brutschrank inkubiert.

2.5.2 Primarantikorper

Spezifitat Name Isotyp Verdinnung Hersteller
Becton-
AP-3 26/P47A Maus, 1gG 1:100 |oooo"
Dickinson
Calnexin Calnexin Kaninchen, IgG 1:200 Sigma Aldrich
CD9 K41 Maus, IgG 1:80 Univ. Wiirzburg
CD63 CcDe3 Maus, IgG 1:100 Univ. Wiirzburg
CD63 sc5275/MX49 |(Maus, IgG1 1:150 Santa Cruz
CD81 sc9518/H-121 |Kaninchen, IgG 1:50 Santa Cruz
CD81 2.811 Maus, IgG1 1:200 Univ. Wirzburg
CD82 KAI-1 Maus, 1gG3 1:100 Santa Cruz
CD82 2.81.2 Maus, IgG 1:200 Univ. Wirzburg
Affinit
EEA-1 EEA-1 Kaninchen, IgG |  1:25 Hnity
BioReagents
S. Becker,
EBOV-VP40 |2C4 Maus IgG 1:100
Marburg
Ziege anti- S. Becker,
EBOV-S 1:300
erum EBOV-Serum Marburg
ERGIC ERGIC 53 Kaninchen IgG 1:100 Sigma Aldrich
S. Carlsson,
Lamp-1 931-A Kaninchen IgG 1:1000 .
Umea
E. Snijder,
LC3 LC 3B Kaninchen 1:100 _ nicer
Leiden
Maus-IgG-1 1:2 hemi
MV-M MABS910 aus-lgG 00 Chemicon
TGN 46 TGN46 Kaninchen IgG 1:100 Abcam
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2.5.3 Sekundarantikérper

Antikérperspezifitat Verdinnung |Hersteller
Alexa 488 Huhn anti-Maus 1:1000

Alexa 488 Kaninchen anti-Maus 1:1000

Alexa 488 Ziege anti-Maus 1:1000 Molecular
Alexa 594 Huhn anti-Kaninchen 1:1000 Probes
Alexa 594 Huhn anti-Ziege 1:1000

Alexa 594 Kaninchen anti-Maus 1:1000

Alexa 594 Ziege anti-Maus 1:1000

2.5.4 FACS Antikorper

Antikorperspezifitat | Verdlinnung Konjugat |Hersteller

MV-H (K83) 1:100 Institut fOr Virologie
MV-M (MAB8910) 1:100 Chemikon

Ziege anti-Maus IgG 1:100 FITC |Dianova

Ziege anti-Maus IgG 1:100 PE Becton Dickinson

2.5.5 Western-Blot Antik6rper

Antikérperspezifitdt| Verdinnung (in Milch) |Hersteller
MV-M 1:2000 Chemikon
Kaninch i-
aninchen ant 112000 Dianova
Ziege
Ziege anti-EBOV
'°9 ! 1:1000 Institut fr Virologie Marburg
Serum
Ziege anti-Maus 1:3000 Dianova
2C4 (Maus) VP40 1:1000 Institut far Virologie Marburg
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2.6 Primer fiir die Sequenzierung

Name

“Forward“-Sequenz

“Reverse“-Sequenz

MV-M-10s;

CTACATCCTGGTCATCATCC

GATTTAGGTAATATTTTTTG

MV-M-1321

CTAAATCCATTATAAAAAAC

CTAGGGGATCCCGGAGGTTA

MV-M-1s61

GATCCCCTAGGGCCTCCAAT

CGCCAATTAGACTATGGCGA

MV-M-1g01

GCGGTTAATCTGATACCGCT

TTGAAGTCCTCTTTCTTCTC

MV-M-2041

AACTTCAGGAGAAAGAAGAG

GAGCAACTTCCTGAGGCAAC

2.7 Primer fiir die Mutagenese

Motiv

Richtung

Primer

PIQP

Forward

GGGTCGATCGCTGCGGCAGCAGCCACCACCTAC
AGT

Reverse

ACTGTAGGTGGTGGCTGCTGCCGCAGCGATCGA
CCC

PTTY

Forward

GCTCCGATACAAGCCGCCGCCGCCAGTGATGGC
AGG

Reverse

CCTGCCATCACTGGCGGCGGCGGCTTGTATCGG
AGC

YMFL

Forward

GAATGCTTTTATGGCCATGTTTGCGCTGGGGGTT
GTT

Reverse

AACAACCCCCAGCGCAAACATGGCCATAAAGCA
TTC

PSVP

Forward

GCAGTTTTGCAGGCATCAGTTGCTCAAGAATTCC
GC

Reverse

GCGGAATTCTTGAGCAACTGATGCCTGCAAAACT
GC

FKVL

Forward

GACCAAGGACTAGCCAAAGTTGCGTAGACCGTA
GTG

Reverse

CACTACGGTCTACGCAACTTTGGCTAGTCCTTGG
TC

PTAPPEY

Forward

TCGATCGCTCCGACAGCACCCCCCGAGTACAGT
GATGGC

Reverse

GCCATCACTGTACTCGGGGGGTGCTGTCGGAGC
GATCGA
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2.8 Medien und Zusatze

Die Zellkulturmedien (MEM und RPMI) und Zusatze (5,6 %-
Natriumhydrogencarbonat, Penicillin/Streptomycin (100 |.E./ml)) wurden,
wenn nicht anders angegeben, von der Medienkiiche des Instituts flr
Virologie (Universitat Wirzburg) bezogen.

2.8.1 Zellkultur

Medium Anbieter
Ciprofloxacin (2 mg/ml) Bayer
G418 Roth, Calbiochem
FKS Biochrom
OptiMEM Gibco
Fusionsinhibitorisches Peptid (FIP) Bachem
(Z-D-Phe-L-Phe-Gly-OH)
Zeocin Invitrogen
2.8.2 Bakterien
Medium Zusammensetzung
LB-Medium 10 g Bacto-Trypton

10 g NaCl

5 g Hefeextrakt

ad 1 | Aqua bidest
LB-Agar wie LB-Medium

+ 15 g Agar-Agar
ad 1 | Aqua bidest

Ampicillin-Selektionsagar

wie LB-Agar
+ 50 mg/ml Ampicillin
ad 1 | Aqua bidest
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2.9 Puffer und Lésungen

Name

Zusammensetzung

ATV

0,8 (w/v) NaCl, 0,04 % (w/v) KCI,
0,1 % (w/v) D-Glukose, 0,058 % (w/v)
NaHCOs;, 0,05 % (w/v) Trypsin,
0,02 % (w/v) EDTA

Natriumazid-Lésung

32 % w/v

Trypanblau

0,25 % (wW/v) in PBS

FACS-Puffer

0,4 % BSA, 0,02 % Natriumazid, in
Ca?*/Mg?* freien PBS

Saponin-Puffer

0,33 % Saponin in FACS-Puffer,
pH 7,4

7-Aminoaktinomycin-D
(7-AAD)

Vorratslésung 1 mg/ml in DMSO
Arbeitslésung 1:60 in FACS-Puffer

30 mM Tris/HCI, 20 % Methanol,

Anodenpuffer 30mM
pH 10,4
300 mM Tris/HCI, 20 % Methanol,
Anodenpuffer 300mM m s ethano
pH 10,4
Kathodenouffer 39,6 mM Aminohexansaure, 25mM
P TrisHCI, 20 % Methanol, pH 9,4
Milchpuffer 5 Yo | (w/v) 0,05 A':. (V/V)
Magermilchpulver, Tween 20, in PBS
Waschpuffer 0,05 % Tween in PBS

Proteingelpuffer

250 mM Tris/HCI, 1,9 M Glycin,
1 % (w/v) SDS, pH 8,7

6 x SDS Probenpuffer

0,5 M Tris pH 6,8, 0,4 % (w/v) SDS,
6 ml Glycerol,

0,6 ml B-Mercaptoethanal,

2,4 mg Bromphenolblau

ad 20 ml Aqua bidest

Brij-98 Lysispuffer

25 mM Tris-HCI, pH 7,5, 150 mM
NaCl, 5 mM EDTA, 1 mM NaF, 0,1
(v/v) Brij-98 (Sigma), Roche Protease
Inhibitor Cocktail (1 Tablette/ 50 ml),
ad Aqua bidest
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NP-40-Lysepuffer

120 mM NaCL, 50 mM HEPES,
pH 7,4, 40 mM B-Glycerophosphat,
10 mM NaF, 1 mM EDTA, 1mM NP-
40, 1 % Roche Protease Inhibitor
Cocktail (1 Tablette/ 50 ml)

ad Aqua bidest

NTE

10 mM Tris-HCI, pH 7,4, 100 mM
NaCl, 1 mM EDTA, Roche Protease
Inhibitor Cocktail (1 Tablette/50 ml)
ad Aqua bidest, pH 7,2

TAE-Puffer (50x)

242 g Tris, 57,1 ml Essigsaure,
100 ml EDTA (0,5 M; pH 8), ad 1 |
Aqua bidest

TE-Puffer

10 mM Tris-HCI, ad Aqua bidest,
pH 8,5

10 x Agarose-Laufgelpuffer

144 Glycin, 30,3 g Tris, 50 ml
20 %ige SDS-Lésung (w/v; in Aqua
bidest), ad 1 | Aqua bidest, pH 8,7

1 %ige Ethidiumbromid-L&sung

in PBS

2 X HBS

8 g NaCl; 0,38 g KClI, 0,1 g NaoHPOy;
5 g HEPES; 1 g Glucose
ad 0,5 | Aqua bidest, pH 7,05

Einfriermedium

Fotales Kalberserum (FKS), 10 %
DMSO (Dimethylsulfoxid)

2.10 Kits
Name Anbieter
Bicinchoninic Acid (BCA) Kit zur | .

. . Sigma
Proteinbestimmung
ECL-Detektions-Reagenz Amersham
EndoFree® Plasmid Maxi Kit Qiagen
Lipofectamine™ 2000 Invitrogen
QuickChange Il Site-Directed Mutagenesis Kit Stratagene
Zenon®Mouse IgG Labeling Kit Invitrogen
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2.11 Verbrauchsmaterial

Durchflusszytometrierréhrchen
Einmalklvetten

Einmalklvetten UVette

Entwickler und Fixierer fur Réntgenfilm
Elektrophoreseapparatur
Kryokonservierungsréhrchen
Membranfilter 0,2 um

Plastikartikel fur Bakterien- und Zellkultur
Réntgenfilm

UZ-Rdéhrchen

Whatman-Papier Typ GB002
Zellschaber

Zellkulturflaschen (mit Filter)
Zellkulturplatten 6, 24, Napfe
Zellkulturplatten 96 Népfe
Zentrifugenrdéhrchen 15, 50 ml

2.12 Chemikalien

Becton Dickinson, BD
Roth

Eppendorf

Kodak

Inst. flr Virologie, Wi
Greiner bio-one
Schleicher & Schuell
Greiner, Nunc

Fuji Foto Film
Laborgeréate Beranek
Schleicher & Schuell
Hartenstein

Greiner bio-one
Greiner bio-one
Becton Dickinson
Greiner bio-one

Chemikalien wurden von den Firmen BioRad, Béhringer, Merk, Promega,

R&D Systems, Roth, Serva , Sigma Aldrich bezogen.

Brij-98

Ciprofloxacin (Ciprobay)
Fluoromount-G
Magermilchpulver
Methyl-beta cyclodextrin
Mevalonolactone
Mevalonat
Polyethylenimine (PEI) 25K,
PonasteroneA
Proteinstandardlésung 1,0 mg/ml
Zeocin

Sigma
Bayer
SouthernBiotech
Salitar
Sigma
Sigma
Sigma
Polyscience
Invitrogen
Sigma
Invitrogen
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2.13 Gerite

Bakterienschuittler

BIO-Photometer

ELISA Processor Il

FACScan Calibur

Fluoreszenzmikroskop
Halbtrockenblottingapparatur

konfokales Laserscanningmikroskop LMS510 Meta
Lichtmikroskop, Labovert FS
Mehrkanalpipetten

Mikropipetten

PCR-Maschine Thermal Cycler DNA 480
Schittler

Sterilwerkbank

Spannungsquelle

Tischzentrifuge

Zahlkammer

Zentrifugen

2.14 Software

AIDA
LSM510 Version 3.2. SP2

Infors

Eppendorf

Behring

Becton Dickinson
Leitz
Institutswerkstatt
Leitz

Leitz

Flow Laboratories
Eppendorf

Perkin Elmer
Buhler

Nuaire

Gibco, BioRad
Heraeus, Sepatech
Neubauer, Thoma
Eppendorf, Hettich,
Sorvall

Raytest
Zeiss
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3 Methoden

3.1 Zellkultur

Alle Zelllinien wurden in Zellkulturplastikflaschen im Brutschrank bei 37° C in
wasserdampfgesattigter Atmosphare bei einem 5 % CO»-Gehalt kultiviert.

Die verwendeten Medien waren mit 15 ml Natriumhydrogencarbonat
gepuffert und mit Penicillin/ Streptomycin (100 pg/ml) oder Ciprofloxacin
(10 pg/ml) versetzt.

3.1.1 Zellkultur adharenter und semiadharenter Zelllinien

B95a-Zellen wurden mit RPMI 1640, mit 5 % FKS, HelLa- und Vero-Zellen in
MEM mit 5 % FKS und Antibiotika (Penicillin/ Streptomycin) kultiviert. Nach
Ausbildung eines konfluenten Zellrasens wurden die Zellen entweder far die
beschriebenen Experimente verwendet oder in einem Verhéltnis von 1:5 bis
1:10 gesplittet, d.h. in neue Flaschen ausgesét. Daflur wurden die Zellen kurz
mit ATV gewaschen und danach 2 min mit ATV im Brutschrank inkubiert,
dann mit dem jeweiligen Medium abgespult, verdinnt und in neue Flaschen
ausgesat.

CHONTLR-2 Zellen wurden in HAM F12 Medium (10 % FKS, 0,5 mg/ml
G418 + Hygromycin 400 U/ml) kultiviert. Nach Bildung eines konfluenten
Zellrasens wurden die Zellen entweder flr einen Mycoplasmentest benutzt
oder gesplittet.

Die semiadharenten Zelllinien 293 T, 293 T-Vps 4 (WT) und 293 T-Vps4
(E228—Q) wurden in MEM mit 10 % FKS kultiviert, wobei das Medium fir
die stabil transfizierten Zelllinien 293 Vps4 WT und 293 Vps4 E228—Q als
Zusatz 400 pg/ml G418 und 200 pg/ml Zeocin enthielt. Nach Ausbildung
eines zu 80-90 % konfluenten Zellrasens wurden die Zellen mit frischem
Medium vom Boden der Kulturflasche abgespult und 1:5 bis 1:10 verdinnt in
frischem Medium wieder ausgesat.
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3.1.2 Bestimmung der Lebendzellzahl

Zur Bestimmung der Lebendzellzahl wurde eine Vitalfarbung mit Trypanblau
durchgefihrt. Dazu wurden aus einer Zellsuspension 10 ul abgenommen und
mit 90 ul Trypanblaulésung gemischt. 10 ul der Lésung wurden anschlieBend
in eine Neubauerzahlkammer gegeben. Da der Farbstoff nur von toten Zellen
aufgenommen wird, wurde mit Hilfe des Lichtmikroskops die Zahl der
lebenden, ungefarbten Zellen ermittelt. Die Gesamtzellzahl in der
vorhandenen Zellsuspension konnte mit Hilfe des Kammerfaktors errechnet
werden. Die Zellsuspension wurde anschlieBend entsprechend der
gewlnschten Zellzahl verdinnt und fir die nachsten Versuche weiter
verwendet.

3.1.3 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

FiOr eine langerfristige Lagerung wurden die Zellen bei —80° C oder im
fliissigen Stickstoff eingefroren. Daflir wurden von Zelllinien 5 x 10° bis
1 x 10" Zellen in 1 ml eiskaltem Einfriermedium (FKS/ 10 % DMSO)
resuspendiert und zunéachst fir 1 h bei —20° C und danach tber Nacht bei
-80° C eingefroren. Die Aliquots wurden in flissigen Stickstoff Gberflihrt oder
bei -80° C weiter gelagert.

Um die Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurden diese zlgig bei 37°C im
Wasserbad aufgetaut, mit einem Uberschuss an vorgewarmtem
Kulturmedium gewaschen und in dem entsprechenden frischen Medium
ausgesat.

3.1.4 Mykoplasmentest

Die Kontamination der Zellkultur mit Mykoplasmen kann zu einem
veranderten Wachstumsverhalten bzw. Absterben flhren. Fir den Test auf
Mykoplasmenkontamination standen CHO 3E10hTLR2-Zellen zur Verfligung.
Diese Zellen sind stabil mit einem CD25-Reportergen (ELAM-tac) transfiziert,
welches unter einem NFxB abh&ngigen Promoter steht. Die Zellen
exprimieren TLR2 (Toll Like Receptor) sowie CD14 als Korezeptor
(Medvedev et al., 2001). AuBerdem enthalten die Zellen endogenes TLR4,
das bei Stimulation (beispielsweise durch LPS) ebenfalls NFxB aktiviert. Bei
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einer Kontamination mit Mykoplasmen, die als TLR-Agonisten bekannt sind
(Takeuchi et al., 2000), wird TLR2 aktiviert, NFxB in den Kern transloziert
und CD25-exprimiert. FUr den Test wurden in eine 24 Loch-Platte pro zu
untersuchender Probe 50.000 CHO 3E10hTLR2 Zellen ausgeséat und fir
24 h im Brutschrank inkubiert. Danach wurde das Medium (1 ml)
ausgetauscht. Gleichzeitig wurde 10 pg der zu untersuchenden Probe
(Virusstock oder Zellkulturiberstand) dazugegeben. Als Positivkontrolle
wurde 1 pl LPS (100 ng/ml), als Negativkontrolle Medium verwendet. Nach
weiteren 24 h wurden die Zellen mit ATV abgeldst, mit Medium gewaschen
und durchflusszytometrisch (FACS Calibur) mit einem CD25 spezifischen
Antikdrper analysiert.

3.2 Virologische Methoden

3.2.1 Praparation von Virusstocks

Far die Produktion des ED-Stammes wurde ein konfluenter Verozellrasen
(~2 x 107 Zellen/ 550 ml Zellkulturflasche) mit einer MOI (“multiplicity of
infection“, MOI) von 0,01 infiziert. Dazu wurde das vorhandene Medium
abgesaugt. Das entsprechende Volumen Virussuspension wurde in 10 ml
MEM ohne FKS pro Flasche aufgenommen und auf die Zellen pipettiert. Die
Zellkulturflaschen wurden dann fiir eine Stunde bei 20° C auf einer Wippe
inkubiert, bevor das Virus-Inokulum wieder entfernt und durch frisches MEM
mit 5 % FKS (20 ml/ Flasche) ersetzt wurde. Die weitere Kultur erfolgte bei
37° C. Sobald 80 bis 90 % der Zellen einen zytopathischen Effekt (CPE,
“cythopathic effect”) zeigten, wurde das Medium entfernt und die Zellen in
1-2 ml PBS (Ca*/ Mg**-frei