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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Orthopockenviren sind groie DNA-Viren, die im Zytoplasma der Wirtszelle replizieren und fir
tber 200 Proteine kodieren. Sie besitzen ein breites Wirtszellspektrum (host-range) und modulieren
auf komplexe Art und Weise zelluldre Prozesse, um ihre Replikation zu gewihrleisten. Zu diesem
Genus der Familie der Pockenviren gehort auch das modifizierte Vacciniavirus Ankara (MVA).
MVA ist ein hoch attenuiertes, replikationsdefizientes Impfvirus, dem im Vergleich zu
urspriinglichen  Vacciniavirus-Stimmen  viele virale Genfunktionen fehlen. Zu diesen
verlorengegangenen Genen zihlen so genannte host-range-Gene, die fiir das breite Wirtszellspektrum
des Vacciniavirus (VACV) verantwortlich sind, deren molekulare Funktion aber groBtenteils
unbekannt ist. Diese Arbeit befasste sich zum einen mit der Untersuchung der Rolle der host-range-
Gene K1L und C7L in der MVA-Infektion. Zum anderen sollte gepriift werden, ob der im MVA-
Genom unvollstindige Leserahmen F11L durch Wiederherstellung seiner Funktionalitit den
Wirtstropismus von MVA erweitern kann.

Das Fehlen von KI1L und C7L in MVA ist mit dem Verlust der spiten viralen Genexpression
verbunden. Als mogliche Ursache hierfiir wurde in dieser Arbeit die Phosphorylierung des
cukaryotischen Translationsinitiationsfaktors 2o (elF2a) entdeckt, welche zum Abbruch der
Proteinsynthese in der infizierten Zelle fihrt. Unter den mdglichen Kinasen wurde die
Proteinkinase R (PKR) als das verantwortliche Schliisselenzym identifiziert und somit gezeigt, dass
das K1- und C7-Protein den anti-viralen PKR-elF2a-Signalweg inhibieren. Es stellte sich heraus,
dass die elF2a-Phosphorylierung alleine jedoch nicht fiir das Fehlen der spiten Genexpression
verantwortlich ist. Neben dem inhibitorischen Einfluss auf den PKR-ellF2«-Signalweg zeigte sich,
dass C7 die Aktivierung des NFkB-Signalwegs reduziert, welcher fiir eine anti-virale Antwort der
Wirtszelle wichtig ist. Ein weiterer Ansatz zur Aufklirung der K1- und C7-Funktion bestand darin,
zellulire Interaktionspartner zu identifizieren. Hierbei konnte das heterogene nukleire
Ribonukleoprotein K (HNRPK) als méglicher Interaktionspartner von C7 entdeckt werden.

Neben den bisher bekannten Jost-range-Genen gibt es vermutlich weitere Gene, die den
Wirtsbereich des VACV definieren. Das im MVA-Genom defekte F11L-Gen war ein guter
Kandidat fiir eine solche Genfunktion, da es bei der Virionenmorphogenese, Virusausbreitung und
der Migration VACV-infizierter Zellen eine Rolle zu spielen scheint. Deshalb wurde ein
rekombinantes MVA mit vollstindiger F11L-Gensequenz konstruiert und das Wirtszellspektrum
dieses Virus untersucht. Die Reparatur des F11L-Gens erméglichte MVA die Induktion von
Zellbewegung nach Infektion, jedoch bliecben seine unvollstindige Morphogenese und
eingeschrinkte Vermehrungsfahigkeit in Sdugetierzellen unbeeinflusst. F11L hat daher zumindest
keine selbststindige Funktion als VACV Jost-range-Gen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sind ein Beitrag zum besseren Verstindnis der komplexen Virus-

Wirts-Interaktionen des VACV sowie des eingeschrinkten Wirtstropismus des Impfvirus MVA.
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2 Einleitung

2.1 Vorwort

Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse fihrten zu neuen Erkenntnissen tber die
intrazelluliren Virus-Wirts-Interaktionen der Pockenviren. Kiirzlich kam es zu einigen
neuen Veroffentlichungen in diesem wissenschaftlichen Kontext, was die hier gezeigten
Daten mit einschlieBt (Backes e7 a/, 2010; Zwilling ez al., 2010). Aus diesem Grund wird in
der folgenden Einleitung das Wissen zu Beginn der Doktorarbeit wiedergegeben. Die
gewonnenen FErkenntnisse dieser Arbeit werden in der Diskussion mit dem

zwischenzeitlich hinzu gekommenen Wissen diskutiert.

2.2 Pockenviren — Krankheitserreger und Impfstoff

Die Familie der Poxwiridae umfasst viele Viren, die meist ein breit gefichertes
Wirtsspektrum aufweisen. Zu den Wirten der unterschiedlichen Viren zdhlen nicht nur
Saugetiere, sondern auch Vogel und Insekten. Der Genus Orthopoxviridae, zu welchem auch
das humanpathogene Variolavirus zihlt, beinhaltet auch das Vacciniavirus, mit welchem in
dieser Dissertation gearbeitet wurde.

Die Pockenerkrankung des Menschen, welche durch das Variolavirus hervorgerufen wird,
gehorte zu den schlimmsten Seuchen in der Geschichte der Menschheit. Erste
Erwihnungen finden sich schon zur Zeit des antiken China vor iber 3.000 Jahren. Im
Jahre 1796 begriindete der englische Landarzt Edward Jenner die Impfung gegen die
Pocken, indem er das Material getrockneter Pockenpusteln von Kithen nutzte, um einen
Probanten damit zu infizieren. Gegen eine darauffolgende Infektion mit Variolavirus war
die Person immun. Das davon abgeleitete Virus wurde aus diesem Grund Vacciniavirus
(lateinisch: vacca; die Kuh) benannt und der Begriff Vakzinierung als Synonym fiir Impfung
gebraucht (Jenner, 1790).

Die Weltgesundheitsorganisation (engl.: world health organisation, WHO) startete 1958 eine
weltweite Impfkampagne zur Ausrottung der Pockenerkrankung, wobei verschiedene
Vacciniavirus-Stimme als Lebendimpfstoffe eingesetzt wurden. Bereits 1980 erklirte die

WHO die Welt von dieser Erkrankung befreit (Fenner, 1982).
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Das Interesse an Vacciniavirus wurde jedoch mit der Weiterentwicklung des
molekularbiologischen Methodenspektrums neu entfacht, insbesondere durch die Technik,
rekombinante Vacciniaviren zu generieren. Ein wesentliches Interesse besteht in der
Entwicklung von sicheren Impfstoffen, von Vektor-Impfstoffen und onkolytischen Viren.
Weiterhin bleibt, verstirkt durch die Terroranschlige des 11.09.2001 auf das worid trade
center, die Befurchtung, dass einstige Laborstimme von Variolavirus, die offiziell nur noch
in Bestanden des Centers for Disease Control and Prevention (CDC, USA) und dem S7ate Research
Center of Virology and Biotechnology (VECTOR, Russland) existieren, oder manipulierte
Orthopockenviren, als Biowaffe genutzt werden kénnten. Hierdurch besteht weiterhin die
Notwendigkeit zur Erforschung der Pathogenese von Pockenviren als auch die

Entwicklung von sicheren und effizienten Pockenimpfstoffen (Breman ez a/., 2003).

2.2.1 Aufbau und Nomenklatur der Pockenviruspartikel

Pockenviren gehoren zu den am komplexesten aufgebauten Viren. Die Virionen haben
eine durchschnittliche Grofle von 300x200x100 nm. FEs existieren vier reife
Vitrionenformen, die sich anhand der Anzahl der sie umhillenden Membranen, der
Membran-Proteinkomposition und der Lokalisierung in- oder aullerhalb der Wirtszelle
unterscheiden. Das intrazelluldre reife Virion (engl.: zntracellular mature virion, IMV) hat eine
Membranschicht (sieche Abb. 2.1 A), das intrazellulire behillte Virion (engl.: intracellular
enveloped virion, 1IEV) ist von drei Membranen umgeben und das extrazellulire behiillte
Virion (engl.: extracellular enveloped virion, EEV) sowie das Zell-assoziierte extrazellulire
Virion (engl.: cell-associated enveloped virion, CEV) haben zwei Membranschichten. Letztere
Partikelform unterscheidet sich vom EEV nur durch eine temporire Assoziation mit der
zelluliren Plasmamembran (Smith e @/, 2002). Die innerhalb der Partikel verpackten
Proteine und das virale Genom sind bei allen Virionenformen gleich und in Abb. 2.1 B
schematisch dargestellt. Innerhalb der ein bis drei umhiillenden Membranen befindet sich
die core-Struktur, welche das doppelstringige DNA (dsDNA)-Genom sowie einige Proteine
beherbergt. Das dsDNA-Genom ist linear aufgebaut, wobei beide Stringe an ihren Enden
kovalent verkntpft sind, und hat eine GroB3e von ca. 200 Kilobasenpaaren (KBp), die fiir
ca. 200 Gene kodieren. Grundsitzlich ist der mittlere Teil des Genoms konserviert.
Dagegen sind die beiden Enden des Genoms variabler, wobei dies vermutlich auf die
terminalen  Zandem  repeats  zurickzufihren ist (sieche Abb. 2.1 C). Diese

Sequenzwiederholungen werden wahrscheinlich bei der DNA-Replikation benétigt, um die
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als Intermediat entstehenden Konkatamere in einzelne Genome aufzulésen (Delange and
McFadden, 1987). In diesen relativ variablen Bereichen des Genoms sind vermehrt Gene

lokalisiert, die eine Funktion bei Virus-Wirts-Interaktionen haben.

AuBere Membran

Innere Membran

Core Wand

Core

dsDNA-
Genom

Tandem loop..

I [ 1 [ |
.2 40 60 80 100 120 140 160 180 kbp

.70 h'p' 70 bp54 bp Ty,

TSI
-mmHnlnmmnlunm
2 P 6 8 10 kbp
Tandem repeats

Abb. 2.1 Aufbau der Pockenviren. A. Elektronenmikroskopische Aufnahme eines intracellular mature virion
(IMV). Die einzelne Membranschicht sowie das elektronendichte, doppelkegelférmige core sind gut zu
erkennen. Linge: 200 nm. B. Schematische Darstellung des Aufbaues eines extracellular enveloped virion (EEV).
C. Schematische Darstellung des linearen dsDNA-Genoms. An den Enden befinden sich
Sequenzwiederholungen (fandem repeats). A: Im Rahmen dieser Arbeit gemachte Aufnahme. B und C: Harrison
et al., 2004.

Die Bezeichnung der offenen Leserahmen (engl.: open reading frames, ORF) richtet sich nach
der GréBe des Fragments eines Hind I1I-Restriktionsverdaus des Genoms. Die hierbei
entstehenden DNA-Fragmente werden der Gré3e nach alphabetisch benannt (Fragment A
bis P bei VACV) und die ORFs werden mit Ausnahme des C-Fragmentes von links nach
rechts durchnummeriert und zusitzlich mit ,,R“ oder ,,L.“ fir die Leserichtung ,,rechts*

oder , links* markiert. Bei der Protein-Bezeichnung wird die Genorientierung weggelassen

(Moss, 2007).
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2.2.2 Replikationszyklus der Pockenviren

Der Replikationszyklus der Pockenviren findet trotz ithres DNA-Genoms im Zytoplasma
der Wirtszelle statt. Dies wird dadurch ermdglicht, dass Pockenviren relativ unabhingig
von Wirtsfaktoren sind, was sich beispielsweise darin widerspiegelt, dass sie fiir eine eigene
RNA- und DNA-Polymerase kodieren. Im Folgenden wird der Lebenszyklus dargestellt,
wobei sich die Nummerierungen im Text auf die Stadien des Replikationszyklus in Abb. 2.2
A beziehen.

Der Replikationszyklus beginnt mit der Adhision des Viruspartikels (EEV oder IMV) an
die Wirtszelle (1). Dieser Vorgang ist noch unzureichend verstanden, was nicht zuletzt
durch die unterschiedlichen Virionenformen bedingt ist. Fest steht, dass es keinen
spezifischen zelluldren Rezeptor zu geben scheint, an welchen die Virionen binden, was das
breite Spektrum der unterschiedlichen Zelltypen erklirt, welche durch Pockenviruspartikel
infiziert werden kénnen (Moss, 20006). Es gibt Berichte, dass Hillproteine in der IMV-
Membran an Glycosaminoglycane binden. So wurde eine Interaktion von D8, einem der
Virionenmembranproteine, mit Chondroitinsulfat (Hsiao ez al., 1998) sowie von A27 und
H3 mit Heparansulfat beobachtet, jedoch sind diese Interaktionen nicht essentiell fiir die
Adhaision der Virionen (Hsiao ez al., 1999; Lin ¢t al., 2000; Chung e# al., 1998).

Die Penetration scheint durch den sogenannten entry-fusion Komplex (Senkevich ez al., 2005)
stattzufinden, einen Multiproteinkomplex, der aus neun viralen Proteinen besteht (A16,
A21, A28, G3, G9, H2, J5, L5 und O3 (Senkevich ¢f al., 2004; Izmailyan ef al., 2006; Ojeda
et al., 2006; Senkevich and Moss, 2005; Senkevich ez al., 2005; Townsley ez al, 2005;
Satheshkumar ez a/, 2009)) und zusitzlich den nicht zu diesem Komplex gehérenden
Proteinen F9, L1, 12, A17 und A27 (Brown ef al., 20006; Bisht ez al., 2008; Nichols ez al.,
2008; Kochan et al., 2008). Weitere Untersuchungen berichten von Makropinozytose als
Aufnahme-Mechanismus der Virionen in die Wirtszelle (Mercer and Helenius, 2008).

Nach dem Eintritt kommt es zur Freisetzung der core-Struktur in das Zytoplasma der Zelle.
Bereits innerhalb des cores startet die kaskadenartige Genexpression der Pockenviren mit
der Transkription der Klasse der frithen Gene (2), deren mRNAs von den zelluliren
Ribosomen translatiert werden (3). Zu den frithen Genprodukten gehéren unter anderem
immunmodulatorische Faktoren, die z.T. sekretiert werden, wie beispielsweise der virale
Interleukin-1B3-Rezeptor (Staib ez al., 2005). Des weiteren Faktoren, welche die core-Struktur
auflosen (engl.: #ncoating, 5), Enzyme fur die DNA-Replikation des viralen Genoms sowie
Transkriptionsfaktoren fur die intermedidren Gene (6 und 7) (Moss, 2007; Broyles, 2003).

Erst nach der DNA-Replikation findet die Expression der Klasse der intermediiren Gene

5
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statt, wobei frithe Genprodukte sowie der zellulire Faktor Vacciniavirus intermedidrer
Transkriptionsfaktor-2 (engl.: vaccinia virus intermediate transcription factor-2, VITE-2) als
intermedidre Transkriptionsfaktoren fungieren (Rosales e# al., 1994). VITF-2 wurde als das
zellulire Protein G3BP-1 und p137 identifiziert, welche ein Heterodimer bilden und zu den

viral factories transloziert werden (8; Katsafanas and Moss, 2004; Katsafanas and Moss,

2007).

Cytoplasm

ﬁm

/ vitfe
F .0 . K
8 /
3 =
§38 % l Intermediate phase
£
e
n/": P2 .

Viral Factories

H5 pro tein®

Neighboring Cell (Lg

0]
s .— ‘- -'.}" - - .'(
Immature virion (1V) Intracellular Intracellular
mature virion (IMV) enveloped virion (IEV)

Abb. 2.2 Pockenviraler Replikationszyklus. A. Schematische Darstellung des Replikationszyklus.
Erlduterungen siche Text. B. Fluoreszenzaufnahme der viral factories, sichtbar durch DNA-Anfirbung mit
Hoechst (blau) und tber Antikérper das virale, spite Protein H5, welches co-lokalisiert. C.
Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Virionen in unterschiedlichen Stadien der Morphogenese. Nr. 1
und 2 zeigen immature virions (IV), Nt.3 ein intracellular mature virion IMV) und Nr.4 ein intracellular enveloped

virion (IEV). Genauere Erklirungen sind dem Text zu entnehmen. Abbildungen verindert nach Harrison ez
al., 2004.
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Die intermediiren mRNAs (9) kodieren fiir Transkriptionsfaktoren, welche fir die spite
Genexpression benotigt werden (10). Spite Genprodukte stellen hauptsichlich
Strukturproteine fiir den Zusammenbau der neuen Virionen dar. Einige spite Proteine
werden  sofort nach der Penetration der Zelle beispielsweise als  frithe
Transkriptionsfaktoren benétigt und daher in neu gebildete Virionen verpackt. Nach der
Translation der spiten mRNAs (11) beginnt der Zusammenbau der neuen Virionen in den
viral factories (12). Abb. 2.2 B zeigt die wiral factories als DNA-Ansammlungen abseits des
Zellkerns, welche mit dem viralen spiaten H5-Protein co-lokalisieren.

Die Virionenmorphogenese beginnt mit der Entstehung von sichelférmigen
Membranstrukturen (engl.: ¢rescents), wobei die Herkunft der hierfir genutzten Membranen
noch kontrovers diskutiert wird (Dales and Mosbach, 1968; Sodeik and Krijnse-Locker,
2002; Husain and Moss, 2003). Zunichst bilden sich unreife Virionen (engl.: zmmature
virions; IV (13), Abb. 2.2 C, Nr.1), welche sich tber einige Zwischenstadien (siche Abb. 2.2
C, Nr.2) zu den ersten infektiésen Virionen, den IMV, entwickeln (14; Siehe auch Abb. 2.2
C, Nr.3 und Abb. 2.1 A). Diese Virionenform stellt den gréfiten Prozentsatz der Virionen
dar und wird erst spat nach der Infektion durch Zell-Lyse freigesetzt (15) (Meiser ef al.,
2003). Ein Teil der IMV wird tber das Mikrotubuli-Zytoskelett zum Trans-Golgi-
Netzwerk transportiert. Von diesem Kompartiment oder alternativ von den frithen
Endosomen erwerben die Partikel eine Doppelmembran, und werden von da an als IEV
bezeichnet (16; siche auch Abb. 2.2 C, Nr.4; Sanderson ef al., 2000).

Die IEVs werden weiter zur Plasmamembran transportiert und fusionieren mit dieser,
wobei eine der viralen Membranen verloren geht. Die nun als CEV bezeichneten Virionen
(17) konnen zum einen von der Zellmembran dissoziieren, wonach sie EEV genannt
werden. Zum anderen kénnen sie eine Aktinpolymerisation innerhalb der Zelle auslosen,
sodass eine Ausstilpung (engl.: actntail, Aktinschwanz) entsteht, welche die CEV zu
benachbarten Zellen transportiert, die dann infiziert werden kénnen (18; Smith e a/, 2002;

Smith and Law, 2004).

2.3 Das modifiziertes Vacciniavirus Ankara (MVA)

Das modifizierte Vacciniavirus Ankara (MVA) ist ein hoch attenuierter VACV-Stamm. Da
in der vorliegenden Arbeit hauptsichlich mit MV A gearbeitet wurde, wird dieses Virus im

Folgenden mit besonderem Fokus dargestellt.
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2.3.1 Entstehung und Charakteristika von MVA

MVA stammt von dem VACV-Stamm Chorioallantois Vacciniavirus Ankara (CVA) ab,
welcher in der Tirkei als Impfstamm gegen die Pockenerkrankung eingesetzt wurde. Die
Impfung mit Vacciniaviren im Allgemeinen war mit teils schweren Nebenwirkungen
verbunden, die in seltenen Fillen sogar zum Tod fiihren konnten. Aus diesem Grund gab
es verschiedene Bemithungen, Vacciniaviren zu attenuieren und dadurch sicherer zu
machen (Fenner ez al., 1988). Dies wurde mit CVA versucht, indem das Virus fortlaufend in
primiren Hihnerembryofibroblasten (engl.: chicken embryo fibroblasts, CEF) passagiert wurde.
Nach 371 Passagen wies das Virus eine verringerte Virulenz auf (Mayr ef al, 1975). Ab der
516-ten Passage wurde das Virus zur Unterscheidung von seinem Vorlaufer in MVA
umbenannt. Noch vor der Einstellung der Pockenimpfungen in Deutschland im Jahre 1980
wurden tiber 120.000 Menschen mit MVA geimpft. Dabei zeigte sich, dass das attenuierte
MVA keine der Impfkomplikationen hervorrief, die bei dem Vorldufer aufgetreten waren
(Mahnel and Mayr, 1994; Stickl, 1974).

Eine Kartierung und spitere Sequenzierung des MVA-Genoms ergab, dass wihrend der
Attenuierung sechs gréflere Deletionen entstanden sind, die jeweils mehrere Gene
umfassen. Dartiber hinaus kam es zu vielen kleineren Deletionen und Mutationen (Meyer e7

al., 1991; Antoine e# al., 1998; Meisinger-Henschel ez al., 2007).

C K F E g lLijl H D A B
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l 516 Passagen
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bl ool
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Abb. 2.3 Entstehung von MVA. MVA entstand durch fortlaufende Passagierung (516-mal) von CVA in
CEF. Wihrend dessen entstanden sechs groe Deletionen (I-VI). Die Genomgréfie reduzierte sich von ca.
204500 Bp auf 177923 Bp. Dies entspricht einem Verlust von 13% der genetischen Information. (Antoine e#
al., 1998; Meisinger-Henschel e/ al., 2007).

Wie in Abb. 2.3 zu sehen ist, sind die sechs gro3en Deletionen auf der linken und rechten
Seite des Genoms aufgetreten. Dort sind, wie in Abs. 2.2.1 bereits erwihnt, viele Virulenz-
und sogenannte host-range-Gene lokalisiert, die fir die Virus-Wirts-Interaktion wichtig sind.
Vermutlich kam es durch den Verlust dieser Gene zu dem stark attenuierten Phinotyp von

MVA sowie zu dessen 7 vitro deutlich eingeschrinkten Wirtstropismus. Neben CEF sind

8



Einleitung

Baby-Hamsternierenzellen (BHK-21), Rattendarmepithelzellen (IEC-6) und eine
Nilflughund-Zelllinie die einzig bekannten Zellen, die das Wachstum von MVA zulassen
und somit permissiv fiir MVA sind (Drexler ez al, 1998; Okeke ez al., 2006; Jordan ez al.,
2009). In den meisten anderen untersuchten Zellen ist der Replikationszyklus von MVA
wihrend der Virionenmorphogenese unterbrochen, so dass unreife Virionen (engl.:
immature virion, 1V) akkumulieren (siehe Abb. 2.2 C, Nr.1), die sich nicht zu IMV
weiterentwickeln (Sutter and Moss, 1992; Gallego-Gomez ¢ al., 2003). Welches oder
welche der verlorengegangenen Gene fir diesen dullerst eingeschrinkten Wirtstropismus
verantwortlich sind, ist immer noch unbekannt. Trotz des engen Wirtstropismus ist MVA
in der Lage, die Gene aller Klassen zu exprimieren. Dies schlief3t inserierte Gene mit ein,
was fir die Nutzung von MVA als (Vektor-)Impfstoft relevant ist (Sutter and Moss, 1992).
Verschiedene MVA-Vektorimpfstoffe durchlaufen bereits klinische Studien als Impfstoff
gegen Krebs oder Infektionskrankheiten, wie z.B. HIV (Sutter and Staib, 2003; Drexler ez
al., 2004).

2.4 VACV host-range-Gene

Der Wirtstropismus von VACV hingt nicht, wie bei den meisten anderen Viren, von dem
Vorhandensein eines bestimmten Oberflichenrezeptors auf der Wirtszelle ab, sondern von
der Modulation anti-viraler zellulirer Signaltransduktionswege. Die Bedingung fir eine
produktive VACV-Infektion ist, dass die notigen viralen Faktoren vorhanden sind, um
diese Signalwege zu inhibieren. Die fir diese Faktoren kodierenden Gene werden als host-
range-Gene bezeichnet, da sie den Wirtstropismus auf bestimmte Zellen erweitern (Werden
et al., 2008; McFadden, 2005). Ihre Funktion ist jedoch groBtenteils unbekannt. In Tabelle
2.1 sind die bekannten VACV Jost-range-Gene aufgelistet. In Bezug auf das MVA-Genom
sind die Gene C7L, K3L und E3L vorhanden, wohingegen K1L und C12L fragmentiert
bzw. deletiert sind (Meisinger-Henschel ef 4/, 2007; Antoine e al, 1998). Das Gen CIL
(auch als compox virus 77 KDa; CP77 bekannt) ist in allen bekannten Vacciniaviren mutiert
und nur in anderen Vertretern der Orthopockenviren wie z.B. den Kuhpockenviren (engl.:
cowpox virus) intakt.

Die host-range-Restriktion von MVA, bei welchem das K1L-Gen inaktiv und das C12L-Gen
deletiert ist (Altenburger ef al, 1989; Antoine et al., 1998), kann mit dem Fehlen dieser

beiden host-range-Gene nicht erklirt werden (Wyatt ez al., 1998).
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Tabelle 2.1: Ubersicht der bekannten VACV host-range-Gene

Host-range-Gen Erweiterung des Wirtstropismus
K1L RK-13-Zellen

C7L Hamster Dede-Zellen
C12L/SPI-1 A549-Zellen

K3L BHK-21-Zellen

E3L HelLa-Zellen, CEF

CIL! CHO-Zellen

In allen bekannten VACV-Genomen mutiert und nicht funktional. Entspricht dem Kuhpocken-Gen CP77.
Griin markierte Gene sind im MVA-Genom funktional erhalten. Tabelle verindert nach McFadden, 2005.

Ein rekombinantes MVA mit funktionalem KI1L-Gen hat zwar einen erweiterten
Tropismus auf RK-13-Zellen, jedoch nicht auf humane Zellen (Sutter ¢ a/., 1994). Auch die
Integration des C12L-Gens in das MVA-Genom erweitert den Tropismus nur auf humane
A549-Zellen (Wyatt ez al., 1998). Das bedeutet, dass es weitere unbekannte host-range-Gene
geben muss, die im MVA-Genom verloren gegangen sind. Am besten untersucht ist die

Funktion von E3L und K3L, die zunichst im Folgenden kurz dargestellt werden sollen.

2.41 Die Funktion der host-range-Gene E3L und K3L

Das E3L-Gen ist u.a. wichtig fir das Wachstum von VACV in Hela-Zellen, wihrend in
BHK-21-Zellen das K3L-Gen entscheidend ist (beattie ef a/, 1996; Langland and Jacobs,
2002). Dartber hinaus zeigte sich, dass eine MVA E3L-Deletionsmutante (MVAAE3L)
nicht mehr in CEF repliziert (Hornemann e# al., 2003).

Das E3-Protein besteht aus einer C-terminalen dsRNA-Bindedomine und einer N-
terminalen Z-DNA-Bindedomine (Chang and Jacobs, 1993b; Herbert ef a/, 1997). Bedingt
durch komplementire Sequenz-Bereiche der intermedidren Transkripte von VACV
entsteht dsSRNA im Zytoplasma der Wirtszelle, welche von der zelluldren Proteinkinase R
(PKR) oder der 2°-5"-Oligoadenylatsynthetase (2°-5-OAS) erkannt wird (siche Abb. 2.4;
Boone ¢z al, 1979; Ludwig e# al., 2006). Die hierdurch aktivierte PKR phosphoryliert den
Translationsinitiations-Faktor 2o (engl.: ewkaryotic translation initiation factor 2o, elF2u),
wodurch die Translation von sowohl zelluliren als auch viralen mRNA angehalten wird
und es in der Folge zur Unterbrechung des viralen Replikationszykluses kommt (de Haro ez
al., 1996; Ludwig et al, 2006). Auch die Aktivierung der 2°-5-OAS blockiert die virale

Replikation, indem 2°-5’-verbundene Oligoadenylate synthetisiert werden, die wiederum
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zur Aktivierung der Endoribonuklease RNasel fithren. Diese Endonuklease zerschneidet
zelluldre und virale RNA, wodurch es ebenfalls zu einem Translationsstopp kommt (siche
Abb. 2.4) (Diaz-Guerra e al, 1997; Kumar e al, 1988). Uber die dsRNA-Bindedomine
lagert sich das E3-Protein an diese dsSRNA-Spezies an und verhindert dadurch, dass die
PKR oder die 2°-5-OAS aktiviert werden (siche Abb. 2.4; Chang and Jacobs, 1993a;
Chang ez al., 1992; Rivas ez al., 1998). Die Funktion der Z-DNA-Bindedomine von E3 ist
weniger gut verstanden, tragt jedoch wesentlich zur Virulenz von VACV zx vivo bei (Brandt
and Jacobs, 2001).

Das K3-Protein weist eine Homologie zum N-Terminus von elF2«x auf (beattie e/ a/, 1991).
Indem es fur die aktivierte PKR als Pseudosubstrat fungiert, vermindert es die
Phosphorylierung des eigentlichen Substrats elFF2a. Auf diese Weise trigt auch K3 dazu bei

den Translationsstopp zu verhindern (Carroll ez al., 1993).

E3 E3

\ dsRNA /

A
®-

Translations-

stopp

Abb. 2.4 Schematische Darstellung des Einflusses von E3 und K3 auf den anti-viralen PKR-eIF2u-
und den 2°5"-OAS-RNaseL-Signalweg. Erlduterungen sind dem Text zu entnehmen. Rot gekennzeichnet:
virale Herkunft.

Wie bereits erwihnt, ist VACV auf das E3- bzw. K3-Protein angewiesen, um in Hel.a-
bzw. BHK-21-Zellen replizieren zu kénnen. Dieser Unterschied ldsst sich einerseits durch
eine unterschiedliche Ausstattung der Zelle mit funktionaler PKR bzw. 2°-5-OAS
erklaren. Andererseits trigt auch dazu bei, dass in BHK-21-Zellen wihrend der viralen
Transkription mehr dsRNA gebildet wird als in HelLa-Zellen. Dadurch reicht die Menge an
E3-Protein in diesem Fall nicht aus, um die dsRNA zu maskieren, wodurch es zur
Aktivierung der PKR kommt. Hier wird K3 benétigt, um diese aktivierte PKR zu
inhibieren. Zudem wird die 2°-5-OAS in BHK-21-Zellen nicht exprimiert, sodass alleine
der PKR-Signalweg ausschlaggebend ist. Somit ist fiir das Wachstum in diesen Zellen K3
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wichtig. In Hel.a-Zellen hingegen wird in Relation weniger dsSRNA gebildet, wodurch die
Menge an E3-Protein ausreicht, um diese zu sequestrieren. Weiterhin wird die 2°-5-OAS
exprimiert, wodurch in diesen Zellen E3 zwingend erforderlich ist und K3 alleine den
Translationsstopp und die damit verbundene Blockade des viralen Replikationszykluses,

nicht verhindern kann (Langland and Jacobs, 2002).

2.4.2 Die Funktion der host-range-Gene KI1L und C7L

Die Wirkungsweise von K1 und C7 ist weniger gut verstanden. Die Jost-range-Funktion des
K1L-Gens wurde bei der Untersuchung einer VACV-Deletionsmutante, welcher 18 KBp
der linken Seite des Genoms fehlen, entdeckt (Drillien ez /., 1981). Diese Mutante war in
humanen Zellen nicht mehr replikationsfihig und durch Marker-Tranfer-Studien konnte
dieser Defekt auf das Fehlen des K1L.-Gens zuriickgefiihrt werden (Gillard e# al., 1985;
Gillard ef al, 1986). Zusitzlich wurde beobachtet, dass neben K1L auch C7L, welches
dieser VACV-Deletionsmutante ebenfalls fehlt, das Wachstum in humanen Zellen
ermoglichen konnte. Im Unterschied zu K1L jedoch konnte C7L die Replikation in der
Kaninchennierenzelllinie RK-13 nicht wiederherstellen (Perkus e a/, 1990). Somit haben
K1 und C7 sowohl tberlappende als auch unterschiedliche Funktionen. Die Ursache fiir
die unterschiedliche Funktionalitit in verschiedenen Zelllinien ist jedoch nicht geklirt.
Weiterhin wurde entdeckt, dass zusitzlich das Kuhpockengen CP77 das Fehlen von K1L
und C7L komplementieren kann und dariiber hinaus VACV auch zum Wachstum in
Hamster CHO-Zellen befahigt (Petkus e al, 1990; Spehner et al, 1988). Genauere
Untersuchungen des durch das Fehlen von C7L, KI1L oder CP77 verursachten
Replikationsdefekts ergaben, dass in allen Fillen der virale Lebenszyklus wihrend der
intermedidren Genexpression unterbrochen ist (Drillien ez a/, 1981; Ramsey-Ewing and
Moss, 1995).

Auch auf der Ebene der Aminosiuresequenz bestehen zwischen dem K1- und CP77-
Protein gewisse Gemeinsamkeiten. Das K1-Protein enthalt sieben Ankyrin-Repeats, CP77
neun Ankyrin-Repeats und zusitzlich eine F-Box-Domine (Li ef al, 2010; Chang ez al.,
2009). Ankyrin-Repeats sind Sequenzmotive, die Protein-Protein-Interaktionen erméglichen
(Sedgwick and Smerdon, 1999). In diesem Zusammenhang wurde fir VACV-Proteine, die
neben den Ankyrin-Repeats eine F-Box-Domine haben, gezeigt, dass sie als E3-Ligase bei
der Ubiquitinylierung von Proteinen wirken kénnen und somit bei deren proteasomalen

Degradierung eine Rolle spielen (Zhang ez al., 2009). Jedoch stellte sich im Fall von CP77
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heraus, dass diese Funktion fur die Erweiterung der bost-range keine Rolle spielt (Chang ez
al., 2009). Erstaunlicherweise kodiert die Sequenz von C7L fir keine bekannte Domine
und weist trotz gleicher Funktion keine Homologien zu K1L oder CP77 auf.

Als zellularer Interaktionspartner von K1 konnte bisher nur A#GAP with coiled-coil, ankyrin
repeat and PH domains 2 (ACAP2) ausfindig gemacht werden (Bradley and Terajima, 2005).
ACAP2 ist ein G-Protein, das ADP-ribosylation factor 6 (Arf6) reguliert, welches das
Aktinzytoskelett moduliert (Bradley and Terajima, 2005; Donaldson, 2003). Durch gezielte
Mutation bestimmter Ankyrin-Repeats in K1 konnte bereits nachgewiesen werden, dass dies
die Interaktion mit ACAP2 verhindert, der host-range-Effekt von K1 jedoch in keiner Weise
beeintrichtigt wurde (Meng and Xiang, 2006). Dies bedeutet, dass diese Interaktion also
nicht fiir die Replikation von VACV in humanen Zellen wichtig zu sein scheint.

Fir das K1-Protein konnte weiterhin beobachtet werden, dass es die Aktivierung des
nuclear factor kappa B (NFxB)-Signalwegs inhibiert (Shisler and Jin, 2004). Durch die MVA-
Infektion kommt es zur Aktivierung der IkB-Kinase (IKK), welche den Inhibitor von kBa
(IxkBa) phosphoryliert (Abb. 2.5; Oie and Pickup, 2001). Hierdurch wird IxBa
polyubiquitinyliert und dadurch fir den Abbau durch das 26S-Proteasom markiert. Das
Kernlokalisierungssignal von NFkB wird hierdurch exponiert, sodass das u.a. aus den
Untereinheiten p65 und p50 bestehende NFxB in den Zellkern transloziert. Dort fungiert
es als Transkriptionsfaktor fiir Gene, die wichtig sind zum Aufbau einer Immunantwort,

wie beispielsweise proinflammatorische Zytokine (Hayden ez 4/, 2000).

Aktivierungs- |
signal

\Proteasom

Zytoplasma G
Zellkern Y &D

Transkription

o

Abb. 2.5 Einfluss des Kl-Proteins auf den NFkB-Signalweg. Erliuterungen sind dem Text zu
entnehmen. Rot gekennzeichnet: virale Herkunft.
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Zwar konnte der genaue Wirkmechanismus von K1 noch nicht aufgeklirt werden. Es ist
jedoch bekannt, dass es den IkBa-Abbau verhindert (Abb. 2.5; Shisler and Jin, 2004).

Uber die Funktion von C7 ist weitaus weniger bekannt als im Fall von K1. Studien mit
VACV NYVAC, einem attenuierten VACV Stamm, dem sowohl K1L als auch C7L fehlen
zeigten, dass C7 eine Funktion als Apoptose-Inhibitor haben kénnte (Najera ez al, 2000).
Weiterhin zeigte sich bei der Untersuchung von VACV NYVAC und der oben
beschriebenen VACV 18 KBp-Deletionsmutante, dass elF2a nach Infektion mit diesen
Viren phosphoryliert wird und dass die Insertion von CP77 in die VACV 18 KBp-
Deletionsmutante bzw. von C7L in VACV NYVAC diese Phosphorylierung verhindert
(Hsiao et al., 2004; Najera et al., 2006). Obwohl somit einzelne Funktionen von K1L und
C7L beschrieben sind, ist der Zusammenhang zur viralen Replikation und dem damit

verbundenen Wirtstropismus weiterhin vollig unklar.

2.4.3 Das potentielle host-range-Gen F11L

Wyatt e al. konnten mit Marker-Transfer-Studien zeigen, dass ein oder zwei weitere, bisher
unbekannte Jost-range-Gene auf der linken Seite des MVA-Genoms wihrend der
Attenuierung deletiert worden sein missen (Wyatt ef a/, 1998). Hinweise auf ein mégliches
weiteres host-range-Gen ergaben sich, als Valderrama und Kollegen (Valderrama ez a/., 2006)
die Funktion des F111.-Gens anhand von VACV Western Reserve (WR) untersuchten. Sie
konnten eine Interaktion zwischen dem F11-Protein und der zelluliren GTPase Ras homolog
gene family, member A (RhoA) nachweisen, die zur Inhibition der Signalweiterleitung von
RhoA fihrt. Weiterhin konnten sie diese Interaktion in Zusammenhang mit der von
VACV-induzierten Zellmigration bringen. Ein durch small interfering RNA (siRNA)
induzierter Verlust der Genexpression (knock-down) von F11L fithrte zu einen Defekt in der
Virionenmorphogenese bei VACV WR-infizierten HelLa-Zellen, der durch eine Hiufung
von unreifen Partikeln gekennzeichnet war (Valderrama ef 4/, 2006). Dieser Defekt scheint
vergleichbar mit der Blockade des MV A-Replikationszykluses in diesen Zellen zu sein, weil
hierbei Akkumulationen von unreifen Virionen (engl.: zmmature virions, IV) beschrieben
wurden, die sich nicht zu reifen Partikeln weiterentwickeln (Sutter and Moss, 1992). Da
F11L in MVA nicht mehr funktional ist (Antoine et al, 1998), konnte das Fehlen eine

Ursache der Restriktion von MV A in humanen Zellen sein.
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2.5 Zielsetzung der Dissertation

Pockenviren interagieren auf sehr komplexe Art und Weise mit ithren Wirtszellen. Der
Eingriff der Viren in anti-virale Signalwege und deren Modulation erméglicht es thnen, in
einer Vielzahl von Zellen und Gewebetypen produktiv zu replizieren. Dies erfordert eine
groe Anzahl an viralen Proteinen, die fir die gezielte Interaktion mit bestimmten
zelluliren Proteinen und Molekiilen wichtig sind. Bisher wurden einige solcher viraler Gene
identifiziert und teilweise ihre Funktionsweise aufgeschliisselt. Jedoch fehlen noch viele
Bausteine, die den breiten Wirtsbereich von VACV erkliren. Ebenso sind bisher auch
immer noch nicht die eigentlichen Faktoren gefunden worden, die fiir die Restriktion von
MVA verantwortlich sind.

Ein Ziel der vorliegenden Dissertation war es daher, mehr tiber die Funktion der host-range-
Gene K1L und C7L zu erfahren, die mit der Wirtsinteraktion assoziiert ist. Hierzu wurden
rekombinante MVA-Viren genutzt bzw. generiert, um den Einfluss von C7 und K1 auf
entscheidende anti-virale Signalwege in unterschiedlichen Wirtszellen und ihre Rolle fir die
vollstindige Replikation in diesen Zellen zu kliren. Um weitere Hinweise iber neue
Funktionen innerhalb der Zelle identifizieren zu koénnen, sollten gleichzeitig zellulire
Interaktionspartner von C7 und K1 identifiziert werden.

Eine weitere Zielsetzung dieser Arbeit war es, das potentielle host-range-Gen F11L auf seine
mogliche Rolle, den Wirtstropismus von MVA zu erweitern, zu untersuchen. Wihrend des
Attenuierungsprozesses von MVA sind eine Vielzahl viraler Gene, einschlieB3lich des F11L-
Gens, funktional verloren gegangen, welches zur Replikationsdefizienz von MVA in den
meisten Zellen fihrte. Daher sollte analysiert werden, ob die Wiederherstellung der
Funktionalitit von F11L in MVA dessen Replikationsfahigkeit in humanen und anderen
Zellen wiederherstellt. Weiterhin sollte dabei die Rolle des ebenfalls in MVA inaktiven
K1L-Gens als moglicher additiver Faktor bestimmt werden.

Das Wissen um die Interaktionen und die Mechanismen der verschiedenen viralen Gene,
welche zur Definition des Wirtsbereichs von VACV bzw. bei ihrem Fehlen zur Restriktion
des viralen Replikationszyklus bet MVA fithren, ist von besonderem Interesse fiir die
Verbesserung von VACV-Impfstoffen bzw. die Optimierung von MVA als Vektor-
Impfstoff.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.11 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 3.1 Chemikalien, Reagenzien und deren Hersteller

2-lodacetamid

Aceton

Acetonitril

30% Acrylamid-Bisacrylamid-Mix
Agarose (Universal-Agarose)
Agarose (low melting point)
Ammoniumpersulfat (APS)
Biolyte 3-10
Bromchlorphenolblau
CDP-Star

CHAPS

Chloroform
Cytosinarabinoside (AraC)
DL-Dithiothreitol (DDT)
Dianisidine
Dimethylsufoxid (DMSO) (Hybri-Max ®)
EDTA

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid
Formaldehyd (37 %)
Glutaraldehyd (25%)
Glycerin

Glycin

Harnstoff

Isoamylalkohol

Isopropanol

Methanol

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Peqlab (Erlangen)
Invitrogen (Katlsruhe)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Merck (Darmstadt)

Roche (Mannheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Fluka (Neu-Ulm)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Fluka (Neu-Ulm)

Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)

16



Material und Methoden

MG-132

Natriumacetat

Natriumchlorid

Natriumazid

Phalloidin-Rhodamin
Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1)
SDS

TEMED (N, N, N’, N’-Tetramethylethylendiamin)
Thapsigargin

Thioharnstoff

Trichostatin A

Tris

Triton X-100

TNFoa, rekombinant, human

TNFoa, rekombinant, murin

Tween®20

Wasserstoffperoxid

Xylencyanol

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Fluka (Neu-Ulm)

Chemicon International (USA)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Gibco BRL (Eggenstein)
Invitrogen (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Merck (Darmstadt)

3.1.2 Gebrauchslésungen

Zum Herstellen der Losungen wurde Reinstwasser benutzt, wenn nicht anders vermerkt.

Tabelle 3.2 Gebrauchslosungen und deren Zusammensetzung

Aquilibrierungspuffer fiir 2D-Gelelektrophorese

Anoden-Puffer 1

Anoden-Puffer 2

6M Utrea

0,375 M Tris-HCI pH 8,8
2% SDS

20% Glycerol

bei 40°C Rithren

0,3M Ttis
10% Methanol

25mM Tris
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Blockierlosung fiir Immunfluoreszenzfirbungen

Blockierlésung fir Immunfirbung bei Titrationen

DNA-Probenpuffer (5x)

Dianisidine-Substratldsung

Fixier- und Permeabiliserungslésung fir die

Immunfirbung bei Titrationen

Fixierlosung fir Fluoreszenzfirbung

IEF-Puffer

10% Methanol
pH 10,4 einstellen

5% BSA in PBS

3% FCS in PBS

5 ml Glycerin

4,5 ml H20

500 uL. TAE (20 x)

0,01 g Bromchlorphenolblau
0,01 g Xylencyanol

0,2 ml gesattigte Dianisidine-
Lésung (in 100% Ethanol, steril
filtriert)

10 ml PBS

10 ul H,0O, (30%) (kurz vor

Verwendung)

1:1 Methanol/Aceton (-20°C)

4% Formaldehyd in PBS

7M Harnstoff

2M Thioharnstoff

4% CHAPS

20mM Tris

656mM DTT

0,2% Biolyte 3-10

auf 5 ml auffillen; 1ml Aliquots

bei -80°C einfrieren
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Kathoden-Puffer

Permeabiliserungslésung fur Fluoreszenzfirbung

Proteinase K

PBS

SDS-PAGE-Ladungspuffer (5 x)

SDS-PAGE-Laufpuffer (10 x)

SDS-Probenpuffer (1 x)

25 mM Tris

40 mM €-amino-n-Capronsaure
10 % Methanol
pH 9,4 einstellen

0,1% Triton X-100 in PBS

1 pg/ul in CaCl, (1,5 mM)

80 g NaCl

2 g KCl

26,8 g Na2HPO4 — 7 H20
2,4 ¢ KH2PO4

800 ml H20

pH 7,4 (bei 20°C) mit HCI

einstellen; mit H20O auf 1 L

auffillen

1,4 ml Tris-HCIL, pH 7 (1 M)

3 ml Glycerin (100%)

2 ml SDS (20%)

1,6 ml B-Mercaptoethanol (100%0)
10 mg Bromphenolblau

2ml H20

19,2 M Glycin
5 M Tris (pH 8,9)
10 % (w/v) SDS

62,5 mM Tris-HCI (pH 6,8)
2% (w/v) SDS

10 % Glycerin

3,2 % B-Mercaptoethanol

0,01 % (w/v) Bromphenolblau
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Sypro-Ruby-Fixierlosung 50 % Methanol

7 % Essigsaure

Sypro-Ruby-Waschlosung 10 % Methanol

7 % Essigsaure

TAE-Puffer (20 x) 0,32 M Tris
22,84 ml Essigsaure (100%)
40 ml EDTA (0,5 M, pH 8,0)

TEN-Puffer (10 x) 100 mM Tris, pH 7,5

10 mM EDTA

1 M Na(Cl
WB-Waschpuffer 0,05 % Tween®20 in PBS
Zelllysepuffer 50 mM Tris-HCI

150 mM NaCl

1 % Triton-X 100
pH 7,2 einstellen

3.1.3 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3.3 Verbrauchsmaterialien und deren Hersteller

0-, 12- und 24-Loch-Zellkulturplatten Corning (Kaiserslautern)
3MM-Papier Whatman (Maidstone, USA)
Kryoréhrchen Nunc (Wiesbaden)

Deckgliser Menzel GmbH (Braunschweig)
Einwegkuvetten Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Einwegpipetten ,,Cellstar® (1 — 25 ml) Greiner (Nurtingen)
Eppendorf-Gefille Eppendort (Hamburg)
Falcon-Réhrchen BD Biosciences (Bedford, USA)
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Glasgefille

IPG-Streifen pH3-10NL
Latexhandschuhe

Mikroliterpipetten

Nitrilhandschuhe

NuPAGE 4-12% Bis-Tris-Gel ,,ZO0M*
NuPAGE 4-12% Bis-Tris-Gel
Objekttriager

Pipettierhilfen

Pipettenspitzen

Proteinkonzentriersaulen 7ml/9K MWCO

PVDF-Membran
Sterilfilter
Zellkulturflaschen

Zellkulturschalen

Z.ellschaber

Zentrifugiersidulen Snap cap

Schott (Mainz)

BioRad (Miinchen)

Braun (Melsungen)
Eppendort (Hamburg)
Ansell (USA)

Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Brand (Wertheim)

ART (USA)

Eppendort (Hamburg)
Thermo Scientific (USA)
BioRad (Miinchen)

Merck (Darmstadt)

Nunc (Wiesbaden)

Greiner (Nurtingen)

Techno Plastic Products AG
(Tasadingen, Schweiz)
Corning (Kaiserslautern)

Thermo Scientific (USA)

3.1.4 Gerite und Apparaturen

Tabelle 3.4 Gerite und deren Hersteller

Gerit

Hersteller

Autoklav
Cryo-Einfrierkontainer
Brutschrinke BBD 6220
Feinwaage XB 160M
Gelelektrophoreseapparaturen
Horizontalschiittler
Infrarot-Detektiergerit Odyssey
IEF-Zelle Protean

CertoClav (Osterreich)

Nalgene (England)

Heraeus Sorvall (Hanau)

Precisa (Schweiz)

Peglab (Erlangen)

Biometra (G6ttingen)

Li-Cor Biosciences (Bad Homburg)
BioRad (Minchen)
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Kameras Slow-scan CCD
Kiihl-/Gefrierschrinke

Axoivert 40 CFL
LSM 510 META

Lichtmikroskope

Mikrowelle 8020

PCR-Apparatur TPersonal
Photometer Ultrospec 1100pro
Rithr-/Heizplatten RCT basic
SDS-Gelelektrophoreseapparaturen

Spannungsgerite Standard Power Pack P25
Sterilbinke SterilGARDIII Advance®
Thermomixer Thermonixer compact
Transmissionenelektronenmikroskop, Typ 902
Ultraschallanlage Sonopuls
UV-Detektionsanlage UV Systeme
Vortexapparatur Vortex-Genie 2
Quarzglaskiivetten Type 4000 8454

Waagen

Wasserbader

Zellzahlgerit Z1 Coulter® Particle Counter
Zentrifugen  Biofuge fresco
Fresco 17
Minispin plus
Multifuge 1 S-R
Omnifuge 2.0 RS
RZ50-Plus

TRS (USA)

Liebherr (Biberach)
Bosch (Gerlingen)

Zeiss (Oberkochen)
Zeiss (Oberkochen)
Privileg (Furth)
Biometra (G6ttingen)
Amersham (Freiburg)
IKA (Staufen)

BioRad (Miinchen)
Invitrogen (Karlsruhe)
Biometra (G6ttingen)
The Baker Company (USA)
Eppendorf (Hamburg)
Zeiss (Oberkochen)
Bandelin (Berlin)

Intas (Gottingen)
Scientific Industries (USA)
Hellma (Mithlheim)
Ohaus (USA)

Memmert (Schwabach)
Beckman Coulter (USA)
Heraeus Sorvall (Hanau)
Heraeus Sorvall (Hanau)
Eppendorf (Hamburg)
Heraeus Sorvall (Hanau)
Heraeus Sorvall (Hanau)

Heracus Sorvall (Hanau)
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3.1.5 Zellkulturmedien und -reagenzien

Tabelle 3.5 Zellkulturmedien und —reagenzien und deren Hersteller

CMRL-1969 (Chenically Defined Basal Medinm) Medienktiche des Paul Ehrlich

Institutes nach Healy ef a/, 1971

DMEM (Dulbecco s Modified Eagles Mediunmz) Cambrex, BioWhittaker (Belgien)
DMEM ohne Cystein und Methionin Sigma-Aldrich (Steinheim)
B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich (Steinheim)
EMEM (Eagles Mininum Essential Medium) Biochrom AG (Berlin)

EMEM (2x) Gibco BRL (Eggenstein)

FBS (Fetal Bovine Serum) Superior Cambrex, BioWhittaker (Belgien)
L-Glutamin Cambrex, BioWhittaker (Belgien)
Nicht essentielle Aminosduren (NEA) Biochrom AG (Betlin)
Penicillin-Streptomycin Cambrex, BioWhittaker (Belgien)
Puromycin Sigma-Aldrich (Steinheim)
RPMI (Roswell Park Memorial Institute) Cambrex, BioWhittaker (Belgien)
Trypsin-EDTA Cambrex, BioWhittaker (Belgien)

3.1.6 Zusammensetzung der Zellkulturmedien

Tabelle 3.6 Zusammensetzung der Zellkulturmedien

Medium Zusitze

CMRL-1969 15% FBS
1% L-Glutamin
1% Penicillin-Streptomycin
1,5% 1M Natriumbicarbonat
DMEM 10% FBS
1% L-Glutamin

1% Penicillin-Streptomycin

Einfriermedium 90% FBS
10% DMSO
EMEM 10% FBS
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RPMI 1640

1% L-Glutamin
1% Penicillin-Streptomycin
1% NEA

10% FBS
1% L-Glutamin

1% Penicillin-Streptomycin

Fir Infektionen (sieche Abs. 3.2.6.1) wurde jeweils nur 2% FBS dem Medium zugesetzt.

3.1.7 Eukaryotische Zelllinien

Tabelle 3.7 Eukaryotische Zelllinien

Zelllinie Medium Bemerkungen
293T DMEM Humane embryonale Nierenzellen (ATCC CRL-
11268)
CEF EMEM Hiuhnerembryofibroblasten (Primire Zellen;
Herstellung nach Mayr ez al.,, 1975)
BHK-21 RPMI Baby-Hamsternierenfibroblasten (ATCC CCL-10)
BS-C-1 DMEM Griine Meerkatzennierenzellen (ATCC CCL-206)
HaCaT RPMI Human Keratinozyten (Boukamp ez a/., 1988)
Hel.a RPMI Humane Epithelzellen eines Zervixkarzinoms
(ATCC CCL-2)
Huh7 DMEM Humane Hepatomzellen (ATCC CCL-185),
GCN2”,PERK” DMEM mit Murine embryonale Fibroblasten. Zur Verfiigung
und Wildtyp-MEF 55 uM 8- gestellt von Dr. R. Silverman, Cleveland clinic, OH,
Mercapto- USA. (Harding e al., 2000a; Harding e al., 2000b)
ethanol
PKR”-, PKR" RPMI Murine embryonale Fibroblasten. Zur Verfiigung
RNasel.”- und gestellt von Dr. D. Ron, New York university, NY,
Wildtyp-MEF USA. (Khabar ez a/., 2000)
MRC-5 CMRL1969  Humane embryonale Lungenfibroblasten (ATCC

CCL-171)
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NIH-3T3 DMEM

NIH-3T3-E3L

Murine embryonale Fibroblasten (ATCC CRL-
1658)
DMEM mit  Murine embryonale Fibroblasten (ATCC CRL-

2pg/ml 1658) die stabil das E3L-Gen exprimieren. Zur

Puromycin Verfugung gestellt von von Dr. M. Buth und Dr.
W. Brune, Robert Koch Institut, Berlin. (Budt ¢# 4/,

2009)
Kaninchennierenzellen (ATCC CCL-37)

RK-13 EMEM

3.1.8 Kommerziell erhiltliche Systeme, Kits und Standards

Tabelle 3.8 Kommerziell erhéltliche Systeme und deren Hersteller

2D clean-up Kit
Amplity Fluorographic Reagent

Anti-HA Immunprecipitation Kit (Klon HA-7)
Anti-V5 Agarose-Affinititsmatrix (Klon V5-10)

Bradfordreagenz ,,Protein Assay*

Coulter® Isoton® II Diluent

DNA-Leitermix

dNTP-Mix

Einbettmedium fir Immunfluoreszenz-

Fiarbungen mit und ohne DAPI

EZ-Vision®, DNA-Farbstoff

Fugene HD

High Pure PCR Product purification Kit

Lipofectamin-2000

Maus-IgG Affinitaitsmatrix

Molekulargewichtsmarker fiir Proteine:
»oeeblue plus2

PCR-Master Mix

Phalloidin-Rhodamin

Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase

Plasmid Maxi/Mini kit

Proteinaseinhibitoren ,,Complete*

GE Healthcare (USA)

GE Healthcare (USA)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Bio-Rad (Miinchen)

Beckman Coulter (USA)

New England Biolabs (Frankfurt)
Fermentas (St. Leon-Rot)

Dianova (Hamburg)

Amresco (USA)
Roche (Mannheim)
Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Invitrogen (Karlsruhe)

Roche (Mannheim)

Tebu-Bio (Offenbach)

New England Biolabs (Frankfurt)
Qiagen (Hilden)

Roche (Mannheim)
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Restriktionsenzyme und Puffer New England Biolabs (Frankfurt)
Rinderserumalbumin (BSA) Applichem (Darmstadt)

Roti Load (4x) SDS-Probenpuffer Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Sypro Ruby protein gel stain Invitrogen (Karlsruhe)

TrueBlue Peroxidase Substrate Medac (Wedel)

WB-Blockierpuffer ,,Odyssey* Li-Cor Biosciences (Bad Homburg)
Zelllysepuffer Cell lytic M Sigma-Aldrich (Steinheim)

3.1.9 Plasmide

Tabelle 3.9 Plasmide und deren Beschreibung

Plasmid

Beschreibung

pACAP2 Flag

pAtaxin10mycHIS

pBrgl-HA

pCMV-E3LmycHIS

pCMV-KI1L-HA

pCMV-SPORTG-
Rab3ill
pAF11L

Expressionsplasmid fiir ACAP2 mit Flag-72g unter Kontrolle
eines CMV-Promotors. Zur Verfiigung gestellt von Dr. Paul
Randazzoa (Jackson e# al., 2000)

Expressionsplasmid fiir Ataxin10 unter der Kontrolle des CMV-
Promotors mit C-terminalem myc- und HIS-7zg, amplifiziert von
pYX-Asc-Atxn10. Empfingerplasmid pCMV-E3LmycHIS. Im
Rahmen dieser Arbeit kloniert.

Expressionsplasmid fiir Brg-1 mit HA-72¢ unter Kontrolle eines
CMV-Promotors. Zur Verfugung gestellt von Dr. Daniel Engel
(Murphy ez al., 1999)

pCDNA3.1(+) von Invitrogen (Karlsruhe) mit der Sequenz von
E3L und einem C-terminalen myc- und HIS-%ag. Zur Verfiigung
gestellt von Dr. Holger Ludwig (ehemals Paul-Ehrlich-Institut)
Expressionsplasmid fiir K1L unter der Kontrolle des CMV-
Promotors mit N-terminalem HA-7ag. Zur Verfiigung gestellt
von Dr. Simone Backes (Technische Universitit Miinchen)
Enthilt cDNA-Klon IRAVp968H0732D; Erworben von
Imagenes (Berlin).

Plasmid zur Generierung von MVAAF11L. Ursprungsplasmid
pWRKI1L-LacZ3. Zur Verfigung gestellt von Dr. Ulrike Mettler
(ehemals Paul-Ehrlich-Institut). Im Rahmen dieser Arbeit

kloniert.
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pFlag CMV-2
pGSV23-C7L-V5

pGSV23-F11L

pLWE-KIL

pLWE-KIL-HA

pNCite-RPC8

pNCoR-Flag

pRab3illmycHis

pRnf10-Flag

pRPC8-Flag

pWRKI1L-LacZ3

pYX-Asc-Atxnl0

Expressionsplasmid von Sigma-Aldrich (Steinheim)

Del III-Transferplasmid fiir C7L-V5; Zur Generierung von
MVA-C7L-V5; Empfingerplasmid pGSV23-F11L. Im Rahmen
dieser Arbeit kloniert.

Del III-Transferplasmid zur Herstellung eines rekombinanten
MVA mit F11L aus VACV WR. Kloniert von Dr. Karin Sperling
(ehemals Paul-Ehrlich-Institut; Zwilling ez a/., 2010)

Del III-Transferplasmid zur Herstellung eines rekombinanten
MVA mit K1L aus VACV WR. Kloniert von Dr. Ulrike Mettler
(ehemals Paul-Ehrlich-Institut; Zwilling ez /., 2010)

Del III-Transferplasmid fir K1L-HA; Zur Generierung von
MVA-KI1L-HA; Empfingerplasmid pLW9-E. Im Rahmen dieser
Arbeit kloniert.

Expressionsplasmid fiir RPC8 mit HA-7ag unter Kontrolle eines
T7-Promotors. Zur Verfiigung gestellt von Dr. Nouria
Hernandez (Hu ez al., 2002)

Expressionsplasmid fiir NCoR mit Flag-ag unter Kontrolle eines
CMV-Promotors. Zur Verfiigung gestellt von Dr. Thorsten
Heinzel (Tiefenbach ez al., 2006)

Expressionsplasmid fiir Rab3ill unter der Kontrolle des CMV-
Promotors mit C-terminalem myc- und His-zg, amplifiziert von
pCMV-SPORT6-Rab3ill. Empfangerplasmid pCMV-
E3LmycHIS. Im Rahmen dieser Arbeit kloniert.
Expressionsplasmid fiir RING-finger Protein 10 (Rnf10) unter
der Kontrolle des CMV-Promotors mit C-terminalem Flag-Zag.
Zur Verfigung gestellt von Dr. Jeffrey Wigle (Lin e a/., 2005)
Expressionsplasmid fiir K1L unter der Kontrolle des CMV-
Promotors mit N-terminalem Flag-7ag, amplifiziert von pRPCS8-
HA. Empfingerplasmid pFlag CMV-2. Im Rahmen dieser Arbeit
kloniert.

Ursprungsplasmid von pAF11L zur Verfugung gestellt von Dr.
Ulrike Mettler (ehemals Paul-Ehrlich-Institut). Es enthilt die
K1L-Sequenz eingerahmt von repetitiven Sequenzen.

enthilt cONA-Klon IRAVp968A3127D. Erworben von
Imagenes (Berlin).
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3.1.10 Viren

Tabelle 3.10 Viren und deren Beschreibung

Virus Beschreibung

MVAIL,, MVA-Wildtypvirus basierend auf MVA F6 mit Deletion der
K1L-Restsequenz (Staib e# al., 2003)

MVAACTL Rekombinantes MVAIL ,  mit deletiertem C7L-Gen.

MVAACT7L-K1L

MVAAE3L

MVAAF11L

MVA-C7Lrev

MVA-C7L-V5

MVA-F11L

MVA-F11L-K1L

MVA-K1L-HA

Vacciniavitus Western

reserve (VACV WR)

new

Generiert von Dr. Caroline Staib (Backes ez a/., 2010)
Rekombinantes MVAIL _ mit deletiertem C7L-Gen und

new

Inserierung des K1L-Gens in die Deletion III. Generiert
von Dr. Caroline Staib (Backes ¢7 al., 2010)

Rekombinantes MVAII_, mit deletiertem E3L-Gen.
(Hornemann ez al., 2003)
Rekombinantes MVAII ., mit deletierter F111L.-Restsequenz.

Im Rahmen dieser Arbeit generiert. (Zwilling e al., 2010)
Rekombinantes MVAIL _ mit deletiertem C7L.-Gen und
Reinserierung des C7L-Gens in die Deletion I1I. Generiert
von Dr. Caroline Staib (Backes ¢7 al., 2010)

Rekombinantes MVAIL _ mit deletiertem C7L.-Gen und
Reinserierung des C7L-Gens mit C-terminalem V5-74¢ in die
Deletion III. Im Rahmen dieser Arbeit generiert.

Rekombinantes MVAIIL

new

mit deletierter F111.-Restsequenz
und Inserierung des vollstindigen F11L.-Gens aus

VACV WR in die Deletion III. Im Rahmen dieser Arbeit
generiert. (Zwilling ez al., 2010)

Rekombinantes MVAII, ., mit deletierter F11L-Restsequenz
und Inserierung des vollstindigen F11L- und K1L-Gens aus
VACV WR in die Deletion III. Im Rahmen dieser Arbeit
generiert. (Zwilling ez al., 2010)

Rekombinantes MVAII

new

aus VACV WR mit N-terminalem HA-Zs¢ in die Deletion

mit Inserierung des K1L-Gens

III. Im Rahmen dieser Arbeit generiert.

Wildtyp-Vacciniavirus (ATCC VR 119)
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3.1.11 Oligonukleotide (Primer)

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg)

hergestellt.

Tabelle 3.11 Oligonukleotide und deren Beschreibung

Bezeichnung Sequenz (5'-3")

Beschreibung

HLPEI67
HLPEI66
JZ7

178
JZ10
JZ11

JZ14

JZ15

1716

1217

733

JZ34

735

1736

1237

738

GTACCGGCATCTCTAGCAGT

TGACGAGCTTCCGAGTTCC

TGAATTGTTTCTTTTAGAAGTG

AGGAGATACTATCGTCAGTA

TATGTGTGATATTGATATCTTT

CGGTCCAATATCTGTCAAGG

AAAAGCGGCCGCGTGAATAATTTCATTACC
AAAG
AAAAGGGCCCTACTGTGAACTCCGCCGTA
G
AAAAGAGCTCCAATGGAATGCAAAACCCCA
TAG
AAAAACGCGTCTACTAACGACCATATTCCA
G
CTAGGCGGCCGCGTTCGTCCTGGTGGAAA
TGGTG
CTAGGGTACCCTAGTTGCTGGTCCACCAGG
AG
CTAGCTCGAGATGTGGAGCGGCCAACCCC
AACAA
CTAGTTCGAAGGCCTCCTGGGGGAAGAAG
CCAAG
CTAGCTCGAGATGGCGGCGCCCAGGATGC
CAC
CTAGTTCGAAAGGCGGGGGGATGTCATTA
TTAGA

Dellll flank2_for
Dellll flankl_rev
F11L_rev
F11L._for
F11L_rev
F111._for

F11L flank1_ftor

F11L flank 1_rev

F11L flank 2_rev

F11L flank 2_for

RPC8_for

RPC8_rev

Rab3ill_for

Rab3ill_rev

Atxnl0_for

Atxnl0_rev
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Jz41 CAGACATGTACCCATACGATGTTCCAGATT  HA_for
ACGC

JZ42 GTAATCTGGAACATCGTATGGGTACATGTC KlLpromotor_r
TGAAACGAGACGCTAATTAG ev_mit HA

JZ247 GTACGGCGCGCCAGACATGTGTGTTATAC  C7L-V5_for
TAAGATGGTTGG

J748 CGTAGAATCGAGACCGAGGAGAGGGTTAG C7L-V5_rev
GGATAGGCTTACCATCCATGGACTCATAAT
CTCTATACGGG

J749 GGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGT  C7L-V5_for
CTCGATTCTACGTAATATGAGTATAGTGTT
AAATGACAC

J750 CTAGGCGGCCGCCATGACAATTTCCGAAG  C7L-V5_rev
ATGGAAATGAG

J7.53 GAGACCATCTATCGGAAACGTC CTL flank_tor

J754 GGCTTCTTGTTGTACTGTAACTTC CTL flank_trev

K1Lintl TGATGACAAGGGAAACACCGC K1L_for

K1Lint2 GTCGACGTCATATAGTCGAGC KI1L_rev

UM3 AATTCTGCAGATCTCCTTAATATGGGTACG  KI1I_rev

UM4 AATTGGATCCAATGTTAACAAAAATGTGGG KI1L_for

3.1.12 Antikorper
Tabelle 3.12 Primir-Antikorper und deren Beschreibung

Primire Antikérper Verdiinnung Ursprung Hersteller/Quelle

Anti-A46 1:1000 Kaninchen Eurogentec (Belgien)

Anti-B-Aktin 1:10000 Maus Sigma-Aldrich (Steinheim)

Anti-B5 (final bleed) 1:3000 Kaninchen Eurogentec (Belgien)

Anti-C7 (final bleed) 1:1000 Kaninchen Eurogentec (Belgien)

Anti-c-Myc 1:1000 Maus BD Biosciences (Belgien)

Anti-E3 1:1000 Kaninchen Dr. B. L. Jacobs, Arizona

State University
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Anti-elF2a
Anti-eIF2a-phospho
(Ser51)

Anti-F11 (final bleed)
Anti-Flag-fag M2
Anti-GAPDH
Anti-HA-7ag
Anti-HA-7ag
Anti-His-zag
Anti-IkBa

Anti-K1
Anti-Lamin A
Anti-p65
Anti-V5-tag

Anti-Vaccinia (Lister)

1:1000
1:1000

1:1000
1:1000
1:3000
1:1000
1:1000
1:10000
1:500
1:1000
1:200
1:1000
1:1000
1:2500

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen
Maus
Maus
Kaninchen
Maus
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Maus
Kaninchen
Maus

Kaninchen

Cell signalling (USA)
Cell signalling (USA)

Eurogentec (Belgien)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Abcam (USA)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Covance (USA)

Acris (Hiddenhausen)
Santa Cruz (USA)
Eurogentec (Belgien)
Santa Cruz (USA)

Santa Cruz (USA)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Acris (Hiddenhausen)

Tabelle 3.13 Sekundir-Antikérper und deren Beschreibung

Sekundire Antikérper

Verdiinnung  Ursprung

Herstellet/Quelle

Anti-Kaninchen;
Peroxidase gekoppelt
Anti-Kaninchen;
IRDye680 gekoppelt
Anti-Maus; AF-488
gekoppelt

Anti-Maus; IRDye800
gekoppelt

1:2000

1:15000

1:200

1:15000

Ziege

Ziege

Affe

Ziege

Dianova (Hamburg)

Li-Cor Biosciences (Bad
Homburg)

Invitrogen (Karlsruhe)

Li-Cor Biosciences (Bad

Homburg)
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellbiologische Methoden

3.2.1.1 Kultivierungsbedingungen

Alle eukaryotischen Zelllinien, bzw. Primirzellen wurden bei 37°C, 5% CO, und 90%

relativer Luftfeuchtigkeit mit dem jeweiligen Zellkulturmedium (siehe 3.1.7) inkubiert.

3.2.1.2 Passagierung adhirenter Zellen

Die Teilung der Zellen in Verhiltnissen von 1:2-1:30 erfolgte bei Erreichen des
konfluenten Zustands. Die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und anschlieBend
durch Zugabe von 3 ml (T175-Zellkulturflasche) Trypsin-EDTA und kurzer Inkubation
bei Raumtemperatur (RT) (bei RK13-Zellen bei 37°C) von der Untetrlage abgelGst.
AnschlieBend wurden 7 ml (T175-Zellkulturflasche) Zellkulturmedium zu den trypsinierten
Zellen zugegeben und griindlich resuspendiert. Es folgte das Uberfiihren der Zellen in
neue Zellkulturflaschen in dem gewiinschten Teilungsverhiltnis entsprechendem Volumen.

Im Falle von CEF wurden nur primire oder sekundire Zellen fiir Experimente verwendet.

3.2.1.3 Kultivierung adhirenter Zellen in 6-, 12-, oder 24-Loch-Zell-

kulturplatten

Die Zellen wurden, wie in 3.2.1.2 beschrieben, mit Trypsin-EDTA abgelost und in ein
Endvolumen von 10 ml mit Zellkulturmedium resuspendiert. Je nach Konfluenz der
Zellkulturflasche und Zelllinie wurde zwischen 1 und 3 ml Zellsuspension mit frischem
Zellkulturmedium gemischt, sodass ein Endvolumen von 12 ml erreicht wurde. Daraufhin
wurde die Zellsuspension gleichmiBig in die Locher der Zellkulturplatten verteilt. Am
folgenden Tag wurden die konfluenten Zellkulturplatten fir die entsprechenden

Experimente benutzt.
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3.2.1.4 Transfektion von Zellen

Fur die Transfektion von Plasmid-DNA in BHK-21 oder 293T-Zellen wurden diese mit
dem jeweiligen Zellkulturmedium ohne Antibiotika so in 6-Loch-Platten ausgesit, dass
nach 24 Stunden eine Konfluenz von ca. 80 % erreicht wurde. 4 pg des jeweiligen Plasmids
wurden mit 250 pl Zellkulturmedium ohne Zusitze und 10 pl Lipofectamin 2000 mit 250
ul Zellkulturmedium ohne Zusitze jeweils 5 Min. bei RT inkubiert. Anschlieend wurden
250 wl des Lipofectamin 2000-Medium-Gemisches in das Plasmid-Medium-Gemisch
uberfithrt. Nach weiteren 20 Min. Inkubationszeit wurde 500 ul des Transfektionsansatzes

auf die Zellen getriufelt.

3.2.1.5 Auftauen von Zellen

Das Auftauen von Zellen erfolgte durch kurze Inkubation des Kryorohrchens im
Wasserbad bei 37°C. AnschlieBend wurden die Zellen ziigig in eine T-175-Zellkulturflasche
mit 30 ml Zellkulturmedium uberfihrt. Sobald die Zellen an dem Boden der
Zellkulturflasche adhdriert hatten (nach ca. 6 Stunden), wurde ein Mediumwechsel
durchgefiihrt, um das DMSO aus dem Einfriermedium zu entfernen. Alternativ wurden die
Zellen in 10 ml Medium gegeben, bei 1500 U/Min pelletiert, der Uberstand verworfen und

nach Resupension in frischem Medium in eine Zellkulturflasche gegeben.

3.2.1.6 Einfrieren von Zellen

Die Zellen subkonfluenter T-175-Zellkulturflaschen wurden wie unter 3.2.1.2 beschrieben
mit 3 ml Trypsin-EDTA abgel6st und in zusitzlich 7 ml Zellkulturmedium resuspendiert.
AnschlieBend wurde die Zellsuspension in ein 15 ml Falcongefa3 iiberfithrt und bei 1500
U/Min und 4°C pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet in 1 ml
Einfriermedium (Siehe 3.1.6) resuspendiert und in ein Kryorohrchen tberfihrt. In einem
Cryo-Elinfrierkontainer wurden die Kryoréhrchen bei -80°C eingefroren und nach einem

Tag in einen Stickstofftank Gberfihrt.
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3.2.2 Molekularbiologische Methoden - Arbeiten mit DNA
3.2.2.1 Transformation von Plasmid-DNA in E. coli

3.2.2.1.1 TOP 10-Stamm

Zu 100 pl kompetenten Bakterien wurden 10-100 ng gereinigtes Plasmid (1-2 ul der
Minipriparation oder 10 ul Ligationsansatz) hinzugegeben und 30 Min. auf Eis inkubiert.
Es folgte ein Hitzeschock von 2 Min. bei 30°C mit anschlieBender 2 Min. Inkubation auf
Eis. Dem Transformationsansatz wurden 500ul LB-Medium hinzugefiigt und ca. 1 Stunde
bei 30°C unter Schiitteln inkubiert. Danach wurden die Bakterien auf ampizilinhaltigen LB-

Agarplatten ausplattiert und iiber Nacht bei 30°C bebriitet.

3.2.2.1.2 DH5«-Stamm

Die Transformation von DH5a-Bakterien entsprach im Wesentlichen dem in Abs. 3.2.2.1.1
beschriebenem. Der Hitzeschock wurde jedoch bei 42°C  durchgefithrt und die
Inkubationen bei 37°C.

3.2.2.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli im analytischen Mal3stab

Die Praparation von Plasmid-DNA im analytischen Mal3stab erfolgte mit dem QIAprep
Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden). 2 ml E. co/i LB-Kultur wurden fir 5 Min. bei 10000
U/Min pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 250 ul Puffer P1
resuspendiert. Es wurde 250 pl Puffer P2 hinzugegeben, vorsichtig gemischt und 5 Min. bei
RT inkubiert. Nach der Inkubation wurde 350 pl Puffer N3 hinzugegeben, gemischt und
fir 10 Min. bei 13000 U/Min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in eine QIAprep
Plasmid-Sdule uberfihrt und fiir 1 Min. bei 13000 U/Min zentrifugiert. Es folgte, nach
Verwerfen des Durchflusses, ein Waschen der Silica-Membran mit 750 ul Puffer PE (1
Min. Zentrifugation bei 13000 U/Min). Wieder wurde der Durchfluss verworfen, wonach
die Membran durch 1 Min. Zentrifugation bei 13000 U/Min vom restlichen Waschpuffer
befreit wurde. Durch Zugabe von 30-50 ul H,O, einer 1 Min. Inkubation und 1 Min.
Zentrifugation bei 13000 U/Min wurde die DNA eluiert.
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3.2.2.3 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli im priaparativen Mal3stab

Die Priparation von Plasmid-DNA im priparativen Maf3stab erfolgte mit dem Plasmid
Maxi Kit (Qiagen, Hilden). 200ml E. /i Ubernacht-LB-Kultur wurden 30 Min. bei 4500
U/Min und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde in 10 ml Puffer P1 resuspendiert und
anschlieBend nach Zugabe von 10 ml Puffer P2 fir 5 Min. bei RT alkalisch lysiert. Durch
Zugabe von 10 ml gekthlten Puffer P3 wurde das Zell-Lysat neutralisiert und 20 Min. auf
Eis inkubiert. Das Gemisch wurde darauthin durch den QIAfilter Cartridge geleitet und von
Proteinen, Zelltrimmern, etc. gereinigt. Dann wurde der Durchfluss auf die mit Puffer
QBT dquilibrierte Qiagen-Siule gegeben. Die Siule wurde zweimal mit 30 ml Puffer QC
gewaschen und die Plasmid-DNA mit 15 ml Puffer QF eluiert. Die Plasmid-DNA wurde
durch Zugabe von 10,5 ml Isopropanol prizipitiert und durch Zentrifugation fir 45 Min.
bei 4500 U/Min und 4°C pelletiert. AnschlieBend wurde die Plasmid-DNA mit 5 ml 70%
Ethanol gewaschen und fir 15 Min. bei 4500 U/Min Zentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde
luftgetrocknet und in 100-300ul H,O resuspendiert.

3.2.2.4 Photometrische DNA-Konzentrationsbestimmung

Zur Bestimmung der Konzentration und Reinheit der DNA-Losung wurde diese
photometrisch bei 230 nm, 260 nm und 280 nm vermessen. Eine OD,, von 1 entspricht
dabei 50ug/ml dsDNA. Die Gleichzeitige Messung bei OD,y,, OD,q, und OD,, gibt
Aufschluss Gber Verunreinigungen wie Proteine, die bei 280 nm und Polysaccharide die bei

230 nm stirker absorbieren. Bei einer reinen DNA-Losung gilt:

OD,;,: OD,g : ODyy,
045 : 1 : 0,5

3.2.2.5 DNA-Verdau mit Restriktionsendonukleasen

Zur Spaltung von Plasmid-DNA an spezifischen Sequenzmotiven wurden 3-10
Einheiten/pg DNA der entsprechenden Restriktionsendonuklease in dem vom Hersteller
empfohlenen Puffer verwendet. Die Inkubationszeit betrug in der Regel 1 Stunde bei der

vom Hersteller empfohlenen Inkubationstemperatur (meist 37°C).

35



Material und Methoden

3.2.2.6 Agarosegelelektrophorese

DNA-Fragmente wurden elektrophoretisch in 1-2%igen TAE-gepufferten Agarosegelen
aufgetrennt. Die Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung von 80-160 Volt in TAE-
Puffer. Die aufzutrennenden DNA-Proben wurden vor dem Auftragen in die Geltaschen
mit 5X DNA-Probenpuffer vermischt. AnschlieBend folgten die Firbung der DNA-
Banden in einer Ethidiumbromid-Losung (ca. 5 pg/ml Ethidiumbromid in TAE-Puffer)
und die Entfirbung unter flieBendem Wasser. Alternativ wurden die DNA-Proben mit 6x
EZ-Vision-Probenpuffer (Amresco, USA) gemischt, der gleichzeitig auch als DNA-
Firbepuffer fungiert.

3.2.2.7 Préaparation von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Praparation von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte mit dem QIAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen, Hilden). Das gewiinschte DNA-Fragment wurde aus dem
Agarosegel mit einem Skalpell ausgeschnitten und mit dem 3-fachen Gel-Volumen an
Bindepuffer QG fir 10 Min. bei 50°C unter Schiitteln (300 U/Min) inkubiert. Dann wurde
dem Gel-Volumen entsprechend Isopropanol hinzu gegeben und gemischt. Nach
Uberfithrung in eine QIAquick-Siule wurde fiir 1 Min. bei 13000 U/Min zentrifugiert, der
Durchfluss entfernt, 0,75 ml Wasch-Puffer PE hinzu gegeben und wieder fur 1 Min. bei
13000 U/Min zentrifugiert. Der Durchfluss wurde wieder entfernt und ein weiteres Mal fir
1 Min. bei 13000 U/Min zentrifugiert. Um die DNA zu eluieren wurden 30-50 ul H,O auf
die Sdulenmembran gegeben, 1 Min. bei RT inkubiert und fir 1 Min. bei 13000 U/Min

zentrifugiert.

3.2.2.8 Ligation eines DNA-Fragments in ein linearisiertes Plasmid

Mit Hilfe der T4-DNA-Ligase (New England Biolabs, USA) kénnen komplementir
Uberhingende oder stumpfe DNA-Enden kovalent verkniipft werden. Das Enzym
katalysiert unter ATP-Verbrauch die Bildung einer Phosphodiesterbriicke zwischen einer
5’-Phosphatgruppe und einer freien 3-OH-Gruppe von dsDNA.

Zur Ligation wurden Vektor-DNA und DNA-Insert in einem Verhiltnis von ca. 1:2 bis 1:3
eingesetzt fur tberhingende DNA-Enden und 1:5 bis 1:10. Die Ligation erfolgte 1-2
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Stunden bei RT oder UN auf Eis mit einem Volumen von 2 ul T4-DNA-Ligasepuffer
(10x) und 1 pl T4-DNA-Ligase bei einem Gesamtvolumen von 20 pl.

3.2.2.9 5’-Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Zum Teil wurden die 5"-Enden von linearisierten Plasmiden mit alkalischer Phosphatase
(engl.: calf intestine alkaline phosphatase, CIP; New England Biolabs, USA) dephosphoryliert,
um eine Selbstligation zu verhindern. Nach dem Restriktionsverdau wurde 1 pl alkalische

Phosphatase zugegeben und fiir 1/2 Stunde bei 37°C inkubiert.

3.2.2.10 Isoliertung von DNA aus PCR-Ansitzen und enzymatischen

Reaktionen

Die Isolierung von DNA aus PCR-Ansitzen und enzymatischen Reaktionen erfolgte mit
dem QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden). Dem Restriktionsansatz/der PCR
wurde das 5-fache Volumen des Bindepuffers PBI hinzugefiigt und gemischt. Dann wurde
das Gemisch in eine QIAquick Sammel-Siule tberfihrt und 1 Min. bei 13000 U/Min
zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen, 0,75 ml Wasch-Puffer hinzugegeben und
wieder fur 1 Min. bei 13000 U/Min zentrifugiert. Der Durchfluss wurde entfernt und ein
weiteres Mal fur 1 Min. bei 13000 U/Min zentrifugiert. Um die DNA zu eluieren wurden
30-50 ul H,O auf die Sdulenmembran gegeben, fir 1 Min. bei RT inkubiert und dann fiir 1
Min. bei 13000 U/Min zentrifugiett.

3.2.2.11 Praparation von DNA aus Siduger-Zellen

3.2.2.11.1 Phenol-Chloroform Extraktion

Die Priparation von DNA erfolgte aus 500 ul Uberstinden geernteter und gefriergetauter
Virus-Amplifikationspassagen (sieche Abs.3.2.6.2.4). Die Uberstinde wurden von Proteinen
befreit durch Zugabe von 50 ul 10 x TEN, 50 ul Proteinase K, 50 ul 10% SDS und einer
Inkubation von 1 Stunde bei 56°C und 300 U/Min im Schiittler. Es folgte die Zugabe von
500 ul Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1). Der Ansatz wurde griindlich gevortext
und anschlieBend 5 Minuten bei 13000 U/Min und RT zentrifugiert. Die Uberﬁihrung der
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oberen, wissrigen Phase in ein neues Eppendorf-Gefil3, die Vermischung mit 500 pl
Chloroform:Isoamylalkohol  (24:1) sowie grundliches vortexen und ein weiterer
Zentrifugationsschritt schlossen sich an. Die obere wissrige Phase wurde wiederum
abgenommen und in ein frisches Eppendorf-Gefil3 iiberfihrt. Anschliefend erfolgte die
Zugabe von 50 ul Natrium-Acetat (3 M, pH 6,3) sowie 1 ml Ethanol (100%, -20°C). Nach
einer halben Stunde Inkubation bei -80°C schloss sich die Pelletierung der DNA mittels
Zentrifugation fir 30 Min. bei 13000 U/Min und 4°C an. Das Pellet wurde mit 1 ml
Ethanol (70%, -20°C) gewaschen und wieder zentrifugiert (1 Stunde bei 13000 U/Min und
4°C). Nach dem Trocknen des Pellets bei 37°C konnte die DNA in 50 ul H,O
aufgenommen und fir 10 Min. bei 50°C und 300 U/Min im Schiuttler gelost werden. Bis
zur weiteren Verwendung erfolgte die Lagerung der DNA bei -20°C.

3.2.2.11.2 DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden)

Als Alternative zur Chloroform-Phenol Extraktion (siche Abs. 3.2.2.11.1) wurde die DNA
aus infizierte Zellen mit dem DNeasy Blood & Tissue Kit extrahiert. Zellen in 12-Loch
Platten wurden mit einem Zellscharber vom Boden abgelost und samt Medium in
EppendorfgefiBien bei 2000 U/Min 5 Min. abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 200 ul PBS
resuspendiert und 20 ul Proteinase K, sowie 200 ul AL-Puffer hinzugefiigt. Nach
Durchmischen mit einem Vortexmixer wurde fiir 10 Min. bei 56°C das Gemisch inkubiert.
Es wurde 200 ul 96% Ethanol hinzugegeben, kurz gemischt, das Gemisch in DNeasy Mini
spin Sdulen tbetfihrt und 1 Min. bei 8000 U/Min bei RT zentrifugiert. Es folgte ein
Waschschritt mit 500 ul AW1-Puffer (1 Min. bei 8000 U/Min) und ein Waschschritt mit
500 pl AW2-Puffer (3 Min. bei 14000 U/Min), wobei nach jedem Zentrifugationsschritt die
Auffangbehilter der Sdulen ausgetauscht wurden. Zur Elution wurden 100-200 pl H,O in
die Sdule pipettiert, fiir eine Min. bei RT inkubiert und die geléste DNA in ein
Eppendorfgefil3 zentrifugiert (1 Min. bei 8000 U/Min). Bis zur weiteren Verwendung
erfolgte die Lagerung der DNA bei -20°C.

3.2.2.11.3 Schnelle DNA-Extraktion aus Virus-Plaques

Diese Methode wurde als einfache und schnelle Methode alternativ zu der in Abs.

3.2.2.11.1 und 3.2.2.11.2 beschriebenen Methoden genutzt, um die DNA von moglichst
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vielen Virusklonen bei der Generierung rekombinanter Viren zu uberprifen. Plaques
wurden in 30 pl Medium aufgenommen und hiervon 10 pl in ein PCR-Gefidl3 (meist 8er-
stripes) Uberfihrt, in welches 10 ul 2x PCR-Puffer mit 0,9% NP-40 und 0,9% Tween®-20
und 1,2 pl Proteinase K (5 mg/ml) vorpipettiert wurden. Es folgten 1 Stunde Inkubation
bei 37°C und die Hitzeinaktivierung der Proteinase K fiir 10 Min. bei 94°C. Nach ca. 10
Sek. Zentrifugation um die Zelldebris zu pelletieren wurden 5 pl Uberstand fiir eine 50 pl
PCR eingesetzt (siche Abs. 3.2.2.12.3).

3.2.2.12 Amplifikation von DNA mittels Polymerasekettenreaktion (PCR)

3.2.2.12.1 PCR mittels PCR Master Kit (Roche, Mannheim)

Die Amplifikation von DNA zur Uberpriifung trekombinanter MVA-Klone auf
erfolgreiche Integration von Fremdgenen (siche Abs.3.2.6.2) erfolgte mittels PCR. Hierfiir
wurde das PCR Master Kit (Roche Diagnostics, Penzberg) benutzt, welches als DNA-

Polymerase die Tag-Polymerase enthilt. Die Reaktion erfolgte in 25 pl-Ansatzen:

12,5 ul Roche-PCR-Mastermix
0,5 pl 5°-Primer
0,5 pl 3°-Primer
3,0 ul Matrizen-DNA
8,5 ul H,O

Die PCR gliederte sich in folgende Abschnitte:

* 30 Sek. Denaturierung bei 94°C zum Auftrennen der komplementiren DNA-
Stringe

* Hybridisieten der Primer (amnmealing an die Matrizen-DNA meist bei 52°C
(Entsprechend der Schmelztemperatur der primer) fir 30 Sek.

* Elongation der Tug-Polymerase bei 72°C und somit Synthese des komplementiren
DNA-Stranges. Die Zeit wurde hierfiir entsprechend der Linge des zu
synthetisierenden DNA-Stranges gewihlt, wobei eine Syntheserate von 1000

Bp/Min. zugrunde gelegt wurde.
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Diese Abfolge wurde meist 30-mal wiederholt, worauf sich nochmals eine abschlieSende
Elongationsphase von 5 Min. anschloss. Die so synthetisierten DNA-Fragmente wurden

dann per Agarosegelelektrophorese (siche Abs.3.2.2.6) aufgetrennt und analysiert.

3.2.2.12.2PCR mittels Phusion DNA-Polymerase (New England Biolabs,
USA)

Zum Amplifizieren von DNA, die zur Klonierung in Vektoren genutzt werden sollte,

wurde die high fidelity Phusion DNA-Polymerase (New England Biolabs, USA) benutzt.

Die Reaktion erfolgte in 50 ul-Ansitzen:

10 wl Phusion HF-Puffer
1 ul 10mM dNTP-mix
0,5 wl 5 -primer (10 pM)
0,5 ul 3" -primer (10 pM)
0,2 ul Matrizen-DNA (1 pg/ul)
0,5 ul Phusion DNA-Polymerase
37,3 ul H,O

Die Denaturierung der DNA wurde bei 98°C fiir 30 Sek. durchgefiihrt, wobei initial 2 Min.
denatutiert wurde. Die Elongationszeit (72°C) betrug 15 Sek./1000 Bp. bei Plasmid-DNA
als Matrize und 30-60 Sek./1000 Bp. bei komplexeren DNA-Matrizen, wie z.B. DNA-

Extrakte aus Zellen.

3.2.2.12.3,,Plaque“-PCR

Zur Uberpriifung, ob bei der Generierung von rekombinanten Viren die Klone die
gewtnschte Insertion in Threm Genom haben, wurde bei DNA, die mittels der in Abs.
3.22.11.3 beschriecbenen Methode extrahiert wurde, die PCR folgendermal3en
durchgefiihrt:
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10 ul 10x PCR-Puffer

1 ul 10mM dNTP-mix
0,5 wl 5 -primer (10 pM)
0,5 ul 3" -primer (10 pM)

5 ul Matrizen-DNA (Uberstand)
0,5 ul Tag DNA-Polymerase (Qiagen)
38 uwl H,O

Es wurde initial 3 Min. bei 94°C denaturiert und final 10 Min. bei 72°C elongiert. Im

Ubrigen wurde die PCR wie in Abs. 3.2.2.12.1 beschrieben durchgefiihrt.

3.2.2.13 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von Plasmid-DNA wurde von der Firma Eurofins MWG Operon
durchgefiihrt. Hierzu wurde 1pg DNA getrocknet und zusammen mit den zur
Sequenzierung zu verwendenden Primern an MWG ubersandt. Die Auswertung der
Sequenzen erfolgte mit Hilfe der Funktion ,assemble des Programms Vector NTI

(InforMax).

3.2.3 Proteinbiochemische Methoden

3.2.3.1 Proteinlysat Herstellung von adhirenten Zellen

Zellen in 6- oder 12-Loch-Platten wurden, wie in Abs. 3.2.6.1 beschrieben, infiziert
und/oder transfiziert. Nach der gewinschten Inkubationszeit wurde das Medium
abgenommen und die Zellen mit 100 pl bzw. 50 pl 1xSDS-Probenpuffer versetzt,
aufgenommen und durch QIAshredder-Siulen (Qiagen, Hilden) bei 13300 U/Min und 4°C
2 Min. zentrifugiert und somit homogenisiert. Bis zur weiteren Benutzung wurden die
Proteinlysate bei -80°C gelagert.

Alternativ. wurden die Zellen mit Hilfe eines Zellschabers abgelost oder mit PBS
gewaschen, dann mit PBS mit 10 mM EDTA fir ca. 5 Min. inkubiert, bis sie sich abgeldst
hatten und 5 Min. bei 1500 U/Min pelletiert. Nach Abnahme des Uberstandes wurden das
Pellet mit 150 ul pro Loch einer 6-Loch Platte (700 pl pro T175-Zellkulturflasche) mit dem

entsprechenden Zelllysepuffer versetzt. Darauthin folgte die Inkubation fir 10-45 Min. auf
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Eis sowie die anschlieBende Zentrifugation (10-20 Min. 13300 U/Min bei 4°C). Der
Uberstand wurde dann in neue EppendorfgefiBle tiberfithrt und bei -80°C gelagert oder
sofort weiter verwendet.

Alle Lysepuffer wurden vor Gebrauch mit Proteaseinhibitoren (1 Tablette/7 ml Puffer
complete protease inhibitor (Roche, Mannheim)) und zusitzlich bei Protein-Protein
Interaktionsstudien 1:100 mit Phosphatase-Inhibitor Cocktail set II (Calbiochem,

Darmstadt) versetzt.

3.2.3.2 Extraktion von nukleiren und zytoplasmatischen Proteinen

Zellen in 6-Loch Platten wurden mit PBS gewaschen, mit PBS mit 10 mM EDTA fir ca. 5
Min. inkubiert bis diese abgelost waren und bei 1500 U/Min 5 Min. pelletiert. Die
Extraktion der zytoplasmatischen und nukleiren Proteine erfolgte im Weiteren mit dem
NE-PER Kit (Pierce, USA). Alle folgenden Puffer bzw. Losungen wurden wie bei Abs.
3.2.3.1 beschrieben mit Proteaseinhibitoren versetzt. Das Zellpellet wurde in 100 ul
eiskalten CER I-Puffer resupendiert, fir 15 Sek. gevortext und 10 Min. auf Eis inkubiert.
Es wurde 5,5 pl eiskaltes CER II-Puffer hinzupipettiert, 5 Sek. gevortext, 1 Min. auf Eis
inkubiert und wieder 5 Sek. gevortext. Daraufhin wurden die Zellkerne bei 13300 U/Min
und 4°C 6 Min. pelletiert und der Uberstand (zytoplasmatisches Extrakt) in ein
vorgekihltes Eppendorfgefil3 iberfihrt und bei -80°C eingefroren. Die Zellkerne wurden
mit 300 pl kalten PBS gewaschen (6 Min. 13300 U/Min und 4°C) und das Pellet in 50 pl
eiskalten NER I-Puffer resuspendiert. Es folgte eine 40 Min. Inkubation auf Eis, wobei je
10 Min. fir 15 Sek. gevortext wurde. Nach einer weiteren Zentrifugation bei 13300 U/Min
und 4°C fiir 10 Min. wurde der Uberstand (nukleires Extrakt) in EppendorfgefiBe
Uberfithrt und bei -80°C gelagert.

3.2.3.3 Proteinquantifizierung nach Bradford

Die Quantifizierung von Proteinen erfolgte tber die Firbemethode nach Bradford, 1976.
Zu 5 ul Probe wurden 200 ul Bradfordreagenz (BioRad, Minchen) und 800 pl H,O
hinzugegeben. Die Verfirbung wurde anhand einer Vergleichsprobe mit H,O bei 595 nm
photometrisch bestimmt. Die Proteinkonzentration wurde darauthin mit Hilfe einer mit

BSA erstellten Eichgerade bestimmt.
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3.2.3.4 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Proben wurden zur Vorbereitung mit 4x Rotiload SDS-Probenpuffer (Catl Roth,
Karlsruhe) versetzt, 5 Min. bei 95°C inkubiert und dann auf das SDS-Gel aufgetragen.

Durch die Denaturierung der Proteine, die durch die Hitzebehandlung und den im

Probenpuffer enthaltenen B-Mercaptoethanol (16st Disulfidbriicken) zustande kommt, wird
die Tertidr-Struktur der Proteine aufgelost. Das ebenfalls im Probenpuffer vorhandene
SDS lagert sich gleichmiBig an die Polypeptidkette an und sorgt somit fur ein
Ladungsverhiltnis, das mit der GroéBe korreliert.

Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von 100-150 V durchgefithrt und 1x SDS-
Laufpuffer. Im Falle von Bis-Tris Gradientengelen (Invitrogen, Karlsruhe) wurde 1x
MOPS-Puffer wihrend der Elektrophorese als Laufpuffer verwendet. Im Sammelgel
werden die Proteine nach ihrer jeweiligen Grofle konzentriert und im Trenngel dann der

GroBle entsprechend aufgetrennt. Die SDS-Gele am Bsp. eines 10%igen Gels wurden wie

folgt gegossen:
Trenngel 20 ml:

Komponente Volumen bei

10%igem Gel (ml)

H,0O 7,9

30% acryl-bisacrylamid mix 6,7

1,5M Tris (pH 8,8) 5,0

10% SDS 0,2

10% Ammoniumpersulfat (APS) 0,2
Tetramethylendiamin (TEMED) 0,008

Sammelgel 10 ml:

Komponente Volumen
H,O 0,8

30% acryl-bisacrylamid mix 1,7

1,5M Tris (pH 6,8) 1,25

10% SDS 0,1

bl

10% Ammoniumpersulfat (APS) 0,1

b

Tetramethylendiamin (TEMED) 0,01
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Als Groflenmarker wurde 5 pl SeeBlue plus 2 (Invitrogen, Karlsruhe) mit aufgetragen.

3.2.3.5 Western Blot-Analyse

3.2.3.5.1 Semi-dry blotting

Die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden per semi-dry blotting auf PVDE-
Membranen (Li-Cor Biosciences, Bad Homburg) bei einer Stromstirke von 0,8 mA pro
cm’ des Gels fiir 1,5 Stunden von dem SDS-Gel iibertragen. Der blot wurde von der
Kathode zur Anode wie folgt aufgebaut: 6 Lagen 3MM-Papier in Kathodenpuffer getrinkt,
SDS-Polyacrylamidgel, PVDF-Membran, 3 Lagen 3MM-Papier in Anodenpuffer 2
getrinkt, 3 Lagen 3MM-Papier in Anodenpuffer 1 getrinkt (siche Abb. 3.1). Die PVDF-

Membran wurde kurz vor der Verwendung in Methanol dquilibriert.

S/

<= 3MM-Papier getrinkt in Kathodenpuffer

< Acrylamidgel
<= PVDF-Membran
<= 3MM-Papier getrinkt in Anodenpuffer I

<= 3MM-Papier getrinkt in Anodenpuffer II

s>

Abb. 3.1: Aufbau eines semi-dry Western Blot von der Kathode zur Anode. 6 Lagen 3MM-Papiere mit
Kathodenpuffer getrinkt, SDS-Gel, PVDF-Membran, 3 Lagen 3MM-Papiere mit Anodenpuffer 2 getrinkt
und 3 3MM-Papiere mit Anodenpuffer 1 getrinkt.

Nach dem Proteintransfer wurden die proteinfreien Stellen der Membran mit
Blockierpuffer (Li-Cor Biosciences, Bad Homburg) fiir 1 Stunde bei RT blockiert. Dann
erfolgte die Zugabe der beiden primiren Antikérper in Blockierpuffer mit 0,2 % Tween 20
und 0,02% SDS in der entsprechenden Konzentration (siche Tabelle 3.12) und die
Inkubation {iber Nacht (UN) bei 4°C. Unter den primiren Antikérpern befand sich oftmals
zur Ladekontrolle der Antikorper gegen 3-Aktin, wobei darauf zu achten war, dass der
zweite primire Antikérper aus einer anderen Spezies stammt.

Die Inkubation mit den sekundiren Antikérpern (an IRDye680 und IRDye800 gekoppelt)
erfolgte in Blockierpuffer, 1:1 gemischt mit PBS/0,05 % Tween 20, in der entsprechenden
Konzentration (siche Tabelle 3.13) fir 1 Stunde bei RT. Zwischen den Inkubationen mit

den verschiedenen Antikérpern und vor der Detektion wurde die Membran 3 X ca. 5 Min.
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mit PBS/0,05% Tween 20 gewaschen, wobei unmittelbar vor der Detektion durch das
Infrarot-Detektiergerit (Li-Cor Biosciences, Bad Homburg) die Membran in PBS ohne

Tween 20 gewaschen wurde.

3.2.3.5.2 wet blotting

Im Falle von sehr grolen Proteinen wurden diese per wet blotting aut PVDF-Membranen
transferiert, da hierbei eine lingere Transferzeit notig ist, wofiir der Puffer bei dem sewzi-dry-
Verfahren nicht ausreicht. Im Unterschied zum sewzi-dry blotting wurde beim wet blotting der
Transfer im Tank der wer-blot Apparatur (BioRad, Miinchen) bei einer Spannung von 100 V
durchgefihrt in 800 ml 1x Transferpuffer gemischt mit 200 ml Methanol.

Der wet blot wurde von der Kathode zur Anode wie folgt aufgebaut: 1 FlieBmatte, 2 Lagen
3MM-Papier, SDS-Polyacrylamidgel, PVDF-Membran, 2 Lagen 3MM-Papier, 1 FlieBmatte
(siche Abb. 3.1), wobei der Aufbau im 1x Transferpuffer erfolgte und der b/t nach dem

Aufbau in ein Plastikgestell fixiert wird.

s===s====== < [lieBmatte

<= 3MM-Papier
Plastikgestell | e :?\cf%lg{r&ﬁ%ﬁ)mn
<= 3MM-Papier
==s======= <« FliecBmatte

Abb. 3.2 Aufbau eines wer Western Blot von der Kathode zur Anode. 1 FlieBmatte, 2 Lagen 3MM-
Papier, SDS-Polyacrylamidgel, PVDF-Membran, 2 Lagen 3MM-Papier, 1 FlieBmatte, umrahmt von einem
Plastikgestell.

3.2.3.5.3 Detektion und Quantifizierung von Proteinbanden

Zur Detektion wurde das Infrarot-Detektiergerit Odyssey (Li-Cor Biosciences, Bad
Homburg) genutzt. Die Quantifizierung von Bandenintensititen erfolgte mit dem zum
Detektiergeriat dazugehorigen Computer-Programm Odyssey application software 2.1. Bei
der Quantifizierung der elF2a-Phoshorylierung wurde die Phospho-spezifische
Bandenintensitit mit der dazugehérigen Gesamt-elF2a-Bandenintensitidt normalisiert. Die

IxBa-Bandenintensititen wurden durch die Signalstirke der 3-Aktinbande normalisiert.
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3.2.3.6 Immunfluoreszenzfirbungen

Zur Immunfluoreszenzfirbung wurden 1x10" Hela-Zellen je Loch in eine 12-Loch-
Zellkulturplatte ausgesit, in deren Locher zuvor sterile Deckglischen platziert wurden.
Nachdem die Zellen adhiriert hatten, wurden diese mit einer moi (engl.: multiplicity of
infection; infektiése Einheiten pro Zelle) von 20 mit den jeweiligen Viren infiziert (siche Abs.
3.2.6.1). Nach 1 Stunde Inkubation im Brutschrank wurde ein Mediumwechsel
durchgefiihrt. Weitere 4 Stunden spiter wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit
3,7% Formaldehyd in PBS fir 20 Min. bei RT fixiert. Daraufthin wurden die Zellen in PBS
gewaschen und mit 0,1% Triton-X-100 in PBS permeabilisiert fur 15 Min. bei RT.
Darauthin folgte ein Waschschritt in PBS, wonach 5% BSA in PBS fir 30-60 Min. bei RT
zum Blockieren auf die Zellen gegeben wurde. Es folgten 3 Waschschritte mit PBS und die
Inkubation der Deckglischen in einer 1:100 Verdiinnung mit 2% BSA in PBS des primiren
Antikérpers gegen HA bzw. V5 in einer feuchten Kammer bei 4°C UN. Im Fall einer
Anfirbung des Aktinzytoskeletts wurden die Deckgldschen in 1:1000 Phalloidin-Rhodamin
tir 45 Min inkubiert. Nach weiteren 3 Waschschritten mit PBS wurden die Deckglischen
in einer 1:200 Verdinnung 2% BSA in PBS des Sekundir-Antikérpers (AF488-gekoppelt)
tir 45-60 Min. im Dunkeln inkubiert. Schlieflich wurden die Deckglischen noch 3-mal in
PBS gewaschen und auf Objekttriger mit einer Einbettlosung, die DAPI enthilt (Dianova,

Hamburg) gegeben und gewartet bis diese ausgehirtet war.

3.2.3.7 Konfokale Laserscan-Mikroskopie

Die gefirbten Proteine (siche Abs. 3.2.3.6) wurden einem konfokalen Laserscan Mikroskop
(CLSM) von Zeiss (LSM 510 META) analysiert und Aufnahmen mit der dazugehorigen
Software durchgefithrt. Im Falle, das das Aktinzytoskelett analysiert werden sollte, wurde
die konfokale Blende des Mikroskops so eingestellt, dass iiberlappende 200 nm-Schnitte
auf der Z-Achse der Zelle aufgenommen wurden, womit spater eine Z-Projektion erstellt
wurde. Die finale Verarbeitung der gemachten Bilder wurde mithilfe von Adope

Photoshop Ver 8.0 durchgefiihrt.
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3.2.3.8 Co-Immunprizipitierung

Die Co-Immunprizipitierung (Co-IP) ist eine Methode um Protein-Protein-Interaktionen
nachzuweisen. Im Allgemeinen wird ein Protein mit einem AntikOrper gerichtet gegen
dieses oder einen 74g, der an diesem Protein anhingt, prizipitiert. In einem weiteren Schritt
wird eine Affinitdtsmatrix hinzugegeben, an welcher Protein A oder G kovalent gebunden
ist, welches an den Fc-Teil des AntikOrpers bindet. Somit kann man das gewtinschte
Protein und somit auch andere daran gebundene Proteine, spezifisch aus einem
Proteinlysat separieren und ungebundene Proteine durch Waschschritte entfernen. Wichtig
ist hierbei, dass die Proteine, bei welchen eine Interaktion nachgewiesen werden soll, nicht
durch den Lysepuffer denaturiert werden, damit die erhalten bleibt.

Fir die Co-IP wurden 293T- oder BHK-21-Zellen in 6-Loch Platten mit
Expressionsplasmiden transfiziert, die fiir Proteine kodieren, bei welchen eine Protein-
Protein-Interaktion nachgewiesen werden sollte. Am darauffolgenden Tag wurden die
Zellen mit MVA-KI1L-HA oder MVA-C7L-V5 mit einer moi von 10 infiziert und nach 4-5
h p.i. wurden die Zellen lysiert. Im Fall von Co-IPs, bei welchen unbekannte, mit K1-HA
oder C7-V5 interagierende Proteine identifiziert werden sollten, wurden 1-50 konfluente
T175-Zellkulturflaschen NIH-3T3-Zellen (2x10" bis 1x10° Zellen) mit MVA-K1L-HA oder
MVA-C7L-V5 mit einer moi von 10 infiziert und nach 4-8 h p.i.. die Zellen lysiert. Das
Ablosen der Zellen und die Lyse erfolgte wie in Abs. 3.2.3.1 beschrieben. Bei der Co-IP
von HA- oder V5-markierten Proteinen wurde eine Affinititsmatrix gewahlt, die einen
HA- bzw. V5-Antikorper direkt gekoppelt hat (Sigma-Aldrich, Steinheim). Diese wurde
direkt zu dem Proteinlysat hinzugegeben (20 pl bei Lysaten von 6-Loch Platten, 50 pl bei 1
T175-Zellkulturflasche und 1 ml bei 50 T175-Zellkulturflaschen). Gegebenenfalls wurde
das Volumen auf 600 ul mit 1x IP-Puffer (Sigma-Aldrich, Steinheim) aufgefiillt und UN bei
4°C in einer Sdule (Sigma-Aldrich oder Snap cap von Pierce, USA), eingespannt in einem
Uber-Kopf-Taumler, inkubiert. Bei gréBeren Ansitzen wurde die Inkubation in 10 ml
Pierce centrifuge columns (Pierce, USA) durchgefiihrt und das Volumen auf 22 ml pro
Ansatz eingestellt.

Fir alle anderen Zags wurde eine Affinitdtsmatrix mit Protein A- oder G-Kopplung gewihlt
(GE-Healthcare, Miinchen) und vorher eine Inkubation von 1-2 Stunden bei 4°C (Uber-
Kopf-Taumler) mit dem entsprechenden Antikorper (1:100 zugesetzt) durchgeftihrt. Die
Affinititsmatrix wurde hierbei 3-mal mit dem entsprechenden Lysepuffer gewaschen, je
Ansatz 50 ul einer 1:1 Mischung der Affinititsmatrix mit Lysepuffer zugegeben und UN

bei 4°C in einem Uber-Kopf-Taumler inkubiert.
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Die Affinitatsmatrix wurde darauthin 5-mal mit 500 ul (10 ml bei den grofleren Ansitzen)
1x IP-Puffer, 1-mal mit 0,1x IP-Puffer gewaschen und bei den groBlen Ansitzen ein
zusitzlicher Waschschritt mit PBS-Puffer ohne NaCl durchgefiihrt.

Die Elution der gebundenen Proteine erfolgte im Fall, dass die gebundenen Proteine per
Western Blot-Analsye nachgewiesen werden sollten, mit 100 ul 1x SDS-Probenpuffer und
5 Min. Inkubation bei 95°C. Ansonsten wurden die Proteine mit 3-mal 500 pl 1% SDS je
15 Min. Inkubation bei 300 rpm und RT abgelost. Alternativ wurde mit 3-mal 2 ml 1%
SDS je 15 Min. Inkubation bei 300 rpm eluiert, mit anschlieBendem Einsatz eines 7 ml
Proteinkonzentrierers (Pierce, USA; 9K MWCO), mit welchem anschlieBend das Volumen
auf ca. 300 ul reduziert wurde. SchlieBlich wurden die eluierten Proteine per SDS-PAGE
(siche Abs. 3.2.3.4) oder 2D-Gelelektrophorese (siche Abs. 3.2.3.11) getrennt und die
Proteine in den Gelen angefarbt (siche Abs. 3.2.3.10).

3.2.3.9 S%-metabolische Markierung

Um die gesamte Polypeptid-Synthese von Zellen sichtbar zu machen wurden diese mit
radioaktivem S”-Cystein-Methionin markiert. Zellen in 6-Loch Platten wurden infiziert
oder uninfiziert belassen. Nach 40 Min. bei 4°Cwurde ein Mediumwechsel durchgefihrt
und daraufhin bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Eine halbe Stunde vor dem gewiinschten
Zeitpunkt der Ernte, wurde mit Cystein-Methionin-freiem Medium gewaschen und 50 pCi
S”-Cystein-Methionin in Cystein-Methionin-freiem Medium pro Loch hinzugegeben.
Darauthin wurde mit PBS gewaschen und mit 100 pl 1x SDS-Probenpuffer die Zellen
lysiert. Nach 10%-SDS-PAGE wurden die Proteine im Gel mit 7%iger Essigsaure fixiert
und das Gel mit Amplify Fluorographic Reagent (GE Healthcare, USA) inkubiert.

Vakuum-getrocknete Gele wurden mit Autoradiographie detektiert.

3.2.3.10 Proteinfarbemethoden

3.2.3.10.1 Silberfirbung von Polyacrylamidgelen

Eine sehr sensitive Methode zum Anfirben von Proteinen stellt die Silberfirbung dar.
Hierfir wurde das ProteoSilver Plus Silver stain kit (Sigma-Aldrich) verwendet. Die
Losungen wurden entsprechend der Anleitung angesetzt und sind dieser zu entnehmen.

Alle Inkubationen wurden auf einem Orbitalschwenker (60-70 U/Min.) durchgefiihrt und
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in Glasbehiltern, die zuvor griindlich mit Detergentien gereinigt wurden. Falls sich an die
Firbung eine massenspektrometrische Untersuchung von bestimmten Protein-Banden
anschloss, wurden im Fall, dass das Gel in die Hinde genommen werden musste, stets
saubere Handschuhe verwendet, um Keratin- und andere Proteinkontaminationen zu
vermeiden.

Das Gel wurde nach der SDS-PAGE zunichst in 100 ml Fixierlésung fiir 40 Min. bis UN
inkubiert. Es folgte eine 10 Min. Inkubation des Gels in 100 ml 30% Ethanol, worauf sich
eine 10 Min. Inkubation in Reinstwasser anschloss. Nach 10 Min. Inkubation in 100 ml
Sensitizer-Losung, wurden zwei weitere Waschschritte in je 200 ml Reinstwasser
durchgefiihrt. Es folgte die Silberfirbung in 100 ml Silber-Lésung fir 10 Min., ein
Waschschritt fiir 1 Min. in 200 ml Reinstwasser und daraufhin die Gel-Entwicklung bei 3
bis 7 Min. Inkubation in 100 ml Entwicklungslésung. Die Entwicklung wurde durch
Zugabe von 5 ml Proteosilver Stop Losung abgebrochen und fir 5 Min. inkubiert.
SchlieBlich erfolgte ein finaler Waschschritt fir 15 Min. in 200 ml Reinstwasser und das

einscannen des gefirbten Gels.

3.2.3.10.2 Sypro-Ruby-Firbung von Polyacrylamidgelen

Eine Proteinfirbemethode mit vergleichbarer Sensitivitit zur Silberfirbung stellt die Sypro-
Ruby-Firbung dar. Wie schon in Abs. 3.2.3.10.1 beschrieben, wurde auch bei dieser
Firbung besonderes Augenmerk auf die Sauberkeit von Firbebehiltern und Handschuhen
gelegt und die Inkubationen wurden auf einem Orbitalschwenker durchgefiihrt. Nach einer
SDS-PAGE (sieche Abs. 3.2.3.4) wurden die Proteine im Gel durch Inkubation in 100 ml
Sypro-Ruby-Fixierlosung fiir 30 Min. fixiert. Dieser Fixierschritt wurde mit neuer Losung
ein weiteres Mal wiederholt. Darauthin wurde die Firbung durchgefiithrt mit 60 ml Sypro-
Ruby-Gel-Firbelosung (Invitrogen, Katlsruhe) UN in einem verschlossenen Gefif3. Das
Gel wurde am darauffolgenden Tag in einen neuen Behilter Giberfiihrt, in welchem sich 100
ml Sypro-Ruby-Waschlésung befanden. Nach 5 Min. Inkubation schlossen sich zwei
weitere Waschschritte mit je 100-200 ml Reinstwasser an. Die Detektion der gefirbten

Proteinbanden wurde mit dem FLA-9000 zzzager (FujiFilm, Disseldorf) durchgefiihrt.
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3.2.3.11 2D-Gelelektrophorese

3.2.3.11.1 Aufreinigung der Proben per 2D clean-up Kit (GE-Healthcare,
Miinchen)

Um Proteine zu ihrem isoelektrischen Punkt hin aufzutrennen, ist es notig, die
Proteinlysate weitestgehend von Salzen und Detergenzien zu befreien, da diese mit der
isoelektrischen Fokusierung (IEF) interferieren. Hierfiir wurden die Proteineluate nach der
Co-IP (siche Abs. 3.2.3.8) mit dem 2D clean-up kit (GE-Healthcare, Miinchen) aufgereinigt
und die Proteine gefillt. 100 oder 300 ul Eluat wurden in ein 1,5 oder 2 ml Eppendorf-
Gefil3 uberfithrt. Im Folgenden wird das Protokoll fir das Volumen von 100 pl Eluat
beschrieben, wobei bei 300 ul die Volumina der Losungen zu verdreifachen sind. Es wurde
300 pl Prizipitant zu dem Eluat hinzugegeben, ordentlich gemischt und 15 Min. auf Eis
inkubiert. Es folgte die Zugabe und das darauffolgende Mischen von 300 ul Co-Prizipitant,
woran sich eine 5 Min. Zentrifugation bei 13300 U/Min bei 4°C anschloss. Der Uberstand
wurde vorsichtig dekantiert, ein weiteres Mal kurz zentrifugiert und der restliche Uberstand
schlieBlich entfernt. Das Protein-Pellet wurde mit 40 ul Co-Prizipitant tiberdeckt und fiir 5
Min. auf Eis inkubiert. Darauf wurde nochmals 5 Min. bei 13300 U/Min, 4°C zentrifugiert
und der Uberstand entfernt. Das Pellet wurde nun mit 25 pl Reinstwasser tiberschichtet
und fiir 5-10 Sek. gevortext. Es wurde 1 ml Waschpuffer (vorgekiihlt auf -20°C) und 5 pl
Waschadditiv hinzugegeben und griindlich gevortext. Danach erfolgte eine Inkubation bei
-20°C fir 30 Min., wobei alle 10 Min. fiir 20-30 Sek. gevortext wurde. SchlieBlich wurde fiir
5 Min. bei 13300 U/Min, 4°C pelletiert, der Uberstand verworfen und das Pellet fiir max. 5
Min. Luftgetrocknet. Daraufthin wurde das Pellet in 150 pl IEF-Puffer resuspendiert und
die IEF durchgefihrt (Abs. 3.2.3.11.2).

Bei groflen Eluatvolumen von 1,5 ml wurde die Ultrazentrifuge (UZ) benutzt mit dem
SW32.1Ti Rotor (Beckman coulter, USA) und den dazugehorigen Zentrifugenbehiltnissen.
Es wurde 4,5 ml Prizipitant hinzugegeben, 15 Min. auf Eis inkubiert, weitere 4,5 ml Co-
Prizipitant hinzugegeben, gemischt und bei 12000 U/Min. fir 15 Min. in der UZ
zentrifugiert. Nach dekantieren des Uberstandes wurden die UZ-Réhrchen in 50 ml
Falconrohrchen gestellt und 1 Min. bei 1000 U/Min. in einer Untertischzentrifuge der
restliche Uberstand abzentrifugiert und verworfen. Das Pellet wurde mit 1 ml Co-
Prizipitant tberschichtet, 5 Min. auf Eis inkubiert und 10 Min. bei 12000 U/Min. in der
UZ zentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstandes erfolgte Uberschichtung des Pellets mit

150 ul Reinstwasser. Nach einem Vortexschritt erfolgte die Zuganbe von 6 ml Waschpuffer
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sowie 5 pul Waschadditiv. Nach 30 Min. Inkubation bei -20°C, wobei alle 10 Min. gevortext
wutde, folgte eine 15 Min. Zentrifugation bei 12000 U/Min. in der UZ, sodass nach
Abnahme des Uberstandes und dem Trocknen des Pellets, dieses in 150 pl IEF-Puffer

resuspendiert wurde und die IEF durchgefiihrt wurde.

3.2.3.11.2 Isoelektrische Fokusierung (IEF)

125 pl der wie in Abs. 3.2.3.11.1 beschrieben aufgereinigten Proteinproben wurde zwischen
die Elektroden des Fokusierungs-#ays pipettiert, ohne die Bildung von Luftblasen dabei zu
verursachen. Es wurde ein 7 cm ReadyStrip IPG Streifen (BioRad, Miinchen) pH 3-10NL
wiederum so auf die verteilte Flissigkeit gelegt, sodass keine Luftblasen zwischen Streifen
und #ray-Gehiuse verblieben und der Streifen dann mit 1 ml Mineral6l (BioRad, Munchen)
Uberschichtet. Die Fokussierung wurde in einer Protean IEF Zelle (BioRad, Minchen)

durchgefiihrt unter folgenden Bedingungen (Gorg ef al., 2004):

Tabelle 3.14 Schritte der isoelektrischen Fokussierung

Fokussierschritt Endspannung Spannungsanstieg Zeit
1 150V linear 1 Stunde
2 500V linear 1 Stunde
3 1200 V linear 1 Stunde
4 4000 V linear 2 Stunde
5 4000 V linear 15000 V-Stunden
6 1000 V linear 1 Stunde
7 1000 V linear 2 Stunde

Hierbei wurde als maximale Stromstirke 50 pA pro IPG-Streifen eingestellt. Nach der IEF

wurden die IPG-Streifen in ein Rehydratisierungs-#7ay iberfithrt und bei -80°C gelagert.

3.2.3.11.3 Rehydratisierung der IPG-Streifen

Die eingefrorenen IPG-Streifen wurden aufgetaut. Zur Rehydratisierung der IPG-Streifen
wurden diese dann in je 1,5 ml Aquilibrierungspuffer mit 2% w/v DTT fiir 15 Min. auf

einem Orbitalschwenker inkubiert. Es folgte eine Inkubation fir weitere 15 Min. in je 1,5
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ml Aquilibrierungspuffer mit 2,5% w/v lodacetamid in einer neuen #ay-Vertiefung. Die
Auftrennung der Proteine in die 2te Dimension wurde mit 4-12% Bis-Tris ZOOM
Gradientengelen (Invitrogen, Karlsruhe) durchgefithrt. Hierfiir wurde im Vorfeld nach
Entfernung des Gelkamms Gelreste mit einem Spartel entfernt, die Tasche fiir den IPG-
Streifen 1-mal mit 1x MOPS-Puffer sowie 1-mal mit Reinstwasser gewaschen und
anschliefend mit 3MM-Papier die Flissigkeit entfernt. Die rehydratisierten IPG-Streifen
wurden einmal in 1x MOPS-Puffer getaucht, 400 ul aufgekochte 0,5% Agarose in 1x SDS-
Laufpuffer mit Bromphenolblau in die Geltasche pipettiert und der IPG-Streifen mit einem
Spartel in die Tasche geschoben, sodass keine Luftblasen zwischen dem Polyacrylamidgel
und dem IPG-Streifen verblieben. Nach Aushirten der Agarose wurde die SDS-PAGE wie
in Abs. 3.2.3.4 beschrieben durchgefiihrt bei 150 V fir 80 Min.

3.2.4 Massenspektrometrische Analysen zur Identifizierung von Proteinen

aus SDS-PAGE Gelen nach tryptischem Verdau

3.2.41 Trypsin-Verdau ausgeschnittener Proteine

Zur massenspektrometrischen Analyse vorgesehene Proben wurde entweder mittels SDS-
PAGE (sieche Abs. 3.2.3.4) oder 2D-Gelelektrophorese (siche Abs. 3.2.3.11) getrennt und
das Proteinmuster durch Firbung mit Silber- (siehe Abs.3.2.3.10.1) oder Sypro-Ruby-
Firbung (siche Abs.3.2.3.10.2) visualisiert. Banden oder Spots von Interesse wurden
ausgeschnitten und entweder sofort weiterverarbeitet oder bis zur weiteren Untersuchung
bei 4°C gelagert. Der Trypsinverdau wurde nach geeigneter Entfirbung wie von Albrecht
und Kollegen beschrieben durchgefiihrt (Albrecht ez a/, 2008). Hiervon abweichend
wurden die Peptide mit 25mM NH4HCO3 +10% ACN eluiert und der Verdau durch

Zugabe von 5% Ameisensiure gestoppt.

3.2.4.2 Chromatographie und Massenspektrometrie

Die tryptischen Peptide wurden chromatographisch auf einer nano-Acquity UPLC (Waters,
Milford, USA) unter Verwendung einer Vorsiule (5 um Symmetry 180 pm x 20 mm c18
pre-column, Waters) und einer analytischen Sdule (1.7um BEH 130 100pm x 100mm c18

separation column; Waters, Milford, USA) bei einer Flussrate von 500 nl und einem
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Gradienten von 30 Minuten (3% ACN - 40% ACN) getrennt. Die UPLC war Uber ein
nano ESI Interface online gekoppelt an ein Synapt Quadrupol Time of Flight
Massenspektrometer (Waters, Milford, USA). Die Aufzeichnung der Massenspektren
erfolgte im MS" Modus.

3.2.4.3 Datenauswertung

Die massenspetrometrischen Daten wurden mit ProteinLynx Global Server Version 2.3
prozessiert und mit einer nicht Speziesbeschrinkten Datenbank (UniProt) abgeglichen.
Datenbanktreffer wurden bis zu einer Falsch-Positivrate von max. 4% akzeptiert. Der
mittlere Fehler fiir Peptidmassen war max. 5 ppm der mittlere Massenfehler fiir

Peptidfragmente max. 10 ppm.

3.2.5 Hefe-2-Hybrid-Analysen

Die Sequenz von K1L und C7L wurde auf Hefe-Codons optimiert und in den ,,Koder*-
Vektor pGBTY kloniert (Geneart, Regensburg), sodass K1 und C7 als Fusionsproteine mit
Gal4-BD und unter Kontrolle des Hefe ADH1-Promotors exprimiert werden. Die Hefe-2-
Hybrid-Analysen wurden mit zwei unterschiedlichen ,Beute“-cDNA-Bibliotheken
durchgefihrt (DKFZ, Heidelberg), deren Sequenzen an GAL4-AD fusioniert sind (Albers
¢t al., 2005). Eine Bibliothek enthielt humane cDNAs (Clontech, Kat.-Nr. 638834; Humane
Niere; Vereinigt aus 8 méinnlichen/weiblichen kaukasischen Individuen; Alter zwischen 24-
55) und eine murine Bibliothek, abstammend von 11 Tage alten Embyos (Clontech, Kat.-

Nr. 638850; Swiss Webster/NIH Maiuse).

3.2.6 Virologische Methoden

3.2.6.1 Virusinfektion

Zur Infektion von Zellen wurde das Medium gegen das jeweilige Infektionsmedium
ausgetauscht (siche 3.1.6) und mit der gewiinschten moi infiziert. Die Virussuspension

wurde nach dem Auftauen 3-mal fir 1 Min. mit Ultraschall behandelt und dazwischen
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grindlich gevortext, um die Viren zu vereinzeln. Die Inkubationszeit richtete sich nach

dem jeweiligen Versuchsansatz.

3.2.6.2 Herstellung rekombinanter MVA-Viren

Zur Herstellung von rekombinantem MVA wurde MVAIIL
bei dem die in MVA F6 enthaltene K1L-Restsequenz entfernt wurde (Staib ez a/, 2003).

als Ausgangsvirus gewihlt,

Diese Restsequenz von K1L kann zu unerwiinschten Rekombinationsereignissen mit dem
in der Insertionskassette mit enthaltenem KI1L-Gen fihren. Die Insertionskassette wird
von der Sequenz eingerahmt, die sich stromabwirts und -aufwirts von der Deletion III in
MVAIL,, befinden (auch als flanks bezeichnet). Uber diese homologen Sequenzen wird die
homologe Rekombination ermdéglicht, durch welche die Insertionskassette in das
MVAIIL,, -Genom integriert werden soll. In der Insertionskassette befindet sich neben dem

new

zu integrierenden Gen auch das Jost-range-Gen KI1L, welches den Wirtstropismus von
MVA auf RK-13-Zellen erweitert (Sutter et al, 1994), wodurch die Selektion von
rekombinanten MVAII  in diesen Zellen ermoglicht wird. Somit wurden die
rekombinanten Viren erst so lange auf RK-13-Zellen selektioniert bis der Wildtyp-
MVAIL,, nicht mehr nachweisbar war. Daraufthin wurden die rekombinanten Viren weiter

in CEF solange passagiert, bis das K1L-Gen wieder durch die umgebenden repetitiven

Sequenzen verloren geht.

3.2.6.2.1 Transfektion und Infektion

FEin Loch einer 6-Loch-Platte mit 1x10° BHK-21-Zellen wurde mit MVAIIL__ oder
MVAACTL (fir die Generierung von MVA-C7L-V5) mit einer moi von 0,05 infiziert.
Nach 90 Min. Inkubation im Brutschrank wurde den Zellen das Insertions- oder Deletions-
Plasmid transfiziert (siche Abs.3.2.1.4). Darauthin schloss sich eine 48-stiindige Inkubation
im Brutschrank an. Die Zellen wurden 3-mal eingefroren und wieder aufgetaut, um sie

aufzuschlieBen und mit dem Uberstand geerntet. Diese Suspension enthilt die Viren.
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3.2.6.2.2 Blindpassage

Darauthin wurde eine Blindpassage in RK-13-Zellen durchgefiihrt. Dies bedeutet, dass zur
Amplifikation 100 pl der geernteten Virussuspension in ein Loch einer konfluenten 12-
Loch-Platte mit RK-13-Zellen gegeben wurde, ohne die Viren zu vereinzeln. Nach ca. 72
Stunden Inkubation wurden die Zellen samt Uberstand 3-mal eingefroren und wieder

aufgetaut. Die weitere Passagierung und Selektionierung ist in Abs.3.2.6.2.3 beschrieben.

3.2.6.2.3 Passagierung und Selektionierung der Virusklone

Zur Selektion der Virusklone wurden zwei Methoden angewandt. Beide hatten zum Ziel,
Plaques im Zellrasen entstehen zu lassen, die aus jeweils einem Viruspartikel
hervorgegangen sind und diese raumlich voneinander abzugrenzen, um eine
Durchmischung der aus verschiedenen Klonen hervorgegangenen Viruspartikel zu
verhindern. Bei der einen Methode (,,96-Loch-Methode®) wurde dieses Ziel erreicht, indem
die jeweils die Virussuspension eines Klons der vorangegangenen Passage in ein Loch einer
konfluenten 96-Loch-Platte gegeben wurde und fortlaufend von 10" bis 10" verdiinnt
wurde. Somit war die Wahrscheinlichkeit sehr grof3, sobald nach 3-5 Tagen Plaques zu
sehen waren, von jedem Klon ein Loch zu finden, in dem nur ein Plaque war. Von diesem
Loch wurde jeweils der Uberstand geerntet. Diesen fortlaufenden Zyklus von Vereinzeln
der Klone und Wiederaufnehmen einzelner neuer Klone nennt man Passage.

Bei der anderen Methode wurden konfluente 6- oder 12-Loch-Platten infiziert, wobei jeder
Klon nur 3- bis 6-mal fortlaufend 1:10 verdunnt wurde. 2-4 h p.i. (engl.: bours post infection;
Stunden nach der Infektion) wurde dann das Medium abgenommen und 2-fach-MEM-
Medium 1:1 gemischt mit 2%iger, steriler /low-melting-point Agarose (Invitrogen, Karlsruhe),
die vorher aufgekocht und wieder auf 37°C abgekthlt wurde, auf die Zellen gegeben
(agaroverlay). Nach ca. 15-20 Min. Abkihlen bei RT war der Agaroverlay fest geworden,
wonach die Zellkulturplatten im Brutschrank fiir ca. 3 Tage inkubiert wurden. Nach dieser
Zeit waren im Zellrasen Plaques zu sehen, wobei durch den Agaroveriay eine Verbreitung
der einzelnen Virusklone iiber den einzelnen Plaque hinaus verhindert wurde. Unter zu
Hilfenahme eines Mikroskops wurden die Plaques mit einem Stift an der Zellkulturplatte
eingekreist, danach mit einer Kolbenhubpipette an dieser Stelle 100 ul aufgesogen und in

300 wl Infektionsmedium resuspendiert.
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Zwischen den Passagen wurden bei beiden Methoden die Virussuspensionen 3-mal
eingefroren und wieder aufgetaut, 3-mal fir 1 Min. mit Ultraschall behandelt und

dazwischen griindlich gevortext.

3.2.6.2.4 Uberpriifung der Virusklone

Die Uberpriifung der Virusklone auf Wildtyp- bzw. spiter auf K11.-Verlust erfolgte mittels
PCR (siche Abs. 3.2.2.12.1) durchschnittlich alle zwei Passagen. Vor der Uberpriifung
wurde eine Amplifikationspassage durchgefithrt, indem die Klone jeweils auf ein Loch
einer 12-Loch-Platte CEF gegeben wurden und ca. 72 Stunden im Brutschrank inkubiert

wurden. Alternativ. wurden die Klone direkt nach der Aufnahme uberprift, wie in

Abs.3.2.2.11.3 und Abs.3.2.2.12.3 beschrieben.

3.2.6.2.5 Amplifikation und Sucrosegradienten-Aufreinigung des fertigen,

rekombinanten Virusklons

Nach erfolgreicher Selektionierung wurde ein Virusklon fortlaufend in CEF amplifiziert
(oder in RK-13-Zellen im Falle von MVA-F11L-K1L), bis 60 konfluente T175-
Zellkulturlaschen CEF durchinfiziert waren. Daraufhin wurden die Zellen einmal
eingefroren und wieder aufgetaut, wobei mit der angetauten Eisschicht die restlichen noch
adhirierenden Zellen abgekratzt wurden. Um die Viruspartikel aufzureinigen, wurden diese
zunachst zusammen mit den Zellen und Zelltrimmern in einer Ultrazentrifuge (UZ) bei
16000 U/Min fir 90 Min. bei 4°C pelletiert. Der Uberstand wurde daraufhin abgenommen
und die Pellets in jeweils ca. 5 ml 10 mM Tris aufgenommen und gemischt. Es folgte ein 3-
maliges Hinfrieren und wieder Auftauen, um die restlichen Zellen aufzuschlieBen. Die
Suspension wurde dann 8-mal 30 Sek. mit einer sterilisierten Ultraschallnadel beschallt (25
% Intensitat) und schlieBlich auf vier UZ-Roéhrchen mit je 16 ml 37%ige Sucroselosung
verteilt. Es folgte die nochmalige Pelletierung bei 13500 U/Min fir 80 Min. bei 4°C, wobei
durch die Sucroselésung die Viruspartikel weitgehend von den Zelltrimmern aufgetrennt
wurden. Nach Abnahme des Uberstands wurden die Pellets in einer moglichst geringen
Menge (ca. 1-2 ml) 10 mM Tris resuspendiert, um eine moglichst hohe Viruskonzentration

zu erhalten. Die Viruskonzentration in pfu/ml (engl.: plagueforming units/ml; Plaquebildende
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Einheiten/ml) wurde dann per Virustitration und anschlieBender Immunfirbung (siche

Abs. 3.2.6.3) bestimmt. Die Virussuspension wurde schliefSlich bei -80°C aufbewahrt.

3.2.6.3 Virustitration und Immunfiarbung der infizierten Zellen

Zur Bestimmung der Viruskonzentration in pfu/ml eines aufgereinigten Virus (siche Abs.
3.2.6.2.5) oder eines Zeitpunktes einer Wachstumskurve (siche Abs. 3.2.6.4), wurden CEF
in 6-Loch-Zellkulturplatten infiziert mit 10-fach Verdinnungsreihen der Virussuspension,
wobei je 10-facher Verdinnung zwei Locher infiziert wurden zur Doppelbestimmung.
Nach 2 Stunden Inkubation im Brutschrank wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt,
worauf eine weitere Inkubation im Brutschrank fiir 48 Stunden folgte.

Um die zwischenzeitlich entstandenen Plaques anzufirben, wurde zunichst das Medium
abgenommen und die Zellen fixiert und permeabilisiert, indem je Loch 1 ml eines eiskalten
1:1 Gemisch Aceton/Methanol fir 5 Min. auf die Zellen gegeben wurde bei RT. Nach
Abnahme des Aceton/Methanol-Gemisches wurden die Zellen kurz luftgetrocknet und
dann je Loch 1 ml 3 % FCS in PBS zum Blockieren fiir 30 Min bis UN bei 4°C auf die
Zellen gegeben. Es folgte die Zugabe einer 1:2500 Verdinnung eines O-VACV-
Antikoérpers (Acris, Hiddenhausen) und die anschlieBende Inkubation fir 2-3 Stunden bei
RT auf einem Schittler. Nach einem Waschschritt mit PBS folgte die Zugabe des
sekundaren Antikorpers (1:2000 verdinnt), welcher eine Peroxidasekopplung aufwies und
die Inkubation fiir 45 Min. bei RT auf einem Schiittler.

Zwischenzeitlich wurde das Substrat fiir die Peroxidase hergestellt, indem eine Spatelspitze
0-Dianisidin (Invitrogen, Karlsruhe) in 100%igen Ethanol gelést wurde, sodass eine
gesittigte Losung entstand. Nach 5 Min. Zentrifugation der Losung bei 1500 U/Min und
RT wurde der Uberstand durch einen 0,45 um Filter filtriert. Es wurden dann zu je 10 ml
PBS, 200 pl der hergestellten 0-Dianisidin-Lésung gegeben und jeweils 20 ul H,O, (Carl
Roth, Karlsruhe). Von dieser Substratlésung wurde nach einem weiteren Waschschritt der
Zellen in PBS jeweils 0,5 ml je Loch auf die Zellen gegeben. Nach ca. 20 Min. Inkubation
auf dem Schuttler bei RT wurden die Plaques sichtbar durch die Oxidation von O-
Dianisidin. Die Plaques wurden ausgezahlt, wobei die Verdiinnung gewihlt wurde, bei der
ca. 20-100 Plaques zu sehen waren. AnschlieBend wurde der Mittelwert zwischen den

beiden ausgezihlten Léchern der gleichen Verdiinnung gebildet.
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3.2.6.4 Virale Mehrstufen-Wachstumsanalysen

Um das Wachstum der verschiedenen Viten auf Zelllinien zu testen, wurden 6-Loch-
Platten mit den jeweiligen Zellen angelegt und mit dem jeweiligen Virus mit einer niedrigen
moi von 0,05 infiziert. Nach 2 Stunden Inkubation im Brutschrank wurde 3-mal das
Medium gewechselt um alle Viruspartikel, die nicht eine Zelle penetriert hatten,
wegzuwaschen. Daraufhin wurde je 1 Loch der Zellen mit Uberstand nach 0, 12, 24, 48
und 72 Stunden geerntet. Durch die niedrige moi wurden zunichst nur wenige Zellen
infiziert. Dadurch wurde im Laufe der Zeit, im Falle eines zur Replikation befahigten Virus,
die zunichst nicht infizierten Zellen erst durch neu gebildete Viruspartikel infiziert,
wodurch auch die Effizienz der Virusverbreitung mit in das Ergebnis einflie3t. Deshalb

spricht man von einer ,,Mehrstufen“~-Wachstumskurve.

3.2.6.5 Wundheilungs-assay

Konfluente BS-C-1-Zellen in 6-Loch-Platten wurden 2 Stunden mit Medium ohne FCS
inkubiert und darauthin mit VACV mit einer moi von 10 infiziert. Nach Adhision der
Viren fur 1 Stunde wurden mehrere ,,Wunden® mit einer Pipettenspitze in den Zellrasen
geritzt und die Zellen drei Mal mit Infektionsmedium gewaschen. An markierten Stellen
wurden die Wunden 0 und 24 h p.i. Fotografiert (DX40 Kamera, Kappa, Gleichen) mit
einem Phasenkontrastmikroskop (Axiovert 40 CLT, Catl Zeiss, Gottingen) bei 100-facher

VergroBerung. Es wurden die Zellen ausgezahlt, die in die Wunden eingewandert waren.

3.2.7 Elektronenmikroskopische Untersuchung der Virionenmorphologie

Um die Morphologie der von MVA-F11L gebildeten Viruspartikel in Hel.a-Zellen
untersuchen zu konnen, wurden die Zellen in 10 cm Zellkuturschalen ausgesit, sodass
diese konfluent waren. AnschlieSend wurden die Zellen mit dem jeweiligen Virus mit einer
moi von 5 infiziert und nach einer Stunde Inkubation im Brutschrank ein Mediumwechsel
durchgefithrt. Nach weiteren 24 Stunden Inkubation im Brutschrank wurden die Zellen
fixiert durch Zugabe von Glutaraldehyd zum Medium, sodass eine Endkonzentration von
2,5 % Glutaraldehyd erreicht wurde. Nach 45 Min. Inkubation bei 37°C wurden die Zellen
3-mal mit PBS gewaschen, abgeschabt und fir 5 Min. pelletiert bei 1500 U/Min
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Die sich anschlieBende Prozedur der Agaroseeinbettung, Nachfixierung und
Eponeinbettung wurde durchgefthrt, wie bei (Griffiths and G., 1993) beschrieben. Nach
Anfertigung der Ultradinnschnitte wurden diese auf Objekttrigernetzchen (grids)
aufgebracht.

Die Negativkontrastierung wurde mit 2% Uranylacetat in Ethanol und einer
Bleicitratlosung durchgefiihrt. Zuerst wurden die grids in H,O gewaschen und dann fiir 7
Min. in der Uranylacetatlosung bei RT im Dunkeln inkubiert. Darauthin folgten 3
Waschschritte in H,O und die Inkubation in der Bleiacetatlésung fiir 2 Min. bei RT. Nach
nochmaligem griindlichem Waschen konnten die grds in das Elektronenmikroskop
eingeschleust und betrachtet werden. Die Bilder wurden mit der Slow-scan CCD-Camera
for TEM (TRS) gemacht und mit der Software Image SP (TRS) bzw. Adope Photoshop

Ver.8 bearbeitet.
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4 Ergebnisse

4.1 Analyse der Genexpression der verwendeten rekombinanten

MVA-Viren

Um die Funktion von KI1L und C7L zu untersuchen, lagen zu Beginn dieser Arbeit
bereits rekombinante MVA vor, welche die Gene K11 bzw. C71. enthielten oder nicht
enthielten. Im Wildtyp-Virus MVA ist die Sequenz von C7L intakt, wohingegen die
K1L-Sequenz fragmentiert ist. Das C7L-Gen wurde aus MVA deletiert und das
resultierende Virus MVAACTL genannt. In dieses Virus sowie in MVA wurde die
Sequenz von KIL aus dem VACV-Stamm Western Reserve (WR) in die natiirliche
Deletion III inseriert, sodass MVAAC7L-K1L und MVA-K1L generiert wurden.

Tabelle 4.1 Prisenz von KIL und
C7L in den rekombinanten MVA

Virus KI1L | C7L
MVA - +
MVAACTL - -
MVAAC7L-KIL | + -
MVA-K1L + +

Die genaue Beschreibung der Viren ist veroffentlicht (Backes ez a/., 2010). Zusitzlich gibt
Tabelle 4.1 und Abb. 4.1 einen Uberblick iiber die Prisenz von KI1L oder C7L in den

unterschiedlichen rekombinanten MVA.

Deletion IIT

MVA

A C7L Deletion I11

MVAAC7L

ACTL Deletion III
MVAACT7L-KIL

L° oo
KIL
Deletion III

MVA-KIL

KI1L

Abb. 4.1 Schematische Darstellung des Genoms der rekombinanten MVA. Bei den entsprechenden
Viren wurde das C7L-Gen deletiert bzw. das K1L-Gen in die natirliche Deletion III inseriert. Genaue
Erlduterungen sind dem Text zu entnehmen.
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Um die Expression von K1 und C7 durch die unterschiedlichen rekombinanten MVA zu
tberprifen, wurde eine Western Blot-Analyse durchgefithrt. Abb. 4.2 zeigt das
Vorhandensein oder Fehlen des K1- und C7-Proteins nach Infektion von BHK-21-
Zellen fir 4 Stunden mit den unterschiedlichen Viren mit einer moi (engl.: multiplicity of
infection; infektiose Viruspartikel pro Zelle) von 5. Weiterhin wurde als Vertreter frither
viraler Proteine auch E3 detektiert sowie das frih und spit exprimierte A46. Die
Deletionsmutante MVAAE3L wurde zusitzlich analysiert, da sie in folgenden Studien als
Kontrolle verwendet wurde (Hornemann ez a/, 2003). Abb. 4.2 zeigt, dass C7 bei
MVAAC7L- und MVAAC7L-K1L-Infektion nicht exprimiert wurde. Dagegen war eine
K1-Expression in MVAAC7L-K1L- und MVA-K1L-infizierten Zellen zu beobachten.
Das E3-Protein war mit Ausnahme von MVAAE3L-infizierten Zellen nachweisbar. Das
A46-Protein diente als Infektionskontrolle, da es von allen Viren kodiert wird, und war

bet allen Infektionen zu detektieren.
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Abb. 4.2 Western Blot-Analyse der Expression der viralen Proteine C7, K1 und E3. BHK-21-Zellen
wurden mit MVA, MVAAC7L (AC7L), MVAAC7L-KIL (AC7L-K1L), MVA-KIL (KI1L) oder
MVAAE3L (AE3L). mit einer moi von 5 infiziert und 4 Stunden nach Infektion (h p.i.) wurden Zelllysate
hergestellt. Die Proteine wurden per SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert.
Antik6rper spezifisch gegen K1, C7, E3, A46 und B-Aktin dienten zur Detektion. B-Aktin wurde als
Ladekontrolle detektiert, die Detektion des frithen viralen Proteins A46 diente als Infektionskontrolle.

Es ist bereits veroffentlicht, dass der Replikationszyklus einer VACV-Mutante, welcher
das K1L- und C7L-Gen fehlt, nach der intermedidren Transkription in humanen Hel.a-
Zellen unterbrochen ist (Hsiao ez al., 2004). Eine Charakterisierung des Lebenszyklus der
rekombinanten MVA ergab, dass die intermedidre und spite Genexpression von

MVAACT7L in vielen humanen und murinen Zellen ebenfalls inhibiert wird, wohingegen
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MVA-Wildtyp oder MVAAC7L-K1L in der Lage sind, alle Genklassen zu exprimieren

(Backes ef al., 2010). Tabelle 4.2 zeigt eine Ubersicht der in dieser Arbeit untersuchten

Zellen hinsichtlich der Expression des spiten viralen Proteins B5 wihrend der Infektion

mit den angegebenen Viren.

Tabelle 4.2 Ubersicht iiber die untersuchten Zelllinien hinsichtlich der viralen spiten Expression
des viralen Faktors B5.

Zellen Viren

Spezies Bezeichnung MVA MVAAC7L MVAAC7L-K1L MVA-KI1L
Hel.a + + + +
MRC-5 + - + +

human HaCat + - + +
293T + + + +
Huh7 + + + +
NIH-3T3 + - + +

murin murine
embryonische + - + +
Fibroblasten

kaninchen |RK-13 - - + +

Die Daten wurden per Western Blot-Analyse generiert (siche Abb. 4.3 und Abb. 4.9 fiir

MEF). Hierfiir wurden die unterschiedlichen Zelllinien mit den rekombinanten Viren bei

einer moi von 5 infiziert. 0, 4, 8 oder 24 Stunden nach Infektion (engl.: hours post infection,

h p.i.) wurden Zelllysate hergestellt und das spate virale Protein B5 wurde detektiert.
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B
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Abb. 4.3 Western Blot-Analyse der spiten B5 Expression. MRC-5-, NIH-3T3-, HaCat- (A), HeLa-,
Huh7-, 293T- und RK-13-Zellen (B) wurden mit MVA, MVAAC7L (AC7L), MVAAC7L-K1L (AC7L-
K1L) oder MVA-KI1L (K1L) mit einer moi von 5 infiziert. Proteinlysate, hergestellt 0, 4, 8 (B) oder 24
Stunden nach Infektion (h p.i) (A), wurden per SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran
transferiert und mit einem Antikérper untersucht, der spezifisch gegen B5 bzw. 3-Aktin (als Ladekontrolle)
gerichtet ist. Uninfizierte Zellen (u) dienten als Kontrolle (B).

In MRC-5-, NIH-3T3-, MEF, HaCat- und RK-13-Zellen wird im Gegensatz zu den
anderen Viren nach MVAAC7L-Infektion kein B5 exprimiert. Eine Ausnahme hiervon
bildeten RK-13-Zellen, in welchen nach MVA-Infektion auch kein B5 synthetisiert
wurde. Dagegen war B5 in MVAAC7L-infizierten Hela-, Huh7- und 293T-Zellen
nachweisbar.

Dies bedeutet, dass C7 notwendig ist, um die spiate Genexpression nach MV A-Infektion
in einigen Zelllinien zu ermdglichen. Weiterhin zeigt dies, dass K1 diese Funktion von
C7 komplementieren kann, da in allen MVAAC7L-K1L-infizierten Zellen B5 zu
detektieren war. RK-13-Zellen stellen gegentber den anderen Zelllinien eine

Besonderheit dar, da hier nur K1 die spite Genexpression ermoglichte.

4.2 Untersuchungen zur MVA-induzierten eIF2«-Phosphorylierung

Eine mégliche Erklirung fir die Inhibierung der spiten Genexpression in MVAAC7L-
infizierten Zellen koénnte die Phosphorylierung des Translationsinitiations-Faktor 2o
(engl.: enkaryotic translation initiation factor 2a, elF2a) darstellen. Dieser Prozess ist eine

wichtige Antwort der Zelle auf unterschiedliche Stressstimuli, wie beispielsweise virale
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Infektionen (Clemens, 2001). In der Folge der elF2a-Phosphorylierung wird die zellulire
Translation abgeschaltet, was die Translation viraler mRNAs mit einschlief3t. In fritheren
Studien wurde eine Phosphorylierung von elF2a nach der Infektion mit sowohl einer
Deletionsmutante von VACV WR, als auch VACV NYVAC (ein attenuierter VACV-
Stamm), bei welchen K1L und C7L deletiert sind, im Gegensatz zu den entsprechenden
Wildtyp-Viren beobachtet (Hsiao e a/, 2004; Najera et al., 2006). Aus diesem Grund
wurde die eIlF2a-Phosphorylierung mit den K1L/C7L-deletierten MVA-Viren ebenfalls

untersucht.

4.2.1 Kl und C7 inhibieren die eIF2«-Phosphorylierung

Humane HeLa- und MRC-5- sowie murine NIH-3T3-, Kaninchen RK-13- und Hamster
BHK-21-Zellen wurden mit MVA, MVAAC7L, MVAAC7L-K1L oder MVA-KI1L mit
einer moi von 5 infiziert. 0, 4 und 8 h p.i. wurden Proteinlysate hergestellt und die elF2«-
Phosphorylierung wurde mittels Western Blot analysiert. Hierbei wurde MVAAE3L als
Kontrolle in die Untersuchung mit einbezogen, da eine elF2«-Phosphorylierung nach
Infektion mit diesem Virus bereits beschrieben wurde (Ludwig ez a/., 2006). Weiterhin
dienten Zellen, die 1 Stunde mit 1 pM Thapsigargin behandelt wurden als
Positivkontrolle, da dieses Agens eine elF2a-Phosphorylierung durch die dsRINA-activated
protein kinase-like ER finase (PERK) bewirkt (Treiman ef al, 1998). Wie in Abb. 4.4 A zu
sehen ist, kommt es 4 und 8 h p.i. mit MVAACTL zu einer Phosphorylierung von ellF2«,
wohingegen bei MVA, MVAAC7L-K1L oder MVA-KI1L keine Phosphorylierung zu
beobachten war. Eine Ausnahme bilden RK-13 Zellen, bei welchen elF2« auch 4 und 8
h pi. nach MVA-Infektion phosphoryliert wurde. In Hela-Zellen war bei nicht
infizierten Zellen eine generelle elF2a-Phosphorylierung vorhanden, die durch die
MVAAC7L-Infektion kaum verstirkt wurde. Im Fall der fir MVA und MVAAC7L
permissiven BHK-21-Zellen (Backes e a4/, 2010) war dagegen nahezu keine
Phosphorylierung von elF2« zu beobachten.

Die Durchschnittswerte von den quantifizierten Intensititen der phosphorylierten
ellF2a-Banden (siche Abs. 3.2.3.5.3) sind in Relation zum Wert bei 0 h p.i. in Abb. 4.4 B
dargestellt. Es ist zu sehen, dass die elFF2a-Phosphorylierung 8 h p.i. in MVAAC7L-
infizierten NIH-3T3-Zellen um ca. 100% erhoht war, bei MRC-5-Zellen um 200-250%,
bei HelLa-Zellen um ca. 50% und bei RK-13-Zellen um ca. 250%.
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Abb. 4.4 C7 und Kl inhibieren die eIF2«-Phosphorylierung. A. Western Blot-Analyse der elF2x-
Phosphorylierung in NIH-3T3-, MRC-5-, HelLa-, RK-13- und BHK-21-Zellen infiziert mit einer moi von
5 mit MVA, MVAAC7L (AC7L), MVAAC7L-K1L (AC7L-KI1L), MVA-KI1L (K1L) oder MVAAE3L
(AE3L). Proteinlysate, hergestellt 0, 4 und 8 Stunden nach Infektion (h p.i.), wurden per SDS-PAGE
aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran transferiert und mit Antikérpern spezifisch fiir elF20 und
phosphoryliertes elF2a (eIF2a-P) untersucht. Uninfizierte (u) und mit 1pM Thapsigargin behandelte
Zellen (+) dienten als Kontrolle. B. Durchschnittlicher Anstieg der phosphorylierten elF2a-
Bandenintensitit 4 und 8 h p.i. relativ zum jeweiligen Wert bei 0 h p.i. und normalisiert mit der Gesamt-
elFF2a-Bandenintensitit. Die Durchschnittswerte * Standardabweichungen von zwei unterschiedlichen
Experimenten sind dargestellt.
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Der vergleichbare Anstieg der elF2a-Phosphorylierung nach MV A-Infektion von RK-
13-Zellen deutete an, dass K1L, aber nicht C7L in diesen Zellen eine inhibitorische Rolle
spielt. Ansonsten war durch MVA-, MVAAC7L-K1L- oder MVA-K1L-Infektion keine
Steigerung der elF2a-Phosphorylierung zu bemerken bzw. eher eine geringfligige
Abnahme. Weiterhin wurde deutlich, dass vor allem in Hel.a- und MRC-5-Zellen die
durch MVAAE3L-Infektion induzierte elF2a-Phosphorylierung weitaus stirker ist, als in
MVAACTL-infizierten Zellen.

Zusammengenommen deuten die Resultate darauf hin, dass eine Korrelation zwischen
dem Fehlen der spiten Genexpression und der Induktion der elF2a-Phosphorylierung
durch MVAAC7L-Infektion bestehen kénnte (vergleiche Abb. 4.3 mit Abb. 4.4). Bei
Hela-Zellen, in welchen die spite B5-Expression nach MVAAC7L-Infektion nicht
beeinflusst war (siche Abb. 4.3), war die elF2a-Phosphorylierung auch nur relativ

schwach ausgepragt.

4.2.2 Die elF2a-Phosphorylierung wird durch die Proteinkinase R (PKR)

verursacht

Je nach Stresssignal kann eIF2« durch eine andere Kinase phosphoryliert werden (siche
Abb. 4.5). Mit Ausnahme des Hiam-regulierten Inhibitors (HRI) wurde die ellFF2a-
Phosphorylierung durch die Proteinkinase R (PKR), PERK und general control non-
derepressing 2 (GCN2) im Zusammenhang mit viralen Infektionen beobachtet (Berlanga ez
al., 2006; Garcia et al., 2007; Jordan ez al., 2002).
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Abb. 4.5 Schematische Darstellung der Kinasen, die eIF2x phosphorylieren kénnen, und der
Stressstimuli, die zu ihrer Aktivierung fiihren.

e’

66



Ergebnisse

Um zu untersuchen, welche Kinase im Fall der MVAAC7L-Infektion die elF2«-
Phosphorylierung verursacht, wurden murine embryonische Fibroblasten (MEF)
untersucht, die aus Anock-out Mausen stammen, welchen jeweils das Gen der PKR,
PERK oder GCN2 fehlt. Analog zu dem in Abb. 4.4 dargestellten Experiment wurden
die Wildtyp-MEF und die MEF mit der jeweiligen fehlenden Kinase mit den
unterschiedlichen Viren infiziert. Nach 0, 4 und 8 h p.i. wurden Zelllysate hergestellt und
die elFF2a-Phosphorylierung wurde mittels Western Blot analysiert (siche Abb. 4.6 A und
B).

In den wildtypischen, den GCN2’- und PERK’-MEF war eine elF2a-
Phosphorylierung 4 bzw. 8 h pi. nach MVAAC7L-Infektion zu verzeichnen,
wohingegen bei PKR”-MEF dieser Anstieg der Phosphorylierung ausblieb. Auch bei
MVAAE3-infizierten PKR”-MEF wurde eIF2a nicht phosphoryliert, wie es bereits
beschrieben wurde (Ludwig e# a/., 20006). Vergleichbar mit den Untersuchungen mit den
NIH-3T3-, MRC-5- und Hela-Zellen, fihrte die Infektion mit den ubrigen Viren zu
keiner elF2a-Phosphorylierung in den MEF (siche Abb. 4.4 und Abb. 4.6).
Schlussfolgernd zeigen diese Ergebnisse, dass die PKR im Fall der MVAACT7L-Infektion

die Kinase zu sein scheint, welche eIlF2« phosphoryliert.
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Abb. 4.6 eIF2a wird nach MVAAC7L-Infektion durch die PKR phosphoryliert. A. Western Blot-
Analyse der elF2a-Phosphorylierung in Wildtyp-, PKR/-, GCN2/- und PERK/-MEF infiziert mit
MVA, MVAACT7L (AC7L), MVAAC7L-K1L (AC7L-K1L), MVA-K1L (K1L) oder MVAAE3L (AE3L) mit
einer moi von 5. Proteinlysate, hergestellt 0, 4 und 8 Stunden nach Infektion (h p.i.), wurden per SDS-
PAGE aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran transferiert und mit Antikérpern spezifisch fur elF2« und
phosphoryliertes elFF2a (elF2a-P) untersucht. Uninfizierte (u) und mit 1pM Thapsigargin behandelte
Zellen (+) dienten als Kontrolle. B. Durchschnittlicher Anstieg der phosphorylierten ellF2a-
Bandenintensitit 4 und 8 h p.i. relativ zu 0 h p.i. und normalisiert mit der Gesamt-elF2a-Bandenintensitit.
Die Durchschnittswerte + Standardabweichungen von zwei unterschiedlichen Experimenten sind
dargestellt.
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4.2.3 Eine reduzierte E3-Expression in MVAACT7L infizierten Zellen ist
nicht verantwortlich fiir die eIF2a-Phosphorylierung durch die PKR

Meng und Kollegen konnten 2008 einen Zusammenhang zwischen dem Fehlen von C7L
in VACV und einer reduzierten E3L-Expression herstellen (Meng e# al., 2008). Das E3-
Protein inhibiert die PKR-vermittelte eIF2a-Phosphorylierung (siehe Abs. 2.4.1). Falls
bei der MVAACT7L-Infektion auch eine verminderte E3L-Expression stattfinden wiirde,
koénnten folglich C7 und K1 indirekt tiber E3 die elF2«-Phosphorylierung inhibieren.
Um dies zu analysieren, wurde die E3L-Expression der verschiedenen Viren in den
unterschiedlichen Zellen per Western Blot-Analyse untersucht. Interessanterweise
konnte in allen untersuchten Zelllinien nach Infektion mit MVAACTL eine reduzierte

E3L-Expression festgestellt werden (siche Abb. 4.7).
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Abb. 4.7 Die E3L-Expression ist wihrend der MVAAC7L-Infektion reduziert. Western Blot-Analyse
der E3-Exptession in NIH-3T3-, MRC-5-, Hela-, RK-13-, BHK-21-Zellen sowie Wildtyp-, PKR/~,
GCN2/-- und PERK/-MEF infiziert mit einer moi von 5 mit MVA, MVAACT7L (AC7L), MVAACT7L-
K1L (AC7L-K1L) oder MVA-KI1L (K1L). Proteinlysate, hergestellt 0, 4 und 8 Stunden nach Infektion (h
p..), wurden per SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran transferiert und mit Antikérpern
spezifisch fir E3 und B-Aktin als Ladekontrolle untersucht.
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Eine Ausnahme hiervon bilden wiederum RK-13-Zellen, bei welchen allein das
Vorhandensein von K1L hierfir wichtig ist. Weiterhin waren in den permissiven BHK-
21-Zellen keine Unterschiede des E3L-Expressionslevels nach Infektion mit den
unterschiedlichen Viren erkennbar (siche Abb. 4.7).

Da also die reduzierte E3L-Expression mit den im vorangegangenen Abschnitt
beschriebenen Beobachtungen der elF2a-Phosphorylierung korreliert, wurde die elF2a-
Phosphorylierung in NIH-3T3-Zellen untersucht, welche E3L stabil exprimieren (NIH-
3T3-E3L; Budt ¢f al, 2009). Damit sollte ein indirekter Effekt von C7 und K1 in Bezug
auf die elF2a-Phosphorylierung ausgeschlossen werden. In Abb. 4.8 A ist zu sehen, dass
in den NIH-3T3-E3L-Zellen die reduzierte E3-Expression nach MVAAC7L-Infektion in
Relation zu den anderen Viren ausgeglichen war. Jedoch war die elFF2a-Phosphorylier-
ung, welche im Fall von MVAAE3L-infizierten Zellen nicht mehr stattfand, bei
MVAACTL-infizierten Zellen immer noch prasent (siche Abb. 4.8 A und B).
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Abb. 4.8 Die reduzierte E3L-Expression wihrend der MVAAC7L-Infektion ist nicht
verantwortlich fiir die eIF2«-Phosphorylierung. A. Western Blot-Analyse der eIF2a-Phosphorylierung
in NIH-3T3-Zellen, die stabil E3L exprimieren. Die Zellen wurden mit einer moi von 5 mit MVA,
MVAAC7L (AC7L), MVAAC7L-K1L (AC7L-K1L), MVA-KI1L (K1L) oder MVAAE3L als Kontrolle
infiziert. Proteinlysate, hergestellt 0, 4 und 8 h p.i., wurden mit Antikérpern spezifisch fir elF2a,
phosphoryliertes elF2a (eIF20-P), E3 und B-Aktin als Ladekontrolle untersucht. Uninfizierte (u) und mit
1pM Thapsigargin behandelte Zellen (+) dienten als Kontrolle. B. Durchschnittlicher Anstieg der
phosphorylierten elF2a-Bandenintensitit 4 und 8 h p.i. relativ zu den Werten bei 0 h p.i. und normalisiert
mit der Gesamt-eIlF2a-Bandenintensitdt. Die Durchschnittswerte + Standardabweichungen von zwei
unterschiedlichen Experimenten sind dargestellt.
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Diese Ergebnisse bedeuten, dass C7 wund vermutlich auch K1 die elF2a-
Phosphorylierung nicht indirekt inhibieren, indem sie die Expression von E3 erhohen.

Dem entsprechend muss ein eigenstindiger Mechanismus hierfiir verantwortlich sein.

4.2.4 Das Fehlen der PKR reicht nicht aus, um die spite Genexpression

von MVAACT7L wiederherzustellen

Die vorangegangenen Ergebnisse deuteten stark darauf hin, dass die elF2a-
Phosphorylierung fiir das unter Abs. 4.1 beschriebene Fehlen der spiten Genexpression
nach MVAAC7L-Infektion verantwortlich sein kénnte. Um diese Vermutung zu
bestitigen, wurden Wildtyp- und PKR/-MEF mit den unterschiedlichen Viren infiziert.
Nach verschiedenen Zeitpunkten p.i. erfolgte die Herstellung von Zelllysaten und
anschlieBend wurde mittels Western Blot-Analyse zunichst reprisentativ die Expression
des spiten viralen Proteins B5 untersucht (siche Abb. 4.9 A und B). Wider Erwarten war
sowohl 8 als auch 24 h p.. kein B5 in Zell-Lysaten von MVAAC7L-infizierten Zellen
nachweisbar, wohingegen die B5 Expression von MVAAE3L in PKR”-MEF wie bereits
beschrieben wiederhergestellt wurde (Ludwig e a/, 2006). Um auszuschlieBen, dass es
sich hierbei um einen B5-spezifischen Effekt handelt, wurde zudem eine tbergreifende
Expressionsanalyse mittels radioaktiver Markierung neu synthetisierter Proteine (siche
Abs. 3.2.3.9) durchgefiihrt. Wildtyp- und PKR”-MEF wurden mit MVA, MVAACTL
oder MVAAC7L-KI1L infiziert, nach verschiedenen Zeitpunkten Lysate radioaktiv
markierter Proteine hergestellt und per SDS-PAGE separiert. Proteinbanden, die 5 bzw.
10 h p.i. bei MVA und MVAAC7L-KI1L sichtbar waren und somit spite virale Proteine
reprasentierten, waren bet MVAACTL nicht synthetisiert worden (siche Abb. 4.9 C). Das
bestitigt das Fehlen der spiten B5-Expression in PKR”-MEF nach MVAAC7L-
Infektion (Abb. 4.9 A und B).

Als ein weiterer anti-viral wirkender Faktor, der wie auch die PKR durch dsRNA
aktiviert wird, konnte die RNaseL die spite Genexpression von MVAACTL inhibieren.
Um dieser Méglichkeit nachzugehen erfolgte die Infektion von MEF, die aus Miusen
stammen, welchen sowohl die PKR als auch die RNasel. fehlt (PKR”-RNasel.” -MEF).
Doch auch in diesen Zellen war nach 8 oder 24 h p.i. mit MVAACTL kein B5
detektierbar (siche Abb. 4.9 A und B).
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Abb. 4.9 Die spite Genexpression von MVAAC7L wird in PKR-/--MEF oder PKR-/--RNaseL-/--
MEF nicht wiederhergestellt. A. und B. Western Blot-Analyse der B5-Expression in Wildtyp-, PKR”-,
PKR/-RNasel./--MEF infiziert mit einer moi von 5 mit MVA, MVAACT7L (AC7L), MVAAC7L-K1L
(AC7L-K1L) oder MVA-KI1L (K1L). Proteinlysate, hergestellt 0, 4, 8 (A) und 24 Stunden nach Infektion
(h pi) B), wurden per SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran transferiert und mit einem
Antikdrper untersucht, der spezifisch gegen B5 und $-Aktin (als Ladekontrolle) gerichtet ist. Uninfizierte
Zellen dienten als Kontrolle (u). C. Autoradiographie einer 3S-Methionin-Markierung von Wildtyp- und
PKR/-MEF infiziert mit MVA, MVAAC7L (AC7L) und MVAAC7L-KIL (AC7L-KI1L). Zell-Lysate
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und somit intermedidre oder spite virale Proteine darstellen sind mit Pfeilen markiert. Uninfizierte Zellen
dienten als Kontrolle (u).

Zusammengenommen konnte die durch MVAAC7L  hervorgerufene ellF2a-
Phosphorylierung zwar in PKR”-MEF unterbunden werden, jedoch ist dies alleine
unzureichend, um die spite Genexpression in MVAAC7L-infizierten Zellen wieder-

herzustellen.

4.3 Untersuchungen zur MVA-induzierten Aktivierung des NFxB-

Signalwegs

Eine MVA-Infektion fihrt im Gegensatz zu Infektionen mit nicht attenuierten VACV-
Staimmen, wie VACV WR, zu einer Aktivierung des NFkB-Signalwegs (Oie and Pickup,
2001). Shisler und Jin konnten bereits zeigen, dass eine Wiederherstellung von K1L in
MVA diese Aktivierung in infizierten 293T- und RK-13-Zellen teilweise verhindern
kann, wobei der genaue Mechanismus noch unklar ist (Shisler and Jin, 2004). Im
Folgenden wurde untersucht, ob C7 ebenfalls einen Einfluss auf die durch MVA-

Infektion induzierte NFxB-Aktivierung hat.

4.3.1 C7 reduziert den Abbau von IxBx

Ein wichtiger Schritt bei der Aktivierung von NFkB ist die Degradierung des Inhibitors
IkBa. Da K1 diesen Abbau verhindert, wurde der IxkBa-Abbau nach Infektion mit
MVAAC7L im Vergleich zu Wildtyp-MVA, MVAAC7L-K1L und MVA-KI1L in MEF
und MRC-5-Zellen untersucht. Fiir den folgenden Infektionsversuch dienten uninfizierte
und TNFa-stimulierte Zellen als Kontrolle. Es wurden nach unterschiedlichen Zeit-
punkten p.i. Zelllysate hergestellt und per Western Blot-Analyse wurde die Menge an
IxBo bestimmt. Abb. 4.10 A zeigt, dass der IkBa-Abbau in MVAAC7L-infizierten MRC-
5-Zellen und MEF stirker war als bei MVA-infizierten Zellen. MVAAC7L-K1L-
infizierte Zellen wiesen einen dhnlichen IkBa-Abbau auf wie MV A-infizierte Zellen und
MVA-K1L-infizierte Zellen waren annihernd vergleichbar mit uninfizierten Zellen.

Zur Quantifizierung wurden die IkBa-Bandenintensititen der Western Blot-Analysen
bestimmt und auf die Intensitit von B-Aktin normalisiert. Abb. 4.10 B zeigt die

durchschnittliche Verinderung der IkBa-Menge relativ zum jeweiligen Wert zu Beginn
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des Versuchs (0 h p.i.). Bei MV A-infizierten MEF verminderte sich die IxkBa-Menge 3-4

h p.i. um maximal 30% und stieg dann 8 h p.i wieder an, wohingegen bei MVAAC7L-

infizierten MEF 4 h p.i. mit 70% eine deutlich stirkere Degradierung von IxBa stattfand,

die nur leicht wieder anstieg. In MRC-5-Zellen war ein dhnlich starker IxkBa-Abbau nach

MVAACT7L-Infektion zu beobachten, wobei dieser sich 8 h p.i. noch weiter verstirkte.
Der IxkBa-Abbau in MVAAC7L-K1L-infizierten Zellen war dhnlich zu dem Abbau in
MVA-infizierten Zellen. Bei MVA-KlL-infizierten Zellen war im Vergleich zu

uninfizierten Zellen ein leichter IxkBa-Abbau vorhanden. Diese Ergebnisse zeigen, dass

C7 dazu beitrigt, den IkBa-Abbau wihrend der MV A-Infektion zu verhindern.
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Abb. 4.10 MVAACT7L induziert einen stirkeren IxkBa-Abbau als MVA. A. Western Blot-Analyse des
IxkBa-Abbaus in MRC-5-Zellen und MEF, infiziert mit einer moi von 10 mit MVA, MVAAC7L (AC7L),
MVAAC7L-K1L (AC7L-K1L) oder MVA-KI1L (K1L). Proteinlysate, hergestellt 0, 1, 2, 3, 4 und 8 Stunden
nach Infektion (h p.i.), wurden per SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran transferiert und mit
Antikorpern spezifisch fiir IxkBax und B-Aktin als Ladekontrolle untersucht. Uninfizierte (u) und mit
20ng/ml TNFo behandelte Zellen (TNFo) dienten als Kontrolle. B. Durchschnittliche Verinderung detr
IkBa-Bandenintensitit 1, 2, 3, 4 und 8 h pi. relativ zu 0 h p.i. und normalisiert mit der B3-Aktin-
Bandenintensitit. Die Durchschnittswerte + Standardabweichungen von drei unterschiedlichen
Experimenten sind dargestellt. Die p-Werte sind kleiner 0,05 und wurden mit dem Wilcoxon-
Rangsummentest berechnet (Wilcoxon, 1946).

4.3.2 C7 reduziert die Translokation von NFkB p65 in den Nukleus

Um der Inhibition der NFkB-Aktivierung durch C7 weiter auf den Grund zu gehen,
wurde die Translokation von NFxB p65 in den Zellkern als ein weiterer Indikator fiir die
NFkB-Aktivierung untersucht (siehe auch Abb. 2.5). Hierfir erfolgte die Infektion von
MEF und MRC-5-Zellen durch MVA, MVAAC7L, MVAAC7L-K1L oder MVA-K1L
und 0, 2, 4 sowie. 8 h p.i. wurden zytoplasmatische- und nukleire Protein-Extrakte
hergestellt (siche Abs. 3.2.3.2). Zunichst wurde die Reinheit der beiden Fraktionen mit
dem Vorhandensein des zytoplasmatischen Proteins GAPDH und des nukleiren

Proteins Lamin A kontrolliert (siche Abb. 4.11 A). In der nukleiren Fraktion war nur

75



Ergebnisse

Lamin A und in der zytoplasmatischen nur GAPDH zu detektieren. Fur den folgenden
Infektionsversuch dienten uninfizierte und TNFa-stimulierte Zellen als Kontrolle. Per
Western Blot-Analyse wurde die Zunahme von p65 im Zellkern tberpriift, wobei die
Detektion von Lamin A bei den nukleiren- und B-Aktin bei den zytoplasmatischen

Extrakten als Ladekontrollen fungierten.
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Abb. 4.11 Analyse der Translokation von NFkB p65 in den Nukleus. A. Western Blot-Analyse
zytoplasmatischer und nukledrer Extrakte von MRC-5-Zellen und MEF. Die Reinheit beider Fraktionen
wurde anhand des zytoplasmatischen Proteins GAPDH und des nukledren Proteins Lamin A dberprift.
B. Western Blot-Analyse zytoplasmatischer und nukledrer Extrakte von MRC-5-Zellen und MEF, infiziert
mit einer moi von 10 mit MVA, MVAAC7L (AC7L), MVAAC7L-K1L (AC7L-K1L) oder MVA-KIL
(K1L). Protein-Extrakte, hergestellt 0, 2, 4 und 8 h p.i., wurden per SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine
PVDF-Membran transferiert und mit Antikérpern spezifisch fiir p65 untersucht. Die Detektion von (-
Aktin oder Lamin A diente als Ladekontrolle. Uninfizierte (u) und mit 20ng/ml TNFa behandelte Zellen
(TNFa) dienten als Kontrolle.
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Im Vergleich zu MVA- und MVAAC7L-K1L-infizierten Zellen war die p65-Kern-
Translokation bei MVAAC7L-infizierten Zellen etwas stirker und setzte zudem bei
MRC-5-Zellen fruher ein. Bei MVA-K1L-infizierten Zellen waren nur schwache p65-
Banden in der nukledren Fraktion im Vergleich zu uninfizierten Zellen zu detektieren
(siche Abb. 4.11 B). Diese Ergebnisse decken sich mit den Daten des IkBa-Abbaus
(siche Abs. 4.3.1).

4.3.3 Die stirkere NFxB-Aktivierung nach MVAAC7L-Infektion ist

unabhingig von der spiten Genexpression

Wie in Abs. 4.1 beschrieben, zeichnet sich im Gegensatz zu einer MV A-Infektion eine
MVAAC7L-Infektion von MRC-5 und MEF dadurch aus, dass spite virale Gene nicht
exprimiert werden. Um auszuschlieBen, dass die beobachtete, stirkere NFkB-
Aktivierung (Abs. 4.3.1 und 4.3.2) eine Folge der fehlenden spiten Genexpression in
MVAACT7L-infizierten Zellen ist, wurde der IxkBa-Abbau in MVA- und MVAAC7L-
infizierten MRC-5-Zellen und MEF untersucht, die mit Cytosin Arabinosid (AraC)
behandelt wurden. Dieses Agens unterbindet die DNA-Replikation von VACV und
dadurch auch die intermedidre und spite Genexpression, beeinflusst jedoch nicht die
Expression frither Gene. Da die NFkB-Aktivierung bei MVA in der frihen Phase der
Infektion induziert wird (Martin and Shisler, 2009), ist durch diese Behandlung, in
Ubereinstimmung mit der Literatur (Lynch e a/, 2009), kein negativer Einfluss auf die
NFkB-Induktion zu erwarten. Dadurch sollten MVA und MVAAC7L vergleichbare
Genexpressionsmuster aufweisen.

Nach 0, 1, 2, 3, 4 und 8 h p.i. wurden Zell-Lysate hergestellt, wobei uninfizierte- und mit
TNFoa-stimulierte Zellen wiederum als Kontrollen dienten, und per Western Blot-
Analyse erfolgte die Untersuchung des IxkBa-Abbaus. Als zusitzliche Kontrolle der
gewiinschten AraC-Wirkung wurde 8 h p.. ein Lysat von infizierten, aber nicht mit
AraC-behandelten Zellen hergestellt und das spite B5-Protein wurde detektiert (siche
Abb. 4.12 A). Dieses fehlte wie erwartet bei den mit AraC-behandelten Proben. Trotz
des nicht zu vernachlissigenden FEinflusses von AraC auf den IkBa-Abbau bei
uninfizierten Zellen, der sich besonders bei MEF adullerte, war der IxkBa-Abbau in
MVAAC7L-infizierten Zellen immer noch wesentlich ausgeprigter als in MVA-
infizierten Zellen. Die Quantifizierung der durchschnittlichen Verinderung der IxBa-

Bandenintensititen zeigte einen signifikant hoheren Abbau in MVAACT7L-infizierten
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Zellen 4 und 8 h p.i. als in MV A-infizierten Zellen (siche Abb. 4.12 B). Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass der im Gegensatz zu MVA verkirzte Replikationszyklus von

MVAACTL nicht fir die stirkere NFxB-Aktivierung verantwortlich ist.
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Abb. 4.12 Die stirkere NFxB-Aktivierung durch MVAAC7L-Infektion ist unabhingig von dem
Fehlen der spiten Genexpression. A. Western Blot-Analyse des IkBa-Abbaus in MRC-5-Zellen und
MEF, infiziert mit MVA oder MVAAC7L (AC7L) und behandelt mit 40pg/ml AraC. Proteinlysate,
hergestellt 0, 1, 2, 3, 4 und 8 Stunden nach Infektion (h p.i.), wurden per SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine
PVDF-Membran transferiert und mit AntikGrpern spezifisch fiir IkBa und B-Aktin als Ladekontrolle
untersucht. Uninfizierte (u) und mit 20ng/ml TNFa behandelte Zellen (TNFe) dienten als Kontrolle. Die
Wirksamkeit von AraC wurde durch Detektion von B5 tberprift. B. Durchschnittliche Verdnderung der
IxkBa-Bandenintensitit 1, 2, 3, 4 und 8 h p.i. relativ zu den Werten bei 0 h p.i. und normalisiert mit der -
Aktin-Bandenintensitit. Die Durchschnittswerte = Standardabweichungen von zwei unterschiedlichen
Experimenten sind dargestellt. Die p-Werte wurden mit dem Wilcoxon-Rangsummentest berechnet
(Wilcoxon, 1946).
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434 In PKR/-MEF ist die NFxkB-Aktivierung nach MVAAC7L-

Infektion teilweise aufgehoben

Kirzlich wurde der Zusammenhang zwischen der NFxB-Aktivierung durch MVA und
dem Vorhandensein der PKR hergestellt (Lynch ez @/, 2009). Lynch und Kollegen
zeigten, dass die MVA-Infektion in PKR/-MEF keine NFxB-Aktivierung mehr
verursacht. Um zu ermitteln, ob dies auch bei einer MVAACT7L-Infektion der Fall ist,
erfolgte die Infektion von PKR/-MEF mit MVA, MVAAC7L, MVAAC7L-K1L oder
MVA-K1L, und der IkBa-Abbau wurde nach 0, 1, 2, 3, 4 und 8 h p.i. analysiert (siche
Abb. 4.13 A). Es zeigte sich, dass bei MVA-, MVAAC7L-K1L und MVA-KIL-
infizierten Zellen nahezu kein IkBa-Abbau mehr stattfand. Dagegen war bei MVAAC7L-
infizierten PKR”-MEF immer noch ein Abbau zu beobachten, wenn auch in einem
reduziertem Male (vergleiche Abb. 4.10 A und B mit Abb. 4.13 A und B). Eine
Quantifizierung der durchschnittlichen Verinderung der IxkBa-Bandenintensititen zeigte
eine Abnahme von IkBa um ca. 30% bei MVAAC7L-infizierten PKR’-MEF,
wohingegen bei den anderen Viren fast keine Verinderung festzustellen war. Weiterhin
wurden zytoplasmatische und nukleire Extrakte 0 und 8 h p.i. mit den unterschiedlichen
Viren hergestellt und die p65-Translokation wurde analysiert. Auch hier offenbarte sich
bei MVAACT7L-infizierten Zellen ein etwas stirkerer Anstieg der p65-Bande 8 h p.i. im
Vergleich zu den anderen Infektionen, die nur in geringem Maf3e eine Translokation von
p65 in den Zellkern auslosten (siehe Abb. 4.13 C).

Diese Ergebnisse bedeuten, dass die NFxB-Aktivierung nach MVA-Infektion PKR-
abhingig ist, wie schon von Lynch und Kollegen (Lynch ez @/, 2009) beschrieben.
Dartber hinaus scheint jedoch noch ein weiterer Signalweg, der durch C7 oder Kl
inhibiert wird, zur NFxkB-Aktivierung zu fihren, da in MVAAC7L-infizierten PKR”-

MEF immer noch eine Aktivierung vorhanden war.
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Abb. 4.13 In PKR/-MEF wird die MVAAC7L-induzierte NFxB-Aktivierung nur zum Teil
aufgehoben. A. Western Blot-Analyse des IxkBa-Abbaus in PKR/--MEF, infiziert mit einer moi von 10
mit MVA, MVAAC7L (AC7L), MVAAC7L-KI1L (AC7L-KI1L) oder MVA-KI1L (K1L). Proteinlysate,
hergestellt 0, 1, 2, 3, 4 und 8 Stunden nach Infektion (h p.i.), wurden per SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine
PVDF-Membran transferiert und mit AntikGrpern spezifisch fir IkBa und B-Aktin als Ladekontrolle
untersucht. Uninfizierte (u) und mit 20ng/ml TNFo behandelte Zellen (TNFa) dienten als Kontrolle. B.
Durchschnittliche Verinderung der IxBa-Bandenintensitit 1, 2, 3, 4 und 8 h p.i. relativ zu den Werten bei
0 h pi und normalisiert mit der B-Aktin-Bandenintensitit. Die Durchschnittswerte
Standardabweichungen von vier unterschiedlichen Experimenten sind dargestellt. Die p-Werte wurden mit
dem Wilcoxon-Rangsummentest berechnet (Wilcoxon, 1946). C. Western Blot-Analyse nukledrer Extrakte
von PKR/-MEF infiziert mit MVA, MVAAC7L (AC7L), MVAAC7L-K1L (AC7L-K1L) oder MVA-KI1L
(K1L). Protein-Extrakte, hergestellt 0 und 8 h p.i., wurden mit Antikérpern spezifisch fir p65 und Lamin
A als Ladekontrollen untersucht. Uninfizierte (u) und mit 20ng/ml TNFoa behandelte Zellen (TNFa)
dienten als Kontrolle.

4.4 Identifizierung moéglicher Interaktionspartner von K1 und C7

Das Vorhandensein von sieben Ankyrin-Repear-Dominen beim K1-Protein, deren
Funktion darin besteht Protein-Protein-Interaktionen zu ermdglichen (Sedgwick and
Smerdon, 1999; Li e al, 2010), deutet stark auf einen oder mehrere mégliche Protein-
Interaktionspartner hin. Um die Funktionen von K1 und C7 weiter zu kliren, wurde im

Folgenden versucht interagierende Proteine zu identifizieren.
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4.4.1 Interaktionspartner von K1 und C7 im Hefe-2-Hybrid-System

Die gingige Hefe-2-Hybrid-Methode bietet die Moglichkeit, eine groBe Anzahl
potentieller Interaktionspartner zu uberprifen, und wurde deshalb in einem ersten
Ansatz genutzt. Diese Methode macht sich zunutze, dass der Hefe Gal4-
Transkriptionsaktivator aus einer DNA-Bindedomine (Gal4-BD) besteht, wortiber die
Bindung an den Promotor erfolgt (Keegan e a/, 1986) und einer Aktivierungsdomine
(Gal4-AD), welche wichtig ist fiir die Rekrutierung der RNA-Polymerase (Brent and
Ptashne, 1985). Nur wenn beide Dominen sich in raumlicher Nihe zueinander befinden,
wird die Transkription des kontrollierten Gens aktiviert. Die Sequenz von K1L und C7L
wurden in den ,,Kéder“-Vektor pGBT9 kloniert, sodass K1 und C7 als Fusionsproteine
mit der Gal4-BD und unter Kontrolle des Hefe ADH1-Promotors exprimiert werden.
Die Hefe-2-Hybrid-Analysen erfolgten mit einer humanen und einer murinen ,,Beute®-
cDNA-Bibliothek, wie in Abs. 3.2.5 beschrieben (DKFZ, Heidelberg). Diese wurden als
Fusionsproteine mit der Gal4-AD exprimiert, sodass im Fall einer Interaktion diese
Domine mit der Gal4-BD des ,,Kéder“-Proteins (hier K1 oder C7) zusammenkommt
und in Folge dessen ein Reportergen exprimiert wird. In Tabelle 4.3 sind die
wahrscheinlichsten Interaktionspartner von K1 und C7 dargestellt, die in den Hefe-2-

Hybrid sereenings gefunden wurden.

Tabelle 4.3 Ubersicht der wahrscheinlichsten Hefe-2-Hybrid Interaktionspartner von K1 und C7

a
g _ 5
Sl 3z & .
o & E g Beschreibung =
5§ | ¢ 7 |§ 8 3 3
2 |28 |F% 2 2
G |2 S |2 3 3 &
K1 RPC8 8 RNA-Polymerase III Polypeptid H human
K1 Atxn10 7 Ataxin 10 mutin
K1 Elavl3 5 ELAYV (embryonic lethal, abnormal vision, Drosophila)-like 3 (Hu murin
Antigen C)
K1 Rnf10 3 Ring Finger Protein 10 murin
K1 Rab3ill 3 RAB3A interagierendes protein (rabin3)-/ike 1 murin
Cc7 Brg-1 6 SWI/SNF related, matrix associated, Aktin dependent regulator of murin
chromatin, Unterfamilie a, Mitglied 4
Cc7 Brg-1 1 SW1/SNF related, matrix associated, Aktin dependent regulator of human
chromatin, Unterfamilie a, Mitglied 4
Cc7 NCoR1 2 Nukledrer Receptor Co-Repressor 1 murin
Cc7 NCoR1 2 Nukledrer Receptor Co-Repressor 1 human
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Fir K1 wurden fiinf potentielle Interaktionspartner identifiziert, wobei diese nur mit
jeweils einer der beiden cDNA-Bibliotheken entdeckt wurden. Der vermeintlich mit K1
wechselwirkende ewbryonic lethal, abnormal vision, Drosophila-like 3 (Elavl3) wurde als
tatsachlicher Interaktionspartner ausgeschlossen, da dieses Protein spezifisch nur in
Neuronen exprimiert wird und somit nicht fiur die Aost-range-Funktion von Kl in
beispielsweise Hel.a-Zellen wichtig sein kann (Fornaro ef al, 2007). Im Fall von C7
wurden zwei vermeintliche Interaktionspartner identifiziert, die mit beiden cDNA-

Bibliotheken entdeckt wurden, was eine tatsichliche Interaktion wahrscheinlicher macht.

4.4.2 Generierung und Charakterisierung von MVA-KIL-HA und MVA-
C7L-V5

Aufgrund der hohen falsch-positiv-Rate von tber 50% der Hefe-2-Hybrid-Methode
(Deane et al., 2002), missen hierdurch identifizierte Interaktionen mit einer anderen
Nachweismethode bestitigt werden. Um die in Abs. 4.4.1 vorgestellten moglichen
Interaktionen von K1 und C7 per Co-Immunprizipitierung verifizieren zu konnen,
wurden rekombinante MVA generiert, die fir die Sequenz von KI1L mit einem N-
terminalen HA-7ag (MVA-K1L-HA) oder fir die Sequenz von C7L mit C-terminalem
V5-tag (MVA-C7L-V5) kodieren. Mit Hilfe dieser zags sollte eine Antikérper-vermittelte
Prizipitierung von K1 und C7 sowie etwaiger Interaktionspartner ermdéglicht werden.
Weiterhin  kénnen MVA-KI1L-HA und MVA-C7L-V5 dazu dienen, mogliche
Interaktionen im Kontext einer natirlichen MVA-Infektion zu untersuchen. Im
Folgenden ist die Klonierung der Insertionsplasmide sowie die Generierung und

anschliefende Charakterisierung der beiden Viren dargestellt.

4.4.2.1 Klonierung der Insertionsplasmide fiir K1L-HA und C7L-V5

Die Klonierung des KI1L-HA-Insertionsplasmids (pLWE-K1L-HA) zur Generierung
von MVA-KI1L-HA erfolgte, indem mittels PCR-Amplifikation die Sequenz von K1L-
HA von dem Expressionsplasmid pCMV-K1L-HA (siche Abs. 3.1.9) und der K1L-
Sequenz des Insertionsplasmids pLWE-KI1L, dass zur Generierung von MVA-KI1L
diente (Zwilling ez al., 2010), mit den primern JZ41 und UM3 fusioniert wurden (siche
Abb. 4.14). Die Elongationszeit wurde hierfiir fiir 30 Zyklen so kurz gewihlt (5 Sek.),
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dass von den beiden unterschiedlichen DNA-Matrizen tiberlappende Bereiche innerhalb
der K1L-Sequenz entstanden, die dann durch eine 20 Min. Elongationszeit am Ende der
PCR aufgefillt wurden. Das resultierende PCR-Produkt hatte die Sequenz von K1L mit
der HA-Sequenz am 5°-Ende und dem 3 -untranslatierten Bereich (3°-UTR). Durch eine
zweite PCR mit den primern UM4 und JZ42 wurde aus pLWE-K1L ein Sequenzbereich
von 231 Bp stromaufwirts von KIL amplifiziert, welcher die authentische
Promotorregion von K1L enthalt. Die Sequenzen der primer 741 und JZ42 wurden so
gewiahlt, dass tberlappende Bereiche bei den beiden oben beschriebenen PCR-
Produkten entstanden, sodass durch eine weitere Fusions-PCR mit den Primzern UM3 und
UM4 die PCR-Produkte verbunden wurden (siche Abb. 4.14). Das resultierende Produkt
und pLWE-KI1L wurden anschlieBend mit PsAl und BazHI verdaut und die Sequenzen
wurden ligiert, so dass pLWE-K1L-HA daraus entstand.

pCMV-KIL-HA pLWE-KIL
HA KI1L Py KI1L 3'UTR
Del 111 Del 111
_ a1 m a2
~_ PCR -
—
PCR-Produkt mit PCR-Produkt mit
J7242 und UM4 J741 und UM3
P, HA KIL 3'UTR
Pst 1 Bam H1
| 4 <
UM4 UM3
NG Fusions-PCR ),
—~

Verdau des Fusions-PCR Produktes und von
pLWE-K1L mit Psz I und Ban HI

v

Ligation

P, HA KI1L 3'UTR

Del 1IT
Sflank 1

Del 111
Slank 2

pLWE-KIL-HA

Abb. 4.14 Schematische Darstellung der Klonierung des Insertionsplasmids fiir KIL-HA. Die
Generierung von pLWE-KI1L-HA ist dem Text zu entnehmen. primer sind als Pfeile dargestellt. Das
resultierende Transferplasmid pLWE-KI1L-HA enthilt die Sequenz von KI1L mit HA-7z¢ und dem 3’-
untranslatierten Bereich (3"UTR). Diese Sequenz wird eingerahmt von Sequenzbereichen, die
stromabwirts und —aufwirts der Deletion III im MVA-Genom liegen und fur die Insertion der
dazwischen liegenden Sequenz durch homologe Rekombination dienen (Del III flank 1 und 2).

Zur Klonierung des C7L-V5-Insertionsplasmids wurde zunichst ein groBerer DNA-

Bereich per PCR mit den primemn J7.53 und ]JZ.54 amplifiziert, welcher die Sequenz des
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C7L-Gens und des dazugehorigen Promotors enthielt (siche Abb. 4.15). Hierbei diente
DNA von MVA-infizierten Zellen als Matrize. Das hieraus resultierende PCR-Produkt
wurde wiederum als Matrize fur eine PCR mit den Primern JZ47 und ]JZ48 sowie eine
PCR mit den primern ] 749 und JZ50 genutzt. Die Sequenz von JZ48 und JZ49 wurde so
gewahlt, dass ein Uberlappender DNA-Bereich entsteht, der die Sequenz des V5-74gs hat.
Mit einer finalen PCR mit den primern ] Z47 und JZ50 wurden die beiden PCR-Produkte

fusioniert.

MVA-Genom (Hind III Karte)

C NK F E OMI G LJH D A B
111 ] i1 111 1 ] ]

178 KBp

" 3UTR  C7L Pc-,L

y e st4
PCR 1 PCR 2
3°UTR V5 T ol
—> 247
250 4780 J248 J .
Not1 I
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F11L R K1L R
3'UTR V5 C7L P
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3" /5 _
Del 11 [ K Del TI1
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Abb. 4.15 Schematische Darstellung der Klonierung des Insertionsplasmids fiir C7L-V5. Die
Klonierungsschritte des C7L-V5-Insertionsplasmids pGSV23-C7L-V5 sind im Text beschrieben. Das
resultierende Plasmid enthalt Deletion III flanks, welche Sequenzbereiche darstellen, die stromabwirts und
—aufwirts der Deletion III im MVA-Genom liegen, zur Insertion der dazwischen liegenden Sequenz durch
homologe Rekombination. Weiterhin kodiert das Plasmid fiir K1L als Selektionsmarker fir das Wachstum
von rekombinanten Viren, die die Insertionskassette insetiert haben, in RK-13 Zellen. Die Sequenz von
K1L wird eingerahmt von repetitiven Sequenzen (R), welche eine Deletion von K1L nach erfolgreicher
Selektionierung durch Aufheben des Selektionsdrucks erlauben.
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Das resultierende PCR-Produkt, das C7L mit einer C-terminalen V5-7z¢-Sequenz gefolgt
von dem 3'UTR enthilt sowie das F11L-Transferplasmid pGSV23-F11L (Zwilling ez al.,
2010), wurden mit NoA und Asd verdaut und anschlieBend ligiert, so dass pGSV23-
C7L-V5 dabei generiert wurde (siche Abb. 4.15).

4.4.2.2 Generierung der rekombinanten Viren

Zur Generierung von MVA-KI1L-HA wurden BHK-21-Zellen mit MVA infiziert und
mit pLWE-KI1L-HA transfiziert. Im Fall der Generierung von MVA-C7L-V5 diente
MVAACTL (Backes er al, 2010) als Ausgangsvirus, um Rekombinationsereignissen
zwischen der in MVA erhalten gebliebenen C7L-Sequenz und der inserierten C7L-V5-
Sequenz vorzubeugen. Sowohl die KI1L-HA-, als auch C7L-V5-Sequenz in dem
jeweiligen Insertionsplasmid, wurde von einer Sequenz eingerahmt, welche homolog zu
der Sequenz stromabwirts und —aufwirts der im MVA-Genom natiirlich vorhandenen
Deletion I war (Del 111 flank 1 und 2). Hierdurch wurde eine homologe Rekombination
ermoglicht, wodurch die gewiinschten Sequenzen in die Deletion III des MVA-Genoms
inseriert wurden (siche Abb. 4.16). Es folgte die Passagierung, Selektionierung und

Uberpriifung rekombinanter Viren in RK-13-Zellen (siche Abs. 3.2.6.2).

A
MVA-Genom (Hind III Karte)
C NK F E OMI G LJ H D A B
iy I TR A | 1 178 KBy
. Deletion 111 .
flank 1 flank 2
Homologe Rekombination *
Py HA KIL 3UTR.
Dellll 4 L. Del III
Jlank 1 4 “flank 2
MVA-KIL-HA-Genom (Hind III Karte) l
C NK F E OMI G L] H D A B
1 I TR T I 1
Deletion 111

K1L 3 UTR

fank 1 _—- flank 2
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MVAACT7L-Genom (Hind III Karte)
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Abb. 4.16 Schematische Darstellung der Generierung von MVA-K1L-HA und MVA-C7L-V5. A.
K1L-HA wurde durch Sequenzen, die homolog zu der Sequenz stromabwirts und —aufwirts der Deletion
IIT im MVA-Genom sind, via homologer Rekombination inseriert. Rekombinante Viren wurden durch
Passagierung in RK-13-Zellen selektioniert. B. Die Inserierung von C7L-V5 erfolgte wie in A.
beschrieben. Zusitzlich wurde K1L mit inseriert, um eine Selektion rekombinanter Viren in RK-13-Zellen
zu erméglichen, welche die C7L-V5-Sequenz enthalten. Die repetitiven Sequenzen (R) stromabwirts und
—aufwirts von K1L ermdglichten nach abgeschlossener Selektion eine Deletion von KI1L in fir MVA
permissiven CEF.

Die Selektionierung der rekombinanten Viren wurde hierbei durch die Insertion von
K1L-HA bzw. K1L in das virale Genom gewihrleistet, welche die host-range auf diese
Zellen erweiterten. Beit MVA-K1L-HA wurde K1L-HA stabil ins Genom integriert.

Im Fall von MVA-C7L-V5 wurde nach erfolgreicher Selektion rekombinanter Viren die
dann unerwiinschte K1IL-Sequenz dadurch entfernt, dass die Viren ohne Selektionsdruck
in den fir MVA permissiven CEF passagiert wurden, bis KI1L durch die stromabwirts
und —aufwirts gelegenen repetitiven Sequenzen (R) deletiert wurde (siche Abb. 4.16).
Nach Amplifikation und Aufreinigung der rekombinanten Viren wurden diese
hinsichtlich des Vorhandenseins der inserierten K1L-HA- bzw. C7L-V5-Sequenz mittels
PCR untersucht. Bei MVA-KI1L-HA wurde mit den primern HLPEI66 und HLPEI67,
welche in der flankierenden Sequenz der Deletion III flanks binden, ein DNA-Fragment
mit einer Gro3e von 1931 Bp amplifiziert, wohingegen mit MVA-Wildtyp DNA als

Matrize ein Fragment mit einer Gro3e von 732 Bp amplifiziert wurde (siche Abb. 4.17 A
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oben). Eine zusitzliche PCR mit den primern UM3 und UM4, welche spezifisch K1L-HA
amplifizieren, ergab eine Bande mit der erwarteten Grof3e von 1199 Bp. Dies zeigt, dass
die Sequenz von KI1L-HA erfolgreich inseriert wurde und dass zudem das rekombinante
Virus nicht mit Wildtyp-Virus verunreinigt ist.

Eine Mehrstufen-Wachstumsanalyse (Durchfithrung siehe Abs. 3.2.6.4) in RK-13-Zellen,
in welchen MVA nur bei Anwesenheit von K1L replizieren kann (Sutter ef al., 1994),
zeigte zudem, dass MVA-KI1L-HA im gleichem Mafle wie MVA-KI1L (Zwilling ez al,
2010) repliziert (siche Abb. 4.17 B). Dies bedeutet, dass der HA-7zg am N-Terminus von
K1 keinen negativen Einfluss auf die Funktion von K1 hat, die host-range auf RK13-

Zellen zu erweitern.
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Abb. 4.17 Charakterisierung von MVA-KIL-HA. A. PCR-Analyse zur Insertion von KI1L-HA in das
Genom von MVA. CEF wurden mit MVA-K1L-HA oder MVA infiziert, 48 Stunden nach Infektion (h
p..) wurde DNA extrahiert und per PCR analysiert. Als Kontrollen dienten die DNA von uninfizierten
Zellen sowie das Transferplasmid (pLWE-K1L-HA) und eine PCR mit H>O. Die primer HLPEIG6 und
HLPEI67 binden in der flank-Region der Deletion III von MVA und UM3 und UM4 binden am 3’- und
5’-Ende von K1L-HA. B. Mehrstufen-Wachstumsanalyse von MVA-K1L-HA und MVA-KI1L. RK-13-
Zellen wurden mit dem jeweiligen Virus mit einer moi von 0,05 infiziert und nach 0, 12, 24, 48 und 72 h
pi. wurden die Zellen samt Uberstand geerntet. Die Virustiter wurden durch Riicktitration in CEF
bestimmt. C. Western Blot-Analyse der K1-HA-Expression in RK-13- und Hel.a-Zellen. Die Zellen
wurden mit einer moi von 5 mit MVA-K1L-HA infiziert. Als Kontrolle dienten unfizierte Zellen (u). Nach
0,1,2,3,4,5,6, 8 und 18 h p.i. wurden Zelllysate hergestellt, per SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine
PVDF-Membran transferiert. K1-HA wurde mit einem polyklonalen Antikérper, welcher gegen den HA-
tag gerichtet ist, detektiert. Zur Kontrolle der gleichen Beladung wurde 3-Aktin detektiert.
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AnschlieBend wurde eine Expressionskinetik von K1-HA erstellt, um einen mdglichst
geeigneten Zeitpunkt nach Infektion fur eine Co-Immunprizipitierung zu ermitteln.
Hierfir wurden humane Hel.a- und RK-13-Zellen mit einer moi von 5 infiziert, und
verschiedenen Zeitpunkten p.i. wurden Proteinlysate hergestellt. In einer Western Blot-
Analyse wurde die Expression von K1-HA bestimmt (siche Abb. 4.17 C). K1-HA war
bereits 2 h p.i. zu detektieren, wobei kein nennenswerter Unterschied im
Expressionsmuster zwischen RK-13-Zellen und HelL.a-Zellen zu verzeichnen war. Fiir
die spiter beschriebenen Co-Immunprizipitierungen (siche Abs. 4.4.3) wurde als
Zeitpunkt 5 h p.i. gewihlt, da hier ausreichend K1-HA-Protein vorhanden war.

Analog zu MVA-KI1L-HA wurde MVA-C7L-V5 untersucht. Eine PCR mit den Primern
HLPEI66 und HLPEIG7 erbrachte bei MVA-C7L-V5-DNA ein Amplifikat mit der
GroBe von 1523 Bp, wihrend bei MVA eine Bande bei 732 Bp entstand (siche Abb. 4.18
A oben). Eine PCR mit JZ47 und JZ48, welche spezifisch C7L-V5 amplifiziert, ergab ein
DNA-Fragment mit der erwarteten GroBle von 791 Bp. In einer dritten PCR wurde mit
den primern K1Lintl und -2, die innerhalb der K1L.-Sequenz banden, Gberpriift, ob der
Selektionsmarker K1L aus dem Genom von MVA-C7L-V5 deletiert war. Das Fehlen
eines PCR-Produktes mit MVA-C7L-V5-DNA als Matrize zeigte die erfolgreiche
Deletion der K1L-Sequenz an (siche Abb. 4.18 A unten). Dies bedeutet, dass die
Inserierung erfolgreich war und weder eine Kontamination mit dem Wildtyp-Virus
vorlag noch mit dem Virus-Intermediat, welches die Sequenz von K1L noch trigt. Die
Expression von C7-V5 wurde 4 h p.i. in CEF per Western Blot-Analyse bestitigt (siche
Abb. 4.18 B). Eine Expressions-Kinetik wurde in diesem Falle nicht erstellt, da diese fur
C7 veroftfentlicht ist (Backes e a/, 2010) und zeigt, dass C7 frih ab 2 h p.i. exprimiert
wird. Eine Mehrstufen-Wachstumsanalyse (siche Abs. 3.2.6.4) in CEF ergab keinen
nennenswerten Unterschied im Wachstumsverhalten des Virus zum MVA-Wildtyp

(siche Abb. 4.18 C).
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Abb. 4.18 Charakterisierung von MVA-C7L-V5. A. PCR-Analyse des Genoms von MVA-C7L-V5.
CEF wurden mit MVA-C7L-V5 oder MVAACTL infiziert, 48 Stunden nach Infektion (h p.i.) wurde die
DNA extrahiert und mittels PCR analysiert. Als Kontrollen dienten die DNA von uninfizierten Zellen
sowie das Transferplasmid (pGSV23-C7L-V5) und H>O. Die primer HLPEI66 und HLPEI67 binden in
der flank-Region und JZ47 und JZ48 binden am 5°- und 3’-Ende von C7L-V5. B. Western Blot-Analyse
der C7-V5 Expression in CEF. Die Zellen wurden mit einer moi von 5 mit MVA-C7L-V5 infiziert oder als
Kontrolle nicht infiziert. Nach 4 h p.i. wurden Zelllysate hergestellt, per SDS-PAGE aufgetrennt und auf
eine PVDF-Membran transferiert. C7-V5 wurde mit einem monoklonalen Antikérper, welcher gegen den
V5-fag gerichtet ist, detektiert. Als Ladekontrolle wurde @-Aktin detektiert. C. Mehrstufen-
Wachstumsanalyse von MVA-C7L-V5 und MVA. CEF wurden mit beiden Viren mit einer moi von 0,05
infiziert und nach 0, 12, 24, 48 und 72 h p.. wurden die Zellen samt Uberstand geerntet. Die Virustiter
wurden durch Riicktitration in CEF bestimmt.

4.4.2.3 Lokalisation von C7-V5 und K1-HA

Bedingt durch die Hefe-2-Hybrid-Methodik kann es zu artifiziellen Interaktionen
zwischen Proteinen im Hefe-Zellkern kommen, die normalerweise nicht in demselben
zelluliren Kompartiment vorliegen. So kénnte es sein, dass wihrend einer natiirlichen
Infektion einer eukaryotischen Zelle K1 oder C7 an anderer Stelle lokalisiert sind, als die
etwaigen Interaktionspartner. Aus diesem Grund wurde zunichst die Lokalisation von
K1-HA und C7-V5 innerhalb MVA-KI1L-HA- oder MVA-C7L-V5-infizierten Zellen
untersucht, um anhand der beschriebenen Lokalisation der in Tabelle 4.3 aufgefithrten
Interaktionspartner einen oder mehrere ausschlieen zu kénnen. Hierfiir wurden Hel.a-

Zellen auf Deckglischen ausgesit und einen Tag spiter mit MVA-K1L-HA oder MVA-
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C7L-V5 mit einer moi von 10 infiziert. Nach 4 Stunden wurden die Zellen fixiert und
einer Immunfluoreszenzfirbung unterzogen. Verwendung fanden Antikorper gegen den
HA-7ag oder dem V5-zag und DAPI, das zellulire und virale DNA anfirbt (siche Abs.
3.2.3.6). Die DAPI-Firbung ermoglichte nicht nur die Unterscheidung zwischen
Zellkern und Zytoplasma, sondern sie diente zusitzlich als Infektionskontrolle, da die
virale DNA der im Zytoplasma replizierenden Viren ebenfalls angefirbt wurde. Beide
Proteine waren sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern lokalisiert, wobei mehr
Protein im Zellkern vorzukommen schien (siche Abb. 4.19 A und B). Diese Lokalisation
war vor allem bei K1-HA ausgeprigt. Es war aber auch vermehrt im perinukledren Raum
der Zelle zu beobachten. Die DAPI-Farbung macht deutlich, dass sich in diesem Bereich
auch die viral factories befinden, in welchen der Zusammenbau neuer Partikel und die
virale DNA-Replikation stattfinden (sieche auch Abb. 2.2 B).

Um auszuschlielen, dass der HA- oder V5-7ag einen Einfluss auf die Lokalisation von
K1 oder C7 hat, wurden MEF mit MVA-K1L oder MVA infiziert und nach 0, 2, 4 und 8
h pi wurden =zytoplasmatische und nukleire Proteinextrakte hergestellt. Die
anschlieBende Western Blot-Analyse mit einen gegen K1 oder C7 gerichteten Antiserum
(ungeeignet fir Immunfluoreszenzfirbungen) zeigte, dass beide Proteine ohne 7zgab 2 h
p.. sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma vorlagen (siche Abb. 4.19 C und D).
Diese Verteilung von K1 und C7 verinderte sich im Verlauf der Infektion nicht und
reflektierte die Lokalisation der entsprechenden gezaggten Proteine. Zusammengenommen
kann durch diese Experimente kein in Tabelle 4.3 aufgefithrter, mdglicher
Interaktionspartner von K1 oder C7 ausgeschlossen werden, da beide Proteine in der

ganzen Zelle verteilt und nicht nur in bestimmten Kompartiment vorliegen.
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Abb. 4.19 Lokalisationsstudien zu K1 und C7. A und B. Immunfluoreszenzfirbung von K1-HA (A)
und C7-V5 (B). Hel.a-Zellen, auf Deckglidschen kultiviert, wurden mit dem entsprechenden Virus mit
einer moi von 10 fiir 4 Stunden infiziert und anschlieBend fixiert und permeabilisiert. Nach Anfiarbung mit
einem monoklonalen Antikérper gegen den HA- oder V5-fz¢g und einem entsprechenden AF488-
gekoppelten sekundir-Antikérper wurden die Deckgliaschen mit Einbettmedium, das DAPI enthilt, auf
Objekttrigern fixiert und einen Tag spiter mittels konfokaler Laserscan-Mikroskopie analysiert. In der
Abbildung sind reprisentative infizierte Zellen gezeigt. C und D. Western Blot-Analyse zytoplasmatischer
und nukledrer Extrakte von MEF infiziert mit MVA-KI1L (C) oder MVA (D). Protein-Extrakte, hergestellt
0, 2, 4 und 8 Stunden nach Infektion (h p.i.) wurden per SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine PVDF-
Membran transferiert und untersucht mit Antikérpern spezifisch gegen K1 (C) oder C7 (D) und GAPDH
oder Lamin A als Ladekontrollen. Uninfizierte (U) Zellen dienten als Kontrolle.
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4.4.3 Co-Immunprizipitierung von Kl und C7 mit den méglichen

Interaktionspartnern

Fir die Co-Immunprizipitierung von K1-HA oder C7-V5 wurden Expressionsplasmide
von den in Tabelle 4.3 aufgefiihrten Interaktionspartnern verwendet. Brg-1 (pBrg-1-HA),
NCoR (pNCoR-Flag), Rnfl0 (pRnfl0-Flag) und RPC8 (pNCite-RPC8) wurden von
Kooperationspartnern zur Verfugung gestellt (siche Abs. 3.1.9), wobei es sich bei
letzterem um ein Expressionsplasmid fur E.co// handelt, wodurch eine Umklonierung

aufgrund des fehlenden eukaryotischen Promotors erforderlich war.

pCMV-SPORT6-Rab3ill
CMV Rab3ill

pYX-Asc-Atxn10

CMV Ataxin10

l PCR

pCMV-E3LmycHIS

Ataxin10
I > CMV E3L myc HIS
I | [ T ]
Xhol BsBI
’ § Xhol BBl
Rab3ill
| ;
Xhol Bs/Bl1
Verdau der PCR-Produkte und von pCMV-
“ E3LmycHIS mit X/hol und Bs/BI -
—~—
Ligation
pRab3illmycHIS & ™ pAtaxin10mycHIS
CMV Rab3ill myc HIS CMV Ataxin10 myc HIS
| I | P | I |

Abb. 4.20 Klonierungen der Expressionsplasmide pRab3illmycHIS und pAtaxinl0mycHIS
Rab3ill und Ataxinl0 wurden mit den primern (Pfeile) JZ35 und JZ36 bzw. JZ37 und ]JZ38 per PCR
amplifiziert, wobei die Erkennungssequenz der Xhol- und BsBI-Restriktionsendonukleasen an die PCR-
Produkte angefiigt wurden. Nach Verdau der PCR-Produkte und des Zielvektors pCMV-E3LmycHIS,
wurde eine Ligation durchgefiihrt, wodurch die gewiinschten Vektoren entstanden. Die Expression wird
durch den mmediate early-Promotors des Cytomegalovirus (CMV) gesteuert. Die Proteine sind C-terminal
mit einem myc- und HIS-zag fusioniert.
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Fir Rab3ill und Ataxin10 wurden cDNA-Klone erworben (siche Abs. 3.1.9), an welche
durch eine Umklonierung eine 7zg-Sequenz angefiigt wurde. Die Umklonierungen von
RPC8, Rab3ill und Ataxinl0 sind schematisch in Abb. 4.20 und Abb. 4.21 dargestellt
und werden im Folgenden beschrieben.

Rab3ill wurde mit den primern JZ.35 und J 236, Ataxin10 mit JZ37 und JZ38 sowie RPC8
mit ]Z33 und JZ34 mittels PCR amplifiziert. Im Falle von Rab3ill und Ataxin10 wurden
Xhol- und BsBI-, bet RPC8 NoA- und Kpnl-Restriktionsschnittstellen durch die pramer
angefiigt. Nach dem Verdau mit den entsprechenden Enzymen wurde Rab3ill und
Ataxinl0 in den Vektor pCMV-E3LmycHIS (siche Tabelle 3.9) eingefiigt, sodass
dadurch pRab3illmycHIS und pAtxn10mycHIS entstanden. Hierbei wurden beide Gene
mit einem C-terminalen myc- und HIS-72¢ versehen (siche Abb. 4.20). RPC8 und pFlag
CMV-2 (siche Tabelle 3.9) wurden mit NoA und Kpnl verdaut und anschlieend ligiert,
wobei pRPC8-Flag generiert wurde, das fiir RPC8 mit einem N-terminalen Flag-zag
kodiert (siche Abb. 4.21).

pNCite-RPC8

T7 RPCS8
pFlag CMV-2
PCR
CMV Flag  MCS
[ [ ]
NoA Kpnl

Verdau des PCR-Produkts und von pFlag
CMV-2 mit NoA und Kpnl

—~

v

Ligation

v

pRPC8-Flag

— _

CMV Flag RPCS
_—

Abb. 4.21 Klonierung des Expressionsplasmids pRPC8-Flag. Fir die Klonierung von pRPCS8-Flag
wurde RPC8 mit JZ33 und JZ34 mittels PCR amplifiziert, wodurch die Restriktions-Schnittstellen Nozl
und Kpzl mit angefiigt wurden. Diese Schnittstellen befinden sich auch in der maultiple cloning site IMCS) von
pFlag CMV-2, das nach Restriktionsverdau mit RPC8 ligiert wurde. Die Expression wird durch den
immediate early Promotors des Cytomegalovirus (CMV) gesteuert. Das Protein ist N-terminal mit einem
Flag-7ag fusioniert.
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Die Sequenzen der fertigen Plasmide wurden durch eine Sequenzierung (siche Abs.
3.2.2.13) uberprift und die Expression wurde in verschiedenen Zellen getestet (nicht
gezeigt da auch in Abb. 4.22 B zu sehen).

Eine Interaktion von K1 mit dem zelluliren Protein ACAP2 ist bereits beschrieben
(Bradley and Terajima, 2005). Diese hat jedoch keinen Einfluss auf die Funktion von K1,
die spite Genexpression in bestimmten Zellen zu erméglichen (Meng and Xiang, 2000).
ACAP2 wurde hier genutzt, um die geeigneten Versuchsbedingungen fir die Co-
Immunprizipitierung zu definieren, und diente in weiteren Ansitzen als Positivkontrolle.
Hierfir wurde ein Expressionsplasmid, welches ACAP2 mit einem Flag-7ag kodiert
(pACAP2-Flag), genutzt (siche Abs. 3.1.9) und in 293T-Zellen transfiziert. Nach 24
Stunden wurden diese Zellen mit MVA-KI1L-HA mit einer moi von 10 infiziert. Weitere
5 Stunden spiter wurden Proteinlysate hergestellt und iber Nacht mit einer
Affinititsmatrix inkubiert, an welche Antikérper kovalent gebunden sind, die gegen den
HA-7ag gerichtet sind. Damit sollte K1-HA gebunden und ACAP2-Flag co-prizipitiert
werden (siche Abs. 3.2.3.8). Die Eluate wurden anschlieBend mittels Western Blot-
Analyse untersucht. Das Ergebnis zeigt, dass ACAP2-Flag mit K1-HA co-prazipitiert
wurde (siche Abb. 4.22 A). Dies bedeutet nicht nur, dass die optimalen Bedingungen
gefunden wurden, sondern auch, dass der HA-#zg die Interaktion von K1 mit ACAP2
nicht beeintrichtigt.

Fir die folgenden Co-Immunprazipitierungen wurden die Expressionsplasmide, welche
tiir mogliche Interaktionspartner von K1 kodieren, in 293T-Zellen transfiziert, wahrend
die Expressionsplasmide, welche fir mégliche Interaktionspartner von C7 kodieren, in
BHK-21-Zellen transfiziert wurden. Am darauf folgenden Tag wurden die 293T-Zellen
mit MVA-K1L-HA und die BHK-21-Zellen mit MVA-C7L-V5 mit einer moi von 10
infiziert und 5 h p.. wurden Proteinlysate hergestellt. Als Kontrollen dienten hierbei
jeweils Zellen, die nur transfiziert oder nur infiziert wurden. Die Co-
Immunprizipitierungen wurden wechselseitig durchgefithrt, d.h. einerseits wurde K1-
HA bzw. C7-V5 prizipitiert, andererseits wurden die potentiellen Interaktionspartner
prazipitiert (siche Abs. 3.2.3.8). Die Eluate wurden daraufhin mittels Western Blot-
Analyse untersucht (siche Abb. 4.22 B fir K1-HA und Abb. 4.23 fir C7-V5). Wie in
beiden Abbildungen zu erkennen, konnten sowohl K1-HA bzw. C7-V5 als auch die
moglichen Interaktionspartner erfolgreich (mit Hilfe der Matrix aus dem jeweiligen
Lysat) prizipitiert werden. Jedoch konnte in keinem Fall der jeweilige

Interaktionspartner co-prazipitiert werden.
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Abb. 4.22 Co-Immunprizipitierungen (Co-IP) von KI-HA mit den potentiellen zelluldren
Interaktionspartnern. Die angegebenen Expressionsplasmide, kodierend fir die mdglichen
Interaktionspartner von K1, wurden in 293T-Zellen transfiziert. Nach 24 Stunden wurde mit MVA-KI1L-
HA mit einer moi von 10 infiziert und weitere 5 Stunden spiter wurden Proteinlysate hergestellt. Als
Kontrolle fir die erfolgreiche Durchfithrung der Co-IP diente die bereits bekannte Interaktion zwischen
K1 und ACAP2 (A). Bei den Co-IP mit den potentiellen Interaktionspartnern dienten jeweils Ansitze, die
nur einen der beiden Interaktionspartner enthielten, als Kontrolle (B). D. h. entweder wurden nur die
méglichen Interaktionspartner transfiziert oder nur mit MVA-K1L-HA infiziert. Nach der Co-IP wurden
Western Blot-Analysen durchgefiihrt, die Proteine wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine
PVDF-Membran transferiert und mit Antikérpern detektiert, welche gegen den jeweiligen Zag gerichtet
sind. Die GréBenangaben sind in KDa. Der Stern (*) zeigt eine unspezifische Bande an (B).

Die direkte Untersuchung eines Teils der Lysate, welche fiir die Co-Immunprazipitierung
genutzt wurden, zeigte, dass grundsitzlich alle Proteine in den Lysaten vorlagen. Eine
Ausnahme bildet jedoch NCoR-Flag, bei welchem in den Lysaten keine Bande zu sehen
war. Jedoch wurde bei der Prazipitierung eine deutliche Bande detektiert (siche Abb.
4.23). Dies hingt vermutlich mit der Grée von NCoR von ca. 250 KDa zusammen und

der damit verbundenen schlechteren Effizienz bei dem Transfer aus dem SDS-Gel auf
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die PVDF-Membran. Jedoch ist es sehr wahrscheinlich, dass bei der durch die
Prizipitierung angereicherten Proteinmenge von NCoR-Flag, welche zu einer Bande in
dieser Spur (IP: Flag) fiithrte, im Fall einer Interaktion auch eine Bande von C7-V5 zu
sehen gewesen wire. Somit kann festgehalten werden, dass Grundsitzlich die Detektion
einer Interaktion moglich gewesen wire.

Zusammengenommen sprechen die Ergebnisse daftr, dass es sich bei den Hefe-2-
Hybrid-Interaktionen moglicherweise um Artefakte gehandelt hat. Alternativ ist auch
eine nur schwache Interaktion zwischen den Partnern denkbar, die unter den

verwendeten Bedingungen nicht aufrecht erhalten werden konnte.

IP: C7-V5 IP: zellulire Proteine
IP: V5 Lysate IP: HA Lysate
+ + -+ + - -+ 4+ -+ o+ - - pBrgl-HA
Kba .+ + - + + - - 4+ + - 4+ + - MVACILVS
— —_ <Brgl-HA
148+ —
— <« C7-V5
19 — — ——
IP: V5 Lysate IP: Flag Lysate
+ + - + + - - + 4+ -+ o+ - - pNCoR-Flag
-+ + -+ 4+ - - 4+ + - 4+ 4+ - MVACILV5
h _ — < NCoR-Flag
191 -
—— <« C7-V5
19 —— —

Abb. 4.23 Co-Immunprizipitierungen (Co-IP) von C7-V5 mit den potentiellen zelluliren
Interaktionspartnern. Die angegebenen Expressionsplasmide, kodierend fir die mdglichen
Interaktionspartner von C7, wurden in BHK-21-Zellen transfiziert. Nach 24 Stunden wurde mit MVA-
MVA-C7L-V5 mit einer moi von 10 infiziert und fiir 5 Stunden spiter Proteinlysate hergestellt. Es dienten
jeweils Ansitze, die nur einen der beiden Interaktionspartner enthielten, als Kontrolle. D. h., entweder
wurden nur die méglichen Interaktionspartner transfiziert oder nur mit MVA-C7L-V5 infiziert. Nach der
Co-IP wurden Western Blot-Analysen durchgefiihrt, die Proteine wurden per SDS-PAGE aufgetrennt, auf
eine PVDF-Membran transferiert und mit Antikérpern detektiert, welche gegen den jeweiligen Zag gerichtet
sind. Die GroBenangaben sind in KDa.

4.4.4 Identifizierung der Interaktionspartner von Kl und C7 mittels

Massenspektrometrie

Die vorangegangenen Experimente konnten keine der mittels Hefe-2-Hybrid-Methode
postulierten Interaktionen mit K1 und C7 bestitigen. Aus diesem Grund wurde im
Folgenden versucht, andere Interaktionspartner zu identifizieren. Hierfir wurde auch

eine Co-Immunprazipitierung mit K1-HA oder C7-V5 und anschlieBender SDS-PAGE
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durchgefithrt.  Daraufhin  wurde eine Proteinfirbung des Gels und eine
massenspektrometrischer Analyse von co-prazipitierten Proteinen, die aus dem SDS-Gel
ausgeschnitten wurden, durchgefithrt (siche Abs. 3.2.4).

Zunichst wurde dies fiir die bekannte Interaktion zwischen K1 und ACAP2 als
Kontrollexperiment durchgefithrt. 293T-Zellen wurden mit pACAP2-Flag transfiziert
und einen Tag spiter mit MVA-K1L-HA oder MVA-KI1L als Kontrolle mit einer moi
von 10 infiziert. Nach 5 Stunden wurden Proteinlysate hergestellt und die Co-
Immunprizipitierung wurde durchgefiihrt. Die Eluate wurden anschlieBend zu gleichen
Teilen in zwei SDS-Gele geladen, wovon bei einem Gel die Proteine per sensitiver
Silberfarbung sichtbar gemacht wurden (Abs. 3.2.3.10.1). Mit dem zweiten Gel wurde
mittels Western Blot-Analyse ACAP2-Flag und K1-HA detektiert (siche Abb. 4.24).

Silberfirbung ~ Western Blot

IP: HA Lysat IP: HA Lysat

+ - + - + - + - MVAKIL
KDa -+ - + . + - + MVAKILHA

gt
b
b

- < ACAP2-Flag

<« Schwere Kette

< K1-HA
<1

<« Leichte Kette

.

Abb. 4.24 Vergleichende Analyse der Co-Immunprizipitierung von K1-HA und ACAP2-Flag
mittels Proteinfirbung und Western Blot-Analyse. 293T-Zellen wurden mit pACAP2-Flag transfiziert
und 24 Stunden spiter mit MVA-K1L-HA mit einer moi von 10 infiziert. Funf Stunden nach Infektion (h
p-i.) wurden Proteinlysate hergestellt und die Co-IP wurde mit einer Affinititsmatrix, die einen Antikérper
gegen den HA-7zg kovalent gebunden hat, durchgefithrt. Die Hilfte der Proben wurde nach der SDS-
PAGE fir eine Western Blot-Analyse genutzt, wobei mit einem HA-zzg- und einem Flag-zag-AntikSrper
ACAP2-Flag bzw. K1-HA detektiert wurden. Die andere Hilfte wurde per SDS-PAGE separiert, wobei
anschliefend die Proteine im SDS-Gel via Silberfirbung angefirbt wurden. Die Gréf3enangaben sind in
Kilodaton (KDa). Bei ca. 100 KDa ist eine Bande in der Silberfirbung zu sehen, welche ACAP2-Flag
entspricht und bei ca. 36 KDa eine Bande, die K1-HA darstellt (beide weil3 eingerahmt).

Durch einen weilen Rahmen sind K1-HA und ACAP2-Flag in dem gefirbten Gel
markiert, welche sich auf derselben Hohe befinden wie die per Antikérper detektierten
der Wester Blot-Analyse. Allerdings sind viele weitere Proteinbanden zu erkennen, die
offenbar von Proteinen stammen, welche unspezifisch mit der Affinitdtsmatrix
interagierten. Diese und auch die schwere und leichte Kette des Antikorpers konnten

Banden von spezifischen Interaktionspartnern tiberdecken. Aus diesem Grund wurde in
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den folgenden Experimenten eine 2D-Gelelektrophorese durchgefithrt, wobei Proteine
zunichst nach ihrem isoelektrischen Punkt und dann nach ihrer Grof3e getrennt werden
(Abs. 3.2.3.11). NIH-3T3-Zellen wurden mit einer moi von 10 mit MVA-K1L-HA oder
MVA-C7L-V5 infiziert. Als Kontrolle dienten nicht infizierte Zellen.
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Abb. 4.25 2D-gelelektrophoretische Analyse von mit K1-HA co-immunprizipitierten Proteinen.
1x10? NIH-3T3-Zellen wurden mit MVA-K1L-HA mit einer moi von 10 infiziert oder uninfiziert
belassen. Nach 5 Stunden wurden Proteinlysate hergestellt und die Co-Immunprizipitierung erfolgte mit
einer Affinititsmatrix, die den Antikérper gegen den HA-7zg gekoppelt hat. Daraufhin wurden eine IEF,
eine SDS-PAGE und schlieflich eine Sypro-Ruby-Firbung durchgefithrt. Eingekreiste Proteinpunkte
wurden ausgeschnitten und per Massenspektrometrie identifiziert. Der gelb umrandete Proteinpunkt
wurde als K1-HA identifiziert. Rot umrandete Proteinpunkte stellen potentielle Interaktionspartner dar.
Mit einem Teil der Proben wurde nach der IEF eine Western Blot-Analyse durchgefithrt und K1-HA
wurde mit einem Antikérper fir den HA-zag detektiert. Die GréBenangaben sind in Kilodaton (KDa).

Nach 5 Stunden wurden Proteinlysate hergestellt und die jeweiligen viralen Proteine (K1-
HA oder C7-V5) prizipitiert. Nach der isoelektrischen Fokussierung (IEF) der Eluate
folgte die SDS-PAGE und Proteinfirbung per Sypro-Ruby-Firbung (siche Abs.
3.2.3.10.2), deren Sensitivitit mit einer Silberfirbung vergleichbar ist, jedoch einen
besseren Kontrast bot fir das etwaige Ausschneiden von co-prizipitierten Proteinen.

Weiterhin wurde ein Teil der Proben fir eine IEF verwendet, welche nach SDS-PAGE
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per Western Blot analysiert wurde. Wie in den Abb. 4.25 und Abb. 4.26 zu erkennen,
wurden KI1-HA bzw. C7-V5 prizipitiert (gelb eingekreiste Proteinpunkte; auch in
nachfolgenden Abb.). Die Proteinpunkte wurden massenspektrometrisch iiberprift und
sind auch jeweils auf dem Western Blot zu sehen. C7-V5 wird dem pH-Wert nach in drei
Proteinpunkte getrennt (siche Abb. 4.26). Dies konnte durch posttranslationale
Modifikationen wie Phosphorylierungen oder Acetylierungen, aber auch artifiziell bei der
Probenaufbereitung durch Deamidierung bedingt sein (Immler e# a/., 1998; Sarioglu ef al.,
2000). Rot eingekreiste Proteinpunkte, die sich nur bei der Co-Immunprizipitierung mit

K1-HA fanden, sind potentielle Interaktionspartner (siche Abb. 4.25).
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Abb. 4.26 2D-gelelektrophoretische Analyse von mit C7-V5 co-immunprizipitierten Proteinen.
1x10° NIH-3T3-Zellen wurden mit MVA-C7L-V5 mit einer moi von 10 infiziert oder uninfiziert belassen.
Nach 5 Stunden wurden Proteinlysate hergestellt und die Co-Immunprizipitierung erfolgte mit einer
Affinitdtsmatrix, die den Antikorper gegen den V5-zag gekoppelt hat. Daraufhin wurden eine IEF, eine
SDS-PAGE und schlieBlich eine Sypro-Ruby-Firbung durchgefithrt. Eingekreiste Proteinpunkte wurden
ausgeschnitten und per Massenspektrometrie identifiziert. Die gelb umrandeten Proteinpunkte wurden als
C7-V5 identifiziert. Mit einem Teil der Proben wurde nach der IEF eine Western Blot-Analyse
durchgefithrt und C7-V5 wurde mit einem Antikérper fiir den V5-7ag detektiert. Die Gréflenangaben sind
in Kilodaton (KDa).

Diese wurden ausgeschnitten und massenspektrometrisch untersucht (siche Abs. 3.2.4).

Jedoch ergab sich fiir die ausgeschnittenen Proteine abgesehen von K1-HA oder C7-V5
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keine Ubereinstimmung mit der verwendeten Protein-Datenbank. Dies kénnte mit einer
unzureichenden Entschlisselung der Aminosduresequenz aufgrund einer zu niedrigen
Peptidmenge zusammenhingen (personliche Kommunikation mit Dr. Andreas Reuter,
Paul-Ehtlich-Institut). Alle anderen angefirbten Proteine, die auch auf dem Kontrollgel
zu sehen waren, stellen unspezifisch mit der Affinititsmatrix interagierende Proteine dar.
Eine Moglichkeit, weshalb kein Interaktionspartner detektierbar war, besteht darin, dass
K1 oder C7 fiir dessen Abbau durch das Ubiquitin-Proteasom-System sorgen. Andere
VACV-Proteine, die wie K1 Ankyrin-Repeats in ihrer Aminosiuresequenz aufweisen,
konnen auf diese Art und Weise wirken, wie beispielsweise CP77, welches K1 funktional

ersetzten kann (Chang ez al., 2009), oder das 68k-Protein (Sperling e# al., 2008).
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Abb. 4.27 2D-gelelektrophoretische Analyse von mit K1-HA co-immunprizipitierten Proteinen bei
gleichzeitiger Inhibition des proteasomalen Abbaus zur Stabilisierung mdglicher
Interaktionspartner. 2x107 NIH-3T3-Zellen wurden mit einer moi von 10 mit MVA-KI1L-HA oder
MVA-KI1L infiziert, die mit oder ohne 10 uM des Proteasom-Inhibitors MG-132 behandelt wurden. Nach
5 Stunden wurden Proteinlysate hergestellt und die Co-Immunprizipitierung erfolgte mit einer
Affinitdtsmatrix, die den Antikérper gegen den HA-7ag gekoppelt hat. Daraufhin wurden eine IEF, eine
SDS-PAGE und schlieBlich eine Sypro-Ruby-Firbung durchgefithrt. Eingekreiste Proteinpunkte wurden
ausgeschnitten und per Massenspektrometrie identifiziert. Der gelb umrandete Proteinpunkt wurde als K1-
HA identifiziert. Rot umrandete Proteinpunkte stellen potentielle Interaktionspartner dar. Die
GrofBenangaben sind in Kilodaton (KDa).

100



Ergebnisse

Um diese Hypothese zu untersuchen, wurden die Infektionen in Anwesenheit eines
Proteasominhibitors durchgefiihrt. Bei diesen Experimenten wurden NIH-3T3-Zellen
mit MVA-K1L-HA bzw. MVA-C7L-V5 in An- und Abwesenheit des Inhibitors (MG-
132) infiziert. Als Kontrolle fur MVA-C7L-V5 wurden Zellen mit MVA infiziert und als
Kontrolle fiir MVA-K1L-HA dienten MVA-KI1L infizierte Zellen. Die Ergebnisse dieser
Experimente sind in Abb. 4.27 und Abb. 4.28 dargestellt. Prinzipiell waren durch die
Inhibierung des Proteasoms nur wenige Proteinpunkte sichtbar, die auf den
Kontrollgelen nicht zu sehen waren (z.B. Abb. 4.28 Nr. Z6). Die rot eingekreisten

Proteinpunkte wurden wiederum ausgeschnitten und massenspektrometrisch untersucht.
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Abb. 4.28 2D-gelelektrophoretische Analyse von mit C7-V5 co-immunprizipitierten Proteinen bei
gleichzeitiger Inhibition des proteasomalen Abbaus zur Stabilisierung mdoglicher
Interaktionspartner. 2x107 NIH-3T3-Zellen wurden mit einer moi von 10 mit MVA-C7L-V5 oder MVA
infiziert, die mit oder ohne 10 pM des Proteasom-Inhibitors MG-132 behandelt wurden. Nach 5 Stunden
wurden Proteinlysate hergestellt und die Co-Immunprizipitierung erfolgte mit einer Affinitdtsmatrix, die
den Antikorper gegen den V5-zzg gekoppelt hat. Daraufhin wurden eine IEF, eine SDS-PAGE und
schlieBlich eine Sypro-Ruby-Firbung durchgefiihrt. Fingekreiste Proteinpunkte wurden ausgeschnitten
und per Massenspektrometrie identifiziert. Die gelb umrandeten Proteinpunkte wurden als C7-V5
identifiziert. Rot umrandete Proteinpunkte stellen potentielle Interaktionspartner dar. Die GréBenangaben
sind in Kilodaton (KDa).
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Die Proteinpunkten, die vermeintlich auch auf dem Kontrollgel zu sehen waren, wurden
zur Prifung ebenfalls aus dem Kontrollgel ausgeschnitten und bestimmt (siehe Abb.
4.28 Nr. Z7 und Z8 als Kontrolle bzw. Abb. 4.27 Nr. Z3, Z4 und Z5 als Kontrolle). Die
massenspektrometrische Analyse erbrachte nur fiir Proteinpunkt Z7 (Abb. 4.28) eine
Ubereinstimmung mit der Protein-Datenbank, welcher als heterogeneons — nuclear
ribonucleoprotein K (HNRPK) identifiziert wurde (Identifikations-Nr. P61979; Siehe 7.1).
Dieses Ergebnis konnte jedoch bei Wiederholung des Versuchs nicht reproduziert

werden (nicht gezeigt).

4.5 Untersuchungen zur mdglichen Wiederherstellung der
Replikation von MVA in humanen und murinen Zellen durch

K1L und F11L

Die vorangegangenen Abschnitte beschiftigten sich mit der Charakterisierung und
Aufklirung der Funktion der host-range-Gene K1L und C7L. Der nun folgende Abschnitt
geht der Frage nach, welches Gen neben K1L in MVA verloren gegangen ist, das fiir den
eingeschrinkten Wirtstropismus verantwortlich ist. Die Reinsertion eines funktionalen
K1L-Gens in das MVA-Genom erweitert den Wirtstropismus von MVA nur auf RK-13-
Zellen (Carroll and Moss, 1997). In den meisten anderen Zellen muss also ein anderer
viraler Faktor fur die Replikationsfihigkeit verantwortlich sein.

Interessanterweise bedingt der &nock-down von F11L in VACV WR infizierten Hela-
Zellen einen Defekt des Virionenzusammenbaus, der zu unteifen, nicht-infektidsen
Vorlauferformen der Viruspartikel fihrt. Dieser Defekt ist auch bei einer MVA-
Infektion von u.a. HelLa-Zellen zu beobachten (Sutter and Moss, 1992; Valderrama ef 4/,
20006). Dariiber hinaus zeigte sich, dass eine VACV WR F11L-Deletionsmutante einen
kleineren Plaque-Phinotyp in BSC-40- (Morales e al, 2008) und BS-C-1-Zellen
(Cordeiro et al, 2009) aufweist, was auf eine eingeschrinkte Virusreplikation oder
Ausbreitung hinweist. Diese Beobachtungen lieBen die Hypothese zu, dass die Insertion
von F11L, das in MV A nicht funktional ist, den Wirtsbereich auf humane und murine
Zellen erweitern konnte. Der folgende Abschnitt untersucht, ob die Insertion von F11L
alleine oder in Kombination mit K1L den Wirtstropismus von MVA auf humane und

murine Zellen erweitern kann.
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4.5.1 Generierung und Charakterisierung von MVA-F11L und MVA-F11L-
Ki1L

Die Sequenz des F11L-Gens ist in MVA zum Grofteil erhalten geblieben. Im Vergleich
zur F11L-Sequenz von VACV WR weist sie jedoch drei Deletionen auf, wovon eine zu
einem Rasterschub fithrt. Dadurch entsteht ein Stopp-Codon, welches vermutlich ein
frihzeitiges Abbrechen der Translation und somit ein nicht funktionales verkiirztes
Protein bedingt (siche Abb. 4.29 A).

Vor der Herstellung eines MVA mit funktionalem F11L, erfolgte zunichst die Deletion
der MVA-cigenen F11L-Sequenz. Auf diese Weise sollte verhindert werden, dass es
zwischen diesem Sequenzabschnitt und dem zu inserierenden vollstindigen F11L-Gen
(aus VACV WR) zu Rekombinationsereignissen kommt. In das so entstandene F11L-
defiziente MVA (MVAAF11L) wurde anschlieBend F11L allein oder zusammen mit K1L
inseriert. Die Klonierungsstrategie, mit welcher das Plasmid zur Deletion der F11L-
Restsequenz in MVA (pAF11L) generiert wurde, ist in Abb. 4.29 B gezeigt. In zwei
getrennten PCR wurden stromabwirts bzw. -aufwirts der F111L-Sequenz gelegene DNA-
Abschnitte amplifiziert. Gleichzeitig wurden durch die Primer Restriktionsschnittstellen
an die Amplifikate angefiigt, Giber welche diese in den pWRKI1L-LacZ3—Vektor ligiert
werden konnten. Das resultierende Plasmid pAF11L ermoglichte es, die F11L-
Restsequenz mittels homologer Rekombination durch das K1L-Gen zu ersetzen,
welches als Selektionsmarker fiir das Wachstum in RK-13-Zellen fungierte. Dabei
wurden 89 Bp am 3’-Ende des F11L ORF erhalten, um die Promotor-Region des
angrenzenden Gens (F10L) nicht zu deletieren, welche vermutlich schon in der F11L-
Sequenz beginnt (Broyles, 2003). Zur MVAAF11L-Generierung wurden BHK-21-Zellen
mit MVA infiziert und anschlieBend mit pAF11L transfiziert. Virusklone, bei welchen
eine Rekombination und somit auch eine Deletion der F11L-Restsequenz stattgefunden
hatte, wurden durch mehrere Passagen in RK-13-Zellen selektioniert (siche Abs. 3.2.6.2).
Nachdem das Wildtyp-Virus per PCR nicht mehr nachweisbar war, wurden Passagen in
CEF durchgefiihrt, in welchen das K1L-Gen nicht mehr fiir eine produktive Infektion

bendtigt wird.
F11L
1 | oo 200 210 | 510 520 530 | 760 30 1047
MVA (1014 Bp)  T1ACAAACY FTTT--ccmmma e AcArq bATCT- - ccTTq pccceTT- - ATCTT| FCAATCCAAAACCCCAT
VACV WR (1047 Bp) TTACAAAC FTTTTGAATTCTTTCTTTTACAA] FATCTACTCGACGATAGTATCTCCTT PCCCGTTTAATGTT| FGAATGCAAAACCCCAT
A15 Bp A16 Bp + G
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MVA-Genom (HindIII Karte)
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Abb. 4.29 Generierung von MVAAF11L, MVA-F11L und MVA-FUL-K1L. A. Alignment der F11L-
Sequenz von MVA und VACV WR. Das F11L-Gen ist im MVA-Genom um 33 Bp gegentiber dem F11L-
Gen in VACV WR verkiirzt. Gezeigt sind eine 15 Bp-, eine 16 Bp- und eine 2 Bp-Deletion, wovon letztere
eine nonsense-Mutation ist (Stern). Pfeil: Start-Codon. B. Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie
zur Generierung von pAF11L. Uber die Primer (Pfeile) JZ14 und JZ15, bzw. JZ16 und JZ17 wurden 500
Bp grofle DNA-Fragmente per PCR mit MVA-DNA als Matrize amplifiziert, sodass die durch die Primer
angeftgten Restriktionsschnittstellen nach Inkubation mit den entsprechenden Restriktionsenzymen eine
Ligation mit pWRKI1L-LacZ3 erlaubten. Das resultierende Plasmid hat die KI1L-Sequenz als
Selektionsmarker, flankiert von repetitiven Sequenzen (R), und die Sequenz stromabwirts und —aufwirts
von F11L in MVA fiir die Integration durch homologe Rekombination. C. Schematische Darstellung der
rekombinanten Virusgenome. Der F111.-Lokus wurde wie im Text beschrieben deletiert (AF11L). In die
Deletion III (natiirlich vorhanden in MVA) wurde das vollstindige F11L-Gen alleine oder in Kombination
mit K1L inseriert. Die hellblauen Kistchen stellen die repetitiven Sequenzen dar, welche die K1L-Sequenz
flankieren.
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Durch die repetitiven Sequenzen zu beiden Seiten der KI1L-Sequenz wurde eine
Rekombination erméglicht, die zur Deletion von KI1L fihrte, sodass bet MVAAF11L
nur die F11L-Restsequenz deletiert ist. In dieses Virus wurde die Sequenz von F11L,
amplifiziert aus VACV WR, in die natiirliche Deletion III inseriert. Hierfir wurde das
Plasmid pGSV23-F11L genutzt (siche Abb. 4.15 und Abs. 3.1.9) und mit der gleichen
Methodik (K1L-Selektion in RK-13-Zellen; siche Abs. 3.2.6.2) die Virusklone

selektioniert, welche F11L inseriert hatten.
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Abb. 4.30 Charakterisierung von MVAAF11L, MVA-F11L und MVA-F11L-K1L. A. PCR-Analyse
viraler DNA, extrahiert aus mit VACV WR-, MVA-F11L-K1L-, MVA-F11L-, MVA-K1L-, MVAAF11L-
oder MVA-infizierten CEF (moi 10). DNA aus uninfizierten Zellen diente als Kontrolle. Abb. rechts
oben: Uberpriifung des vollstindigen F111.-Gens durch Primer, die in den deletierten Bereichen der F111.-
Restsequnz von MVA binden. Rechts mitte: Uberpriifung des F111.-Originallokus durch Primer, die 479
Bp stromaufwitrts und 412 Bp stromabwirts des F11L ORFs binden. Rechts unten: K1L-spezische PCR-
Fragmente. Links: Schematische Darstellung des F11L-Lokus und der fir die PCR-Analysen genutzten
Primer (Pfeile). Die schwarzen Bereiche stellen Deletionen dar, wobei die bereits in MVA deletierten
Bereiche zusitzlich mit Sternchen gekennzeichnet sind. B Analyse der F11- und Kl1-Expression der
rekombinanten MVA. Hela-Zellen wurden mit den unter A. angegebenen Viren mit moi 5 infiziert oder
nicht infiziert. Proteinlysate wurden 5 Stunden nach Infektion (h p.i.) hergestellt. Diese wurden per SDS-
PAGE aufgetrennt und wurden auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Detektion erfolgte mit fur F11
und K1 spezifischen Antikérpern. 3-Aktin wurde als Ladekontrolle detektiert.

105



Ergebnisse

Nachdem das Ausgangsvirus (MVAAF11L) nicht mehr nachweisbar war, wurde dann
das Virus in CEF passagiert, sodass die K1L-Sequenz durch homologe Rekombination
der flankierenden repetitiven Sequenzen deletiert wurde und daraus MVA-F11L
entstand. Um MVA-F11L-K1L zu erhalten, wurde alternativ ein Teil des Virus ohne
CEF-Passagierung direkt in RK-13-Zellen amplifiziert, sodass K1L erhalten blieb. Eine
schematische Ubersicht der Viren ist in Abb. 4.29 C zu sehen.

Die generierten Viren erfuhren eine Charakterisierung auf genomischer Ebene mittels
PCR (siche Abb. 4.30 A). Hierbei wurde mit Primern (JZ10 und JZ11), die in dem Bereich
der inserierten F11L-Sequenz binden, welche in der F11L-Restsequenz von MVA fehlt,
spezifisch das vollstindige F111.-Gen nachgewiesen. Uber Primer (JZ14 und JZ17), die
stromabwirts und —aufwirts der F11L-Restsequenz in MVA binden, wurde die Deletion
dieser Sequenz durch Analyse von GroBenunterschieden der entstehenden PCR-
Produkte tiberpriift (siche Abb. 4.30 A, Mitte). Schlieflich wurde das Vorhandensein der
K1L-Sequenz durch Primer getestet, welche in der Sequenz von KI1L binden (K1Lintl
und -2). Alle rekombinanten Viren zeigten die zu erwarteten Banden, was bedeutet, dass
die gewutnschte Deletion der F11L-Restsequenz bzw. die Insertion des vollstindigen
F11L-Gens erfolgreich war. Die Expression von F11 und K1 wurde per Western Blot-
Analyse Uberpruft (siehe Abb. 4.30 B). Hierfir wurden Hela-Zellen mit den
unterschiedlichen Viren mit einer moi von 5 infiziert und 5 h p.. Proteinlysate
hergestellt. Wie erwartet, wurde F11 bei MVA-F11L, MVA-F11L-K1L und VACV WR
exprimiert, wihrend K1 bei MVA-F11L-K1L, MVA-KI1L und VACV WR nachgewiesen

werden konnte.

4.5.2 Das inserierte F11L-Gen ist funktional

Das F11-Protein induziert die Migration infizierter Zellen. Dies wurde fir VACV WR-
infizierte BS-C-1-Zellen durch einen sog. Wundheilungs-assay (engl.: wound healing assay)
gezeigt (Valderrama ef al., 20006). Bei diesem assay wird in einen konfluenten Zellrasen mit
einer Pipettenspitze ein Streifen gezogen, sodass die Zellen an dieser Stelle entfernt sind.
Die Zellen, die nach Infektion in ein definiertes Areal dieser ,,Wunde® einwandern,
konnen anschlieBend gezahlt werden (Abs. 3.2.6.5).

Um zu bestimmen, ob das in MVA eingesetzte F11L-Gen diese Funktion erfillen kann,
wurden ,,Wunden® durch konfluente BS-C-1-Zellrasen gezogen. AnschlieBend wurden

die Zellen mit MVA-F11L, MVA-F11L-K1L sowie VACV WR und MVA als Kontrollen
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mit einer moi von 10 infiziert. Definierte Wundareale wurden selektiert und direkt nach
der Infektion sowie nach einem Tag (0 bzw. 24 h p.i) mittels einer Kamera
dokumentiert. Typische Wunden sind in Abb. 4.31 A gezeigt. In Abb. 4.31 B ist eine
statistische Auswertung der durchschnittlichen Anzahl von Zellen, welche in acht
unterschiedliche Wundareale eingewandert waren, dargestellt. Es ist deutlich zu sehen,
dass signifikant mehr MVA-F11L- oder MVA-F11L-K1L-infizierte Zellen in das
Wundareal 24 h p.i. eingewandert waren als nach MVA-Infektion. Die Anzahl der
eingewanderten Zellen war jedoch geringer als bei VACV WR-infizierten Zellen. Die
zusitzliche Expression von K1L hatte auf die Zelleinwanderung keinen Einfluss.

Ein weiterer bekannter Phinotyp, der auf die F11L-Funktion zurtickgefithrt werden
kann, ist der Verlust der zentral gelegenen Aktinstressfasern innerhalb der ersten
Stunden nach der Infektion der Zelle. Bei uninfizierten und MV A-infizierten Zellen ist
der gesamte Zellkérper von Aktinstressfasern durchkreuzt, wohingegen diese
Stressfasern nach VACV WR-Infektion in der Zellperipherie konzentriert werden
(Morales ez al., 2008). Um dies fir MVA-F11L zu untersuchen wurden Hel.a-Zellen mit
MVA, MVA-F11L oder VACV WR mit einer moi von 20 infiziert oder uninfiziert
belassen. Die Zellen wurden 4 h p.. fixiert, und das Aktinzytoskelett wurde mit
Phalloidin-Rhodamin bzw. DNA mit DAPI angefirbt (sieche 3.2.3.6). Typische Zellen
sind in Abb. 4.31 C gezeigt. Es ist deutlich zu erkennen, dass bei VACV WR und MVA-
Fl1L-infizierten Zellen die zentral gelegenen Aktinstressfasern abgebaut wurden,
wohingegen bei MVA-infizierten wie bei uninfizierten Zellen der gesamte Zellkérper
von Aktinfasern durchzogen war. Diese Ergebnisse zeigen anhand von zwei

unabhingigen Methoden, dass das wieder eingesetzte F111.-Gen in MV A funktional ist.
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MVA-FII.  MVA-F11L-K1L

Anzahl bewe gter Zellen

VACYWR MVAFUL MVAFHL MVA

VACV WR MVA-F11L

Abb. 4.31 Analyse der F11-Funktion mittels Wundheilungs-assays und
Immunfluoreszenzfirbungen des Aktinzytoskeletts. A und B. Konfluente BS-C-1-Zellen, welche 2 h
mit Medium ohne FCS inkubiert worden waren, wurden mit VACV WR, MVA-F11L,, MVA-F11L-K1L
oder MVA mit einer moi von 10 infiziert, nachdem Wunden in den Zellrasen mit einer Pipettenspitze
geritzt wurden. A. Jede Wunde wurde 0 und 24 Stunden nach Infektion (h p.i.) fotografiert. Die schwarzen
Balken veranschaulichen die Wundbreite zum Zeitpunkt der Infektion. B. Durchschnittliche Anzahl der
Zellen, welche 24 h p.i. in das Wundareal eingewandert waren. Das dargestellte Ergebnis spiegelt 8
unabhingige Experimente wider. C. VACV-induzierte Umstrukturierung des Aktinzytoskeletts. Hel.a-
Zellen wurden mit VACV WR, MVA-F11L oder MVA Viren mit einer moi von 20 infiziert. Zellen
wurden 4 h p.i. fixiert, Aktin wurde via Phalloidin-Rhodamin und zellulire sowie virale DNA mit DAPI
angefirbt. Typische Zellen sind abgebildet. Mafistabsbalken: 20 pm. Die p-Werte wurden mit dem
Wilcoxon-Rangsummentest berechnet (Wilcoxon, 1946).
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4.5.3 Die F11L-Expression hat keinen Einfluss auf die host-range von

MVA

Die Replikationsdefizienz in den meisten Sadugerzellen ist eine charakteristische
Eigenschaft von MVA. Carroll und Moss (Carroll and Moss, 1997) charakterisierten das
Wachstum von MVA in vielen unterschiedlichen Zelllinien und klassifizierten die Zellen
daraufhin als permissiv, semi-permissiv oder nicht-permissiv, basierend auf dem Anstieg
des Virustiters 72 h p.i. Um zu testen, ob die Expression von F11L alleine oder
zusammen mit dem host-range-Gen K1L einen Einfluss auf die Replikation von MVA hat,
wurde die virale Ausbreitung in CEF (permissiv), BS-C-1-Zellen (semi-permissiv) und
Hel.a- oder NIH-3T3-Zellen (nicht-permissiv) untersucht. Dazu wurden die Zellen mit
MVA-F11L, MVA-F11L-K1L, MVA-K1L, MVA oder VACV WR mit einer niedrigen
moi von 0,05 infiziert. Zusitzlich wurde auch die Ausbreitung in RK-13-Zellen
analysiert, in denen KI1L die Replikation von MVA erlaubt. In Abb. 4.32 ist die
Virusausbreitung zu verschiedenen Zeitpunkten dargestellt. Es zeigte sich, dass es keine
nennenswerten Unterschiede zwischen der Ausbreitung von MVA-F11L und MVA zu
verzeichnen gab. Unter permissiven Bedingungen (CEF) bildeten beide Viren Plaques
mit vergleichbarer Gréf3e. Unter nicht-permissiven Bedingungen (HeLa- oder NIH-3T3-
Zellen) waren auch nach Reinsertion von F11L — mit oder ohne K1L — nur einzelne
Zellen infiziert. Das bedeutet, dass es zwar zur Infektion, aber zu keiner Ausbreitung der
Infektion kam. Auch in semi-permissiven BS-C-1-Zellen brachte die zusitzliche
Expression von F11L oder K1L keinen sichtbaren Vorteil fir die Virusausbreitung. Nur
in RK-13-Zellen war das Vorhandensein von KI1L fir die Ausbreitung der Viren
entscheidend. Die zusitzliche Expression von F11L erbrachte auch hier keinen Vorteil
(siche Abb. 4.32).

Um das Viruswachstum genauer zu analysieren und zu quantifizieren, wurden
Mehrstufen-Wachstumsanalysen in  den eben beschriebenen Zellen mit den
unterschiedlichen Viren durchgefthrt (siche Abs. 3.2.6.3 und 3.2.6.4). Es war kein
Replikationsvorteil von MVA-F11L gegentiber MVA oder MVAAF11L zu beobachten
(siche Abb. 4.33). In Hela- und NIH-3T3-Zellen waren MVA-F11L und MVA-F11L-
KI1L nicht in der Lage zu Replizieren (siche Abb. 4.33 B und D). In den semi-
permissiven BS-C-1-Zellen zeigten MVA-F11L und MVA-F11L-K1L einen 10-15-
fachen Virus-Titeranstieg 72 h p.i., der aber mit dem in MVA-, MVAAF11L- oder MVA-
K1L-infizierten Zellen beobachteten vergleichbar war (siche Abb. 4.33 A). In RK-13-
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Zellen war kein Unterschied zwischen dem Wachstum von MVA-F11L-K1L und MVA-
K1L zu erkennen (siche Abb. 4.33 C).

CEF BS-C41 HeLa

MVA

MVA-KIL MVA-FIL-KIL MVA-FIIL

VACV WR

NIH-3T3 REK-13

MVA-KIL MVA-F11L-]

o
B
e
2
&

Abb. 4.32 Untersuchung des Einflusses von F11L und KI1L auf die Virusausbreitung in vitro.
Konfluente CEF, BS-C-1-, HeLa-, NIH-3T3- und RK-13-Zellen wurden mit VACV WR, MVA-F11L,
MVA-F11L-K1L, MVA-KI1L oder MVA mit einer moi von 0,05 infiziert. Nach den angegebenen
Zeitpunkten wurden die Zellen fixiert und mit einem anti-Vaccinia Serum und einem Peroxidase-
gekoppelten Sekundirantikérper infizierte Zellen angefirbt. Pfeile zeigen infizierte, einzelne Zellen.
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Interessanterweise zeigte VACV WR im Vergleich dazu einen 10-fach héheren
Virustiter. In CEF war, wie zu erwarten, kein Unterschied zwischen MVA und den
rekombinanten Viren zu verzeichnen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Reinsertion eines funktionalen F11L.-Gens alleine oder
in Kombination mit K1L die generelle Wachstumsrestriktion von MVA in Siugerzellen

nicht aufheben kann.

108 1 108
107 1 BS-C-1 107 1 NIH-3T3 - ——0
_ 105 4
g
~ 10° A
£
104 4
105 .
102
101 ]
B hp.i.
108
107 q HeLa - Lot 107 4
z 109 q 10
i E .
< 105 4 E 04
g )
& 10* Bqp
10° 1 100 4
102 4 1024
10! T T T r " 101 T T T T 1
0 12 24 48 72 hpi 0 12 24 48 72 hpi
108 7 .
{ Rk1 s T T e
10 3 e - -e- -\WA
100 1 & =0
E ol T —a— MWA-AFT1L
B 10t //f —= —WAKIL
103 >// meyemees MV A-F11 L
102 M_.M xxxxx Do MVA-F11L-K1L
1 T T T T T T 1
10 . —eo— VACV WR
0 12 24 48 72 hpi

Abb. 4.33 Untersuchung des Einflusses von FI1L und KIL auf die Virusvermehrung mittels
Mehrstufen-Wachstumsanalysen. Konfluente BS-C-1- (A), HeLa- (B), RK-13- (C), NIH-3T3-Zellen
(D) und CEF (E) wurden mit VACV WR, MVA-F11L, MVA-F11L-K1L, MVA-K1L oder MVA mit einer
moi von 0,05 infiziert. Nach 0, 12, 24, 48 und 72 Stunden nach Infektion (h p.i.) wurden die Zellen
zusammen mit dem Uberstand geerntet und die Virustiter wurden durch Titration in CEF bestimmt. Die
durchschnittlichen Titer von zwei unabhingigen Experimenten sind dargestellt.

4.5.4 Die F11L-Expression hat keinen Einfluss auf die

Virionenmorphogenese von MVA

Im Folgenden wurde analysiert, ob die Expression von F11LL MVA zu zusitzlichen
Reifungsschritten bei der Virionenmorphogenese verhilft. Hierzu wurden Hela-Zellen
mit MVA-F11L sowie VACV WR und MVA als Kontrollen mit einer moi von 5 infiziert
und wurden 24 h p.i. eletronenmikroskopisch untersucht (siche 3.2.7). Wie bereits

beschrieben (Sutter and Moss, 1992), fanden sich Akkumulationen sphirischer, unreifer
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Partikel in MV A-infizierten Zellen (siche Abb. 4.34). Diese waren auch in MVA-F11L-
infizierten Zellen zu beobachten, wobei keine nennenswerten Unterschiede zu MVA
erkennbar waren. Lediglich in VACV WR-infizierten Zellen konnten vollstindig gereifte
Partikel nachgewiesen werden, was zu erwarten war. Schlussfolgernd hat die Expression
von F11L in  MVA-infizierten Hela-Zellen keinen  Einfluss auf die

Virionenmorphogenese.

Abb. 4.34 Elektronenmikroskopische Analyse des Einflusses von FI11L auf die
Virionenmorphogenese. Konfluente HeLa-Zellen wurden mit MVA, MVA-F11L oder VACV WR mit
einer moi von 5 infiziert. Zellen wurden 24 Stunden nach Infektion (h p..) fixiert. Epon-cingebettete
Schnitte wurden pripariert die elektronenmikroskopisch Untersucht wurden. MaB3stabsbalken: 1000 nm.
Beispiele fiir unreife Partikel (engl. zmmature virions, IV) und reife Partikel (engl. zntracellular mature virions,
IMV) sind indiziert.
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5 Diskussion

Im Gegensatz zu dem breiten Wirts- und Zelltropismus von Vacciniavirus (VACV) ist
der des modifizierten Vacciniavirus Ankara (MVA) aufgrund seiner Attenuierung stark
eingeschrinkt. Die multiplen Virus-Wirts-Interaktionen von VACV sind bisher noch
vielfach unklar. Wichtig fiir den Wirtstropismus bzw. -bereich (engl.: host-range) ist die
Klasse der sogenannten host-range-Gene, welche fir das Wachstum in bestimmten Zellen
wichtig sind. Dabei ist noch vollig unklar, auf welche Art und Weise viele dieser
Faktoren eine Replikation des Virus in andernfalls nicht-permissiven Zellen ermdglichen.
Im Fall von MVA konnten das Gen oder die Gene, welche wihrend des
Attenuierungsprozesses verloren gingen und somit den eingeschrinkten Wirtstropismus
bedingen, bislang nicht identifiziert werden. Weiterhin ist die Wirkweise der host-range-
Gene KI1L und C7L noch weitestgehend unklar. Aus diesen Grinden wurden in der
vorliegenden Arbeit die noch unbekannten Funktionen der host-range-Gene K1L und
C7L analysiert und dartber hinaus das F11L-Gen als weiteres potentielles host-range-Gen

untersucht.

5.1 Die Kl1- und C7-Proteine ermoglichen die spite Genexpression

von MVA in bestimmten Zellen

Vorangegangene Untersuchungen zeigten, dass ein C7L-defizientes MVA im Gegensatz
zum Wildtypvirus in murinen (NIH-3T3) als auch humanen Zellen (MRC-5, HelLa) keine
spiten Gene mehr exprimieren kann. Dieser Defekt konnte durch K1 kompensiert
werden (Backes e a/., 2010).

In dieser Arbeit wurde anhand des spiten Strukturproteins B5 (Engelstad and Smith,
1993) die spiate Genexpression in einer dariiber hinausgehenden groBeren Anzahl
unterschiedlicher Zelllinien untersucht (siche Abb. 4.3 und Tabelle 4.2). Hierbei zeigte
sich, dass C7L und K1L nicht in allen MVA-infizierten humanen Zellen (293T-, HelLa
und Huh7-Zellen) fir die B5-Expression erforderlich sind. Aus dieser Beobachtung ldsst
sich schliefen, dass die Funktion von K1 und C7 nicht in allen Zellen benétigt wird.
Dies spiegelt sich zudem darin wider, dass BHK-21-Zellen und CEF fur MVAAC7L
permissiv sind (Backes ez a/., 2010). Das bedeutet, dass in diesen Zellen weder K1L noch

C7L far die spite Genexpression von MVA essentiell sind.
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Hinweise fur diese unterschiedliche Abhingigkeit der spiten Genexpression von C7 und
K1 in unterschiedlichen Zellen wurden kiirzlich veroffentlicht. In Huh7-Zellen wurde
beobachtet, dass eine Deletionsmutante des VACV-Stamms Western Reserve (WR), in
welcher das K1L- und das C7L-Gen deletiert wurden, sich in diesen Zellen vermehren
kann (Meng et al., 2009). In Interferon-B-behandelten Huh7-Zellen war jedoch das
Wachstum dieser Mutante von der zusitzlichen Expression von KIL oder C7L
abhingig. Das bedeutet, dass K1 und C7 vermutlich einen durch Interferon-3-
Stimulation aktivierten Signalweg oder ein exprimiertes Protein (Interferon-stimuliertes
Gen-Produkt, ISG) inhibieren, welche den Lebenszyklus von VACV unterbrechen.

Ein solches ISG mit anti-viraler Funktion ist beispielsweise die 2°-5"-Oligoadenylat-
Synthetase (2°-5-OAS), welche zwar in Hela-Zellen, aber nicht in BHK-21-Zellen
exprimiert wird. Dadurch ist das bost-range-Gen E3L wichtig fiir das Wachstum von
VACV in Hella-Zellen und entbehrlich in BHK-21-Zellen (beschrieben in Abs. 2.4.1)
(Langland and Jacobs, 2002). Im Fall von KIL und C7L kénnte es sich dhnlich
verhalten, sodass ein oder mehrere ISG, die ohne Interferon-B-Stimulation in Huh7-
Zellen nicht vorliegen, moglicherweise in anderen Zellen exprimiert werden und die
virale Replikation verhindern. Eine Eingrenzung auf bestimmte ISG wird durch die
Vielzahl Interferon-3-stimulierter Gene (>300) erschwert, deren Funktion, auch in
Bezug auf anti-virale Wirkungen, z.T. noch unzureichend verstanden sind (de Veer ez al,
2001).

Eine Diskrepanz der Ergebnisse in Bezug auf die B5-Expression ergibt sich bei Hel.a-
Zellen. Eine S¥-metabolische Markierung der gesamten Proteinsynthese in diesen Zellen
offenbarte, dass nach MVAAC7L-Infektion keine spiten Genprodukte synthetisiert
werden (Backes e al, 2010), jedoch zeigten die eigenen Beobachtungen eine deutliche
B5-Expression (siche Abb. 4.3). In der Literatur wird die Abhingigkeit der VACV-
Replikation in HelLa-Zellen von K1L oder C7L kontrovers beschrieben. VACVhr ist ein
mutiertes Vacciniavirus vom Stamm Copenhagen, dem eine Region von 18 KBp im
Genom fehlt, welche K11 und C7L umfasst und eine Blockade bei der intermediidren
Translation in Hel.a-Zellen aufweist (Hsiao e a/, 2004). Die Insertion von entweder
K1L oder C7L konnte die intermedidre bzw. spite Genexpression und somit auch die
Replikation von VACVhr wiederherstellen (Oguiura ef afl, 1993). Dieses Ergebnis lasst
darauf schlieBen, dass K1 und C7 die intermediire und spite Translation in Hela-Zellen
ermoglichen. Im Gegensatz dazu erfolgte die Blockade des Lebenszyklus von VACV
NYVAC, das VACV Copenhagen abgeleitet ist und in welchem neben C7L und KI1L

noch 16 weitere Gene fehlen, in Hel.a-Zellen erst wihrend der Virionenmorphogenese.
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Eine Expressions-Analyse von finf spiten Proteinen zeigte hier jedoch, dass wihrend
der NYVAC-Infektion zwei der fiinf Proteine exprimiert werden. Dieses Ergebnis macht
es fraglich, ob die ganze Klasse der spiten Proteine von der durch das Fehlen von K1
und C7 verursachten Blockade betroffen ist, oder nur ein Teil der Faktoren. Soweit
bekannt, stellen diese Unterschiede in der spiten Genexpression von VACV in Hel.a-
Zellen jedoch eine Ausnahme dar, welche noch genauerer Untersuchung bedarf. Bei
NIH-3T3- und MRC-5-Zellen, welche vorwiegend in den hier dargestellten
Untersuchungen genutzt wurden, gab es keine widerspriichlichen Ergebnisse durch die
unterschiedlichen Untersuchungsmethoden der spiten Genexpression.

Eine Ausnahme davon, dass C7L das Fehlen von K1L kompensieren kann, stellt die
Kanichennieren-Zelllinie RK-13 dar. Fir diese Zelllinie ist bereits seit lingerem bekannt,
dass K1L, aber nicht C7L fir das Wachstum von sowohl VACV Copenhagen, als auch
MVA wichtig ist (Perkus ez al., 1990; Sutter ez al., 1994). Dies spiegelt sich auch in dem
Ergebnis wider, dass sowohl fir MVA als auch MVAACTL keine spite B5-Expression in
diesen Zellen moglich ist (siche Abb. 4.3).

52 K1 und C7 inhibieren die PKR-induzierte elIF2«-
Phosphorylierung

In der Literatur gab es Hinweise, dass C7 in infizierten Zellen die ellF2a-
Phosphorylierung inhibiert (Najera ez al, 2006; Hsiao ez al, 2004). Diese
Phosphorylierung hat zur Folge, dass der zellulire Translationsinitiationskomplex nicht
gebildet wird und somit auch keine virale Translation mehr stattfindet (Clemens, 2001).
In dieser Arbeit wurde deshalb die Hypothese aufgestellt, dass der Translations-
initiationsfaktor elF2« bei Infektionen ohne KIL und C7L phosphoryliert werden
konnte und das die Begrindung fir das Fehlen der spiten Genexpression in
MVAACT7L-infizierten Zellen sein konnte.

In der Tat konnte eine Korrelation zum Fehlen der spiten Genexpression hergestellt
werden, da in NIH-3T3-, MRC-5- und RK-13-Zellen eine deutliche elF2a-
Phosphorylierung nach MVAACT7L-Infektion zu beobachten war (siche Abb. 4.4). Bei
MVAAC7L-infizierten HelLa-Zellen, die eine B5-Expression zulieBen, war dagegen die
elF2a-Phosphorylierung nur schwach ausgeprigt. Studien mit einem C7-defizienten,

aber K1-exprimierenden Virus (MVAAC7L-K1L) ergaben, dass K1 ebenfalls dazu in der
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Lage ist, die eIlFF2a-Phosphorylierung in den unterschiedlichen Zellen zu inhibieren, und
somit C7 komplementieren kann.

Von den drei Kinasen, die eIF2a phosphorylieren kénnen, konnte die PKR als diejenige
identifiziert werden, welche im Kontext einer MVAAC7L-Infektion relevant ist. Dies
konnte in Studien mit PKR”-MEF bewiesen werden (siche Abb. 4.6). Das auch in MVA
erhalten gebliebene E3-Protein verhindert spezifisch die Aktivierung dieser Kinase,
indem es dsRNA bindet (siche Abs. 2.4.1). Meng e al. postulierten, dass die Inhibition
der elF2a-Phosphorylierung durch C7 indirekt Gber die Erh6hung der E3L-Expression
erfolgt (Meng ez al., 2008). Zwar wurde in den eigenen Untersuchungen eine vergleichs-
weise niedrigere E3L-Expression in MVAAC7L-infizierten Zellen beobachtet (siche
Abb. 4.7), jedoch zeigte sich anhand der unbeeinflussten elF2ax-Phosphorylierung in
MVAACT7L-infizierten NIH-3T3-E3L-Zellen, dass C7 und K1 nicht indirekt Gber E3
wirken (siche Abb. 4.8). Hierdurch konnte die von Meng und Kollegen aufgestellte
Theorie widerlegt werden. Letztlich zeigte sich jedoch, dass die spite Genexpression von
MVAACTL nicht alleine von der PKR-vermittelten elF2«-Phosphorylierung und dem
damit verbundenen Translationsstopp unterdriickt wird. Dies steht im Gegensatz zu
MVAAE3I-infizierten PKR’-MEF, in welchen die spite Genexpression wieder-
hergestellt werden konnte (siche Abb. 4.9; Ludwig ez a/., 2000).

Zeitgleich wurden nahezu tbereinstimmende Daten veroffentlicht, die belegen, dass
nach Infektion von RK-13-Zellen mit einer VACV WR-Mutante, in welcher K1L
deletiert ist (WRAKI1L), PKR-abhingig elF2a phosphoryliert wird (Willis ez a/, 2009).
Auch hier zeigte sich iber einen siRNA-vermittelten knock-down der PKR, dass das
Fehlen dieser Kinase nicht ausreicht, um die spiate Genexpression wiederherzustellen.
Dartber hinaus beobachteten die Autoren dieser Publikation bei der Infektion von RK-
13-Zellen mit WRAKIL ebenfalls eine niedrigere E3L-Expression. Ahnlich zu den in
dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten mit den NIH-3T3-E3L-Zellen (siche Abs.
4.2.3), generierten die Autoren RK-13-Zellen, die stabil E3L exprimieren und konnten
beweisen, dass die niedrigere E3L-Expression nicht fiir die elF2a-Phosphorylierung
verantwortlich ist (Willis ez @/, 2009). Dies bestitigt die in dieser Arbeit prasentierten
Ergebnisse und zeigt nochmals die Besonderheit, dass in RK-13-Zellen nur K1 einen
inhibitorischen Einfluss auf die elF2a-Phosphorylierung hat, im Gegensatz zu allen
anderen untersuchten Zelllinien, bei welchen auch C7 diese Funktion austibt (siche Abb.
4.4).

Diese zelltypspezifischen Beobachtungen konnten mehrere Ursachen haben. Zum einen

konnte K1 gegentiber C7 eine zusitzliche Funktion besitzen, die nur in RK-13-Zellen
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wichtig ist. Andererseits konnte ein moglicher zelluldrer Interaktionspartner von C7 und
K1 eine in Kaninchen (im Vergleich zu Miusen oder Menschen) leicht verinderte
Aminosduresequenz haben, wodurch nur noch die Interaktion mit K1 mdglich ist.
Dartber hinaus wire es auch denkbar, dass K1 und C7 unterschiedliche Zielproteine in
dem gleichen Signaltransduktionsweg inhibieren. Falls C7 diesen Signalweg beispiels-
weise stromabwirts von K1 inhibiert und das Signal in Kaninchenzellen anders
transduziert wird als in humanen oder murinen Zellen, koénnte es sein, dass C7 im
Gegensatz zu K1 keinen Einfluss mehr hat. Diese mogliche Erklarung steht im Einklang
mit der Beobachtung, dass im Gegensatz zu humanen Zellen, andere Ankyrin-Repeats des
K1-Proteins essentiell waren, um die Replikation in RK-13-Zellen wiederherzustellen
(Meng and Xiang, 2006). Das bedeutet, dass zumindest die Interaktion Spezies-spezifisch
divergiert, sagt jedoch nichts dariiber aus, ob es sich um einen unterschiedlichen
Interaktionspartner handelt oder ob sich die Aminosduresequenz desselben Proteins
zwischen den Spezies zu stark unterscheidet. Zumindest scheint es sich um einen Effekt
zu handeln, der nicht artifiziell nur bei der RK-13-Zelllinie vorkommt, da nur K1 — aber
nicht C7 — auch in anderen Kaninchen-Zelllinien (LLC-RK1- und R9AB-Zellen) die
elF2a-Phosphorylierung inhibieren konnte (Willis e a/., 2009).

Auf welche Art und Weise wird die PKR-Aktivierung und damit die elF2a-
Phosphorylierung durch K1 und C7 verhindert? Moglicherweise vermindern beide
Proteine die Bildung von dsRNA wihrend der intermedidren Transkription, sodass die
Menge an E3 ausreicht, um diese zu maskieren. Dies kénnte beispielsweise Giber einen
Mechanismus erfolgen, welcher die mRNA-Stabilitit herabsetzt, wie es kiirzlich fir
CP77 berichtet wurde, sodass zueinander komplementire virale Transkripte nur zeitlich
begrenzt in der Zelle vorliegen (XVIII International Poxvirus, Asfivirus, and Iridovirus
Symposium, Sedona, USA; Poster Nr. PS5.13).

Alternativ. kénnten K1 und C7 einen andetren Stimulus inhibieren, der zur PKR-
Aktivierung fuhrt. In den letzten Jahren wurde neben viraler dSRNA eine Reihe anderer
aktivierender Stimuli fir die PKR entdeckt. Zum einen wurden Proteine beschrieben,
wie PACT und mda7, welche die PKR aktivieren kénnen (Patel and Sen, 1998; Pataer ez
al., 2002). Weiterhin spalten in Folge von Apoptose aktivierte Caspase-3, -7 oder -8, die
PKR proteolytisch, wonach diese konstitutiv aktiv wird (Saelens e @/, 2001). Eine
Induktion der Apoptose in Folge von MVAAC7L-Infektion konnte jedoch
ausgeschlossen werden (Backes e7 a4/, 2010). Zum anderen aktivieren auch zellulire

mRNAs die PKR. Zu diesen aktivierenden Transkripten gehort die mRNA des Tumor
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Nekrose Faktors o (INFa), Intetferon vy, p23/TCTP, Tropomyosin und Stress-
induzierte Alu RNA (Sadler and Williams, 2007). Interessant ist in diesem
Zusammenhang, dass K1 die durch MVA-Infektion induzierte NFxB-Aktivierung
inhibiert oder zumindest reduziert (Shisler and Jin, 2004). Zu den durch den
Transkriptionsfaktor NFkB regulierten Genen gehort TNFa. Shisler und Jin zeigten als
zusitzlichen Nachweis der NFxB-Aktivierung mit einer semi-quantitativen RT-PCR,
dass sowohl in RK-13-Zellen als auch in humanen 293T-Zellen nach MVA-Infektion
vermehrt TNFa-mRNA transkribiert wird im Vergleich zu MVA-K1L-infizierten Zellen.
Dies lie3 die Hypothese zu, dass eine erthohte Menge an TNFa-mRNA zur Aktivierung
der PKR fihren konnte. Die 3'UTR der TNFa-mRNA besteht aus dem Sequenzbereich
2-Aminopurin response element (2-APRE), welcher eine Haarnadelschleife und somit einen
dsRNA-Abschnitt bildet, der die PKR aktiviert (Osman ez a/, 1999). Eine MVA-
Infektion fihrt zur NFkB-Aktivierung (Oie and Pickup, 2001), jedoch mit Ausnahme
von RK-13-Zellen nicht zu einer PKR-induzierten elF2x-Phosphorylierung (siche Abb.
4.4). Es konnte jedoch sein, dass C7 wie K1 auch die NFkB-Aktivierung inhibiert und
somit bei einer MVA-Infektion zwar eine Aktivierung stattfindet, diese jedoch nicht so
stark ausgeprigt ist wie bei einer MVAAC7L-Infektion. In der Folge koénnte die
exprimierte Menge an TNFa-mRNA im Fall einer MVA-Infektion nicht ausreichend
sein bzw. die 2-APRE-Sequenz noch von E3 maskiert werden, sodass die PKR nicht
aktiviert wird. Falls C7 auch die NFxB-Aktivierung inhibieren wiirde, so kénnte in Folge
einer MVAAC7L-Infektion mehr TNFa-mRNA exprimiert werden. Dadurch kénnte die
Menge an E3 nicht mehr ausreichend sein, wodurch es zur PKR-Aktivierung und
schlief3lich elF2a-Phosphorylierung kommt. Diese MutmalBung setzt voraus, das C7 wie
K1 eine NFxB-inhibitorische Funktion besitzt, weshalb dies als Teil dieser Atbeit

untersucht wurde.

5.3 C7 reduziert die NFxB-Aktivierung durch die MVA-Infektion

Als Anzeichen fur die NFxkB-Aktivierung wurde der IkBa-Abbau untersucht. Wie bereits
fir andere Zellen beschrieben (Shisler and Jin, 2004), zeigte sich auch in MEF und
MRC-5-Zellen, dass die Infektion mit MV A einerseits zum IkBa-Abbau fuhrt, K1 diesen
jedoch reduziert (siche Abb. 4.10). Dariiber hinaus wurde in diesem Zusammenhang
erstmals fiir C7 eine inhibitorische Funktion fiir den IkBa-Abbau und somit der NFxB-

Aktivierung nachgewiesen. Dies zeigte sich anhand des signifikant stirkeren Abbaus von
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IkBa nach MVAAC7L-Infektion im Vergleich zu einer MVA-Infektion (siche Abb.
4.10). Im Gegensatz zur Inhibition der elF2a-Phosphorylierung, welche lediglich
entweder K1 oder C7 erforderte, scheinen beide Faktoren synergistisch den IkBa-Abbau
in MRC-5-Zellen und MEF zu reduzieren. Dies dullerte sich dadurch, dass der IxBa-
Abbau nach MVAAC7L-Infektion am starksten ausfiel, wahrend das Vorhandensein von
C7L (MVA) bzw. KIL (MVAAC7L-K1L) den Abbau vergleichbar verringerte. Die
gleichzeitige Expression beider Faktoren (MVA-KI1L) bewirkte nahezu keine IxBa-
Degradierung. Dariiber hinaus wurde dieses Ergebnis durch die stirkere bzw. frither
einsetzende Kern-Translokation von NFkB p65 nach Infektion mit den entsprechenden
Viren gestiitzt (siche Abb. 4.11). Diese synergistische Inhibition der NFkB-Aktivierung
durch C7 und K1 wiirde die aufgestellte Theorie fir die PKR-Aktivierung unterstiitzen,
dass erst mit dem Fehlen beider Faktoren die durch NFxB regulierte TNFoa-mRNA-
Expression einen gewissen Schwellenwert iiberschreitet, der dann zur Aktivierung der
PKR fihrt.

Im Laufe der Untersuchungen wurde veroffentlicht, dass die MVA-bedingte NFkB-
Aktivierung durch die PKR verursacht wird und nicht wie angenommen umgekehrt
(Lynch e al, 2009). Lynch und Kollegen zeigten, dass die MV A-Infektion in PKR”~-
MEF im Gegensatz zu Wildtyp-MEF keine NFkB-Aktivierung mehr verursacht. Deshalb
wurde untersucht, ob dies auch fir MVAACTL zutrifft. Hierbei zeigte sich in
Ubereinstimmung zu den Daten von Lynch und Kollegen, dass in PKR’-MEF die
MVAAC7L-bedingte NFxB-Aktivierung reduziert wurde. Interessanterweise war aber
immer noch eine leichte NFxkB-Aktivierung zu beobachten, die im gleichen Maf3e wie in
Wildtyp-MEF iber die MVA-induzierte NFkB-Aktivierung hinaus ging (siche Abb.
4.13). Dies spricht deutlich fir einen PKR-unabhingigen Mechanismus, der nach
MVAAC7L-Infektion zusitzlich zur NFxkB-Aktivierung beitrigt.

Zusitzlich wurde durch die Untersuchung des IxkBa-Abbaus unter Bedingungen, welche
die DNA-Replikation inhibieren (AraC), nachgewiesen, dass der verkiirzte Lebenszyklus
und die damit verbundene unterschiedliche Genexpression von MVAAC7L im
Gegensatz zu MVA nicht fur die stirkere NFkB-Aktivierung verantwortlich ist (siehe
Abb. 4.12). Die bis zu diesen Punkt diskutierten Erkenntnisse tiber die Funktion von K1
und C7 sind in Abb. 5.1 zu einem Modell zusammengefasst dargestellt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten das Wissen um die Funktionen von K1 und C7
hinsichtlich der Inhibition der PKR-bedingten elF2a-Phosphorylierung erginzen und
zeigten auch, dass C7 die NFkB-Aktivierung inhibiert. Zusammenfassend ldsst sich

folgern, dass das unbekannte inhibierte Protein oder die unbekannten inhibierten
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Proteine von K1 und C7 zum einen die PKR aktivieren, was in der Folge zur ellF2a-
Phosphorylierung und NFkB-Aktivierung fithrt. Zum anderen aktivieren das oder diese
Proteine tber einen PKR-unabhingigen Signalweg NFxB und unterbinden auf
unbekannte Art und Weise die spite Genexpression. Als Ursache fir die Inhibition der
spaten Genexpression kénnen durch das in dieser Arbeit gesammelte Wissen sowohl die
PKR als auch die 2°-5"-Oligoadenylatsynthetase (siche Abb. 4.9) ausgeschlossen werden.
Dartber hinaus ist es unwahrscheinlich, dass die NFxB-Aktivierung fiir das Fehlen der
spaten Genexpression verantwortlich ist, da die NFxkB-Aktivierung beispielsweise auch
in BHK-21-Zellen beobachtet wurde (Oie and Pickup, 2001), die permissiv fir das
Wachstum von MVA sind, oder in 293T-Zellen (Shisler and Jin, 2004), welche eine spate
B5-Expression zulassen (siche Abb. 4.2). Um jedoch die zugrunde liegenden
Mechanismen zu erforschen, schien es unabdingbar zu sein, den oder die zelluliren

Interaktionspartner von K1 und C7 ausfindig zu machen.

VACV-
Infektion

K1

-/

I/
NFKB-\‘ Spite
P

Aktivierung Genexpression

®-

Translations-

stopp

Abb. 5.1 Modell der Funktion von K1 und C7 in humanen oder murinen Zellen. C7 und Kl
inhibieren vermutlich ein oder mehrere Interferon-stimulierte Genprodukte (ISG), welche zum einen die
Proteinkinase R (PKR) aktivieren, welche in der Folge elF2« phosphoryliert und NFkB aktiviert. Zum
anderen inhibiert das oder die ISG direkt oder indirekt die spite virale Genexpression. Virale
Komponenten des Schemas sind rot dargestellt.
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5.4 Verifizierung der Hefe-2-Hybrid-Interaktionspartner von C7 und
K1

Mit Hilfe eines Hefe-2-Hybrid-sereening wurden potentielle Interaktionspartner fir K1
und C7 identifiziert (Ubersicht siche Tabelle 4.3). Aufgrund der hohen falsch-positiv-
Rate dieser Methode (Deane ef al, 2002), missen Interaktionen mit einer anderen
Nachweismethode bestitigt werden, wofir in dieser Arbeit Co-Immunprizipitierungen
durchgefithrt wurden. Hierfir wurden Expressionsplasmide fiir die jeweiligen
Interaktionspartner sowie MVA-C7L-V5 und MVA-KI1L-HA generiert (siche Abs.
4.4.2). Bei K1L wurde ein HA-7z¢ mit dem N-terminalen Bereich des Gens fusioniert, da
bereits gezeigt wurde, dass die Funktion von K1 dadurch nicht beeintrichtigt wird
(Backes, 2008). Im Fall von C7L wurde der C-terminale Bereich fir die Fusion des V5-
tags gewahlt, da hier der N-Terminus hoch konserviert ist und fur die Funktion des
Proteins wichtig zu sein scheint (Meng ez al., 2008).

Beide Viren exprimierten das jeweilige Fusionsprotein und hatten in Wachstumskurven
keinen Nachteil gegentiber dem Wildtypvirus, was dafiir spricht, dass es zu keinen
offensichtlichen Mutationen wihrend der Generierung der Viren gekommen war (siche
Abb. 4.17 und Abb. 4.18). Weiterhin zeigt dies im Fall von MVA-K1L-HA, dass wie K1
auch K1-HA das Wachstum in RK-13-Zellen uneingeschrinkt ermoglichen kann. Dies
bestitigt, dass der N-terminale HA-7zg keinen negativen Einfluss hat. Durch die
Generierung der Viren war es moglich, Interaktionen im Kontext einer natiirlichen
Infektion der schon untersuchten Wirtszellen zu studieren.

Als Interaktionspartner von K1 wurden Ataxin10, RNA-Polymerase III Polypeptid H
(RPCS8), RING-finger Protein 10 (Rnf10), RAB3A interagierendes protein (rabin3)-/ike
(Rab3ill) und embryonic lethal, abnormal vision, Drosophila-like 3 (Elavl3) identifiziert (siche
Tabelle 4.3). Elavl3 wurde aufgrund der ausschlielichen Expression in Neuronen als
tatsachlicher Interaktionspartner ausgeschlossen (Fornaro e a/, 2007). Die anderen
Interaktionen sind potentiell méglich und konnten anhand etwaiger Unterschiede ihrer
Lokalisation zu K1 oder C7 nicht ausgeschlossen werden, da sowohl K1 als auch C7 in
der gesamten Zelle verteilt vorliegen (siche Abb. 4.19).

Ataxinl0 ist ein 53 Kilodalton (KDa) grofles Protein, welches vorwiegend im
perinukledren Raum der Zelle lokalisiert ist und mit dem Neuritenwachstum von
Neuronen in Verbindung gebracht wurde (Waragai e a/., 2006). RING-finger Protein 10
(Rnf10) ist ein 100 KDa groBler Transkriptionsfaktor und besitzt eine RING-finger

Domine, welche der Zink-Finger-Bindedomine #hnelt und Protein- und DNA-
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Interaktionen ermoglicht (Saurin ez a/, 1996). Welche Gene durch Rnfl0 reguliert
werden ist noch wenig erforscht. In einer Studie wurde berichtet, das Rnf10 den MAG-
Promotor reguliert, welcher eine Funktion in der Myelinbildung bei Schwann’schen
Zellen hat (Hoshikawa ez 4/, 2008). Bei Rab3ill handelt es sich um einen GTP-exchange
factor (GEF) des G-Proteins Rab3A, welches fiir den Vesikeltransport wichtig ist (Luo ez
al., 2001). Die RNA-Polymerase III Untereinheit RPC8 wurde bei den Untersuchungen
als wahrscheinlichster Interaktionspartner betrachtet. Neben den seit Langem bekannten
Funktionen der RNA-Polymerase III, die darin bestehen, tRNA und rRNA zu bilden,
wurde kurzlich bekannt, dass die RNA-Polymerase III im Zytoplasma als Sensor
fungiert, welcher virale dsSDNA erkennt (Chiu ez 4/, 2009). In Folge einer Adenovirus-
Infektion belegten die Autoren dieser Publikation, dass die RNA-Polymerase III die
virale DNA als Matrize nutzend dsRNA polymerisiert, welche tber den retznoic acid
inducible gene 1 (R1G-I)-Signalweg eine Typ 1 Interferonantwort induziert und sowohl
NFxB als auch die PKR aktiviert (Chiu ez a/, 2009). Da es sich bei Vacciniavirus um ein
Virus mit dsDNA-Genom handelt, konnte die Infektion potentiell iber die RNA-
Polymerase III in der Zelle bemerkt werden. Weiterhin konnte dies der PKR-
unabhingige Signalweg darstellen, der in Folge der MVAAC7L-Infektion zur NFxB-
Aktivierung fiihrt (siehe Abs. 5.3). Sofern K1 mit der RNA-Polymerase III interagieren
und diese dadurch inhibieren wiirde, kénnte das die bisherigen Beobachtungen zur K1-
Funktion erkldren.

Far C7 wurden SWI/SNF related, matrix associated, Actin dependent regulator of chromatin,
Unterfamilie a, Mitglied 4 (Brg-1) und Nukledrer Rezeptor Co-Repressor 1 (NCoR)
identifiziert. Brg-1 ist eine Untereinheit des SWI/SNF-Komplex A (BAF), welcher
Chromatin remoduliert und dadurch die Expression von tiber 80 Genen reguliert (Liu ez
al., 2001; Varga-Weisz, 2001). Zu diesen regulierten Genen gehort u.a. IxkBa, welches
NFxB in seinem inaktiven Zustand halt (Deroo and Archer, 2002). Weiterhin interagiert
Brg-1 mit unterschiedlichen Proteinen, wie z.B. breast cancer 1, early-onset ( BRCA1), dem
Riboblastom-Protein (pRb) sowie verschiedenen Transkriptionsfaktoren (Bochar ez al,
2000; DiRenzo ¢f al., 2000; Dunaief ¢ al., 1994; Kadam ef 2/, 2000; Kowenz-Leutz and
Leutz, 1999). Der Co-Repressor NCoR bildet mit anderen Proteinen zusammen den
NCoR-Komplex, welcher als Histon-Deacetylase fungiert und somit die Expression
bestimmter Gene reprimiert (Perissi e a/, 2010). In Folge eines aktivierenden Stimulus
kommt es zum Austausch des Co-Repressors gegen einen Co-Aktivator, wodurch die
Expression des vorher reprimierten Gens aktiviert wird. Der NCoR-Komplex reprimiert

u.a. Promotoren von Inflaimmations-assoziierten Genen, welche beispielsweise von
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NFkB reguliert werden sowie Promotoren, die in Folge einer Typ I Interferon-Antwort
aktiviert werden (Perissi ez al., 2010; Le May e? al., 2008).

In den hier vorgestellten Studien konnte keine der vermeintlichen Interaktionen bestitigt
werden (sieche Abs. 4.4.3). Ein Problem bei Co-Immunprazipitierungen (Co-IPs) ist die
Wahl des Lysepuffers, welcher die Proteine mdglichst in nativer Konformation halten
muss, sodass Protein-Protein-Interaktionen erhalten bleiben. Dies wurde im Fall von
K1-HA kontrolliert, indem der bereits beschriebene Interaktionspartner ACAP2 als
Kontrolle genutzt wurde (Bradley and Terajima, 2005). Unter den gewahlten
Bedingungen in dieser Arbeit konnten ACAP2 und K1-HA co-prizipitiert werden (siche
Abb. 4.23 A). Dies bedeutet auch, dass der HA-72g zumindest bei ACAP2 die Interaktion
sterisch nicht behindert. Natirlich kann nicht ausgeschlossen werden, dass unter anderen
Bedingungen als den untersuchten eine Interaktion von C7-V5 oder K1-HA mit den
beschriebenen Proteinen stattfinden wiirde. Weiterhin konnte die Interaktion transient
und/oder im Gegensatz zu der Interaktion von K1 mit ACAP2 nicht sehr stark sein,
sodass sie nicht im gesamten Verlauf der Co-Immunprizipitierung erhalten bleibt. Auch
mit einem zweiten Standard-Lysepuffer (RIPA) konnte keine Interaktion bestitigt
werden (nicht gezeigt).

Der potentiellen Interaktion von K1 mit der RNA-Polymerase III Untereinheit RPC8
wurde, wie bereits erwihnt, besondere Bedeutung zugemessen. Ausschlaggebend waren
hierfiir, dass diese Interaktion am haufigsten bei dem Hefe-2-Hybrid-sereening identifiziert
wurde (siche Tabelle 4.3) und dass sie die bisherigen Beobachtungen zur K1-Funktion
erkliren konnte (s.0.). Daher wurde neben den Interaktionsstudien versucht, einen
etwaigen inhibitorischen Einfluss von K1 auf die RNA-Polymerase III nachzuweisen
(nicht gezeigte Daten). Wie bereits beschrieben, aktiviert die RNA-Polymerase 1II den
RIG-I-Signalweg, wobei die weitere Transduktion des Signals iiber das Adapter-Protein
CARD adaptor-inducing interteron-$ (Cardif) erfolgt (Chiu ez a/, 2009). In MEF, die von
Cardif-defizienten Mausen abstammen (Cardif’-MEF), in welchen dieser Signalweg
unterbrochen ist, wurde zum einen untersucht, ob die spite Genexpression nach
MVAACT7L-Infektion wiederhergestellt ist. Zum anderen wurde analysiert, ob die durch
MVA-, MVAACTL-, MVAAC7L-K1L- oder MVA-KI1L-Infektion hervorgerufene
NFkB-Aktivierung moduliert ist. In beiden Fillen konnte jedoch kein Unterschied zu
Wildtyp-MEF festgestellt werden (nicht gezeigt). Weiterhin konnte auch der RNA-
Polymerase III-Inhibitor ML-60218 die spite Genexpression von MVAAC7L in MEF
und MRC-5-Zellen nicht wiederherstellen (nicht gezeigt). Dies bedeutet, dass K1 keinen

inhibitorischen Einfluss auf die RNA-Polymerase III zu haben scheint.
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Zusammengenommen konnte in dieser Arbeit keine per Hefe-2-Hybrid-Methode
entdeckte Interaktion bestitigt werden. Aus diesem Grund wurde versucht, mit K1-HA

und C7-V5 co-immunprizipitierte Proteine massenspektrometrisch zu identifizieren.

5.5 Eine massenspektrometrische Analyse identifiziert HNRPK als

moglichen Interaktionspartner von C7-V5

Mittels 2D-Gelelektrophorese und Proteinfiarbung konnte sowohl K1-HA als auch C7-
V5 prizipitiert und dartber hinaus einige Proteine co-prizipitiert werden, die
Interaktionspartner von K1-HA und C7-V5 darstellen konnten (siche Abb. 4.25 und
Abb. 4.26). Die massenspektrometrische Analyse dieser darauthin ausgeschnittenen co-
prazipitierten Proteine (z.B. Proteinpunkt Z1, Abb. 4.25) lie} jedoch in den meisten
Fillen keine Zuordnung zu einer bekannten Aminosiuresequenz in Protein-
Datenbanken zu. Vermutlich war die Peptid-Menge nicht ausreichend, um mit dem
Massenspektrometer  eine  Aminosiuresequenz  zu  bestimmen  (personliche
Kommunikation mit Dr. Andreas Reuter, Paul-Ehtlich-Institut).

Das CP77-Protein, das die host-range-Funktion von K1 und C7 tibernehmen kann, fithrt
interagierende zellulire Proteine dem proteasomalen Abbau zu (siche Abs. 2.4.2).
Deshalb bestand die Hypothese, dass K1 und C7 evtl. interagierende Proteine auch dem
Abbau zufthren kénnten, wodurch eine Identifizierung durch Co-Immunprizipitierung
schwierig wire. Aus diesem Grund wurden im Folgenden Lysate von Zellen zur Co-
Immunprazipitierung eingesetzt, die in Anwesenheit des Proteasominhibitors MG-132
mit MVA-K1L-HA bzw. MVA-C7L-V5 infiziert worden waren. Hierbei wurde als ein
moglicher Interaktionspartner von C7-V5 das heterogene nukleire Ribonukleoprotein K
(HNRPK) identifiziert (siche Abb. 4.28 Nr. Z7 und 7.1). Dieses Protein ist in vielen
zelluliren Prozessen involviert und vermittelt, soweit bekannt, die Interaktion zwischen
Kinasen auf der einen Seite und Chromatin-Remodulierungs-, Transkriptions-, splicing-
und Translationsfaktoren auf der anderen Seite (Bomsztyk e al., 2004). Dartiber hinaus
beschreiben einige Studien, dass HNRPK einen Einfluss auf den Lebenszyklus
verschiedener Viren hat (Chang ez a/, 2001; Hernaez ef al., 2008; Hernaez et al., 2008;
Hsieh ez al., 1998; Lin et al, 2008; Ng ez al., 2005; Wolf et al., 2008; Zhang et al., 2008,;
Schmidt ez a/.,, 2010). Es zeigte sich beispielsweise, dass die Uberexpression von HNRPK
die Replikation von Hepatitis B Virus fordert, wohingegen ein siRNA-vermittelter &nock-

down von HNRPK den Virustiter signifikant verminderte (Ng e a/, 2005). Im Herpes
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Simplex Virus-1 Lebenszyklus scheint HNRPK beim Austritt der Virionen aus der
Wirtszelle wichtig zu sein (Schmidt ez 4/, 2010). Auch eine Interaktion mit dem _African
swine  fever virus Protein  p30 wurde beschrieben, die moglicherweise zur
Herunterregulierung der zelluliren Translation fihrt (Hernaez e al, 2008). Weiterhin
wurde flr das Enterovirus 71 eine Interaktion von HNRPK mit dem RNA-Genom des
Virus und eine damit verbundene Erhohung der viralen Replikation beobachtet (Lin ez
al., 2008). Das multifunktionale Protein HNRPK hat also bei den unterschiedlichsten
Viren einen Einfluss auf den Replikationszyklus, was bedeutet, dass es durchaus auch bei
VACV die spite Genexpression modulieren kénnte. Durch eine Wiederholung der in

Abb. 4.28 dargestellten Co-IP lie3 sich jedoch die Interaktion nicht reproduzieren (nicht
gezeigt).

5.6 Die Insertion von F11L und KIL in MVA stellt die Virus-
induzierte Zellbewegung, jedoch nicht das virale Wachstum in

Sdugerzellen wieder her

Die Blockade des Lebenszyklus von MVA in Sdugerzellen, wie z.B. Hela-Zellen, ist
durch eine Akkumulation von unreifen Virionen (IV) gekennzeichnet, welche nicht
weiter zu infektiosen Partikeln reifen (Sutter and Moss, 1992). Ein dhnlicher Phinotyp
zeigte sich nach einem knock-down von F11L in VACV WR infizierten HelLa-Zellen, der
sowohl zu Ansammlungen von IV als auch zu vermindertem viralen Wachstum fiithrte
(Valderrama e¢f al, 2006). Dies lieB auf einen FEinfluss von FI11 auf die
Virionenmorphogenese schlieflen, zusitzlich gestiitzt durch die Co-Lokalisation von F11
mit den vzral factories (Valderrama e al., 2006). Da MVA nicht mehr fir ein funktionales
F11-Protein kodiert, bestand die Vermutung, dass die Insertion eines vollstindigen
F11L-Gens das Wachstum von MVA in Hela-Zellen und damit evtl. auch anderen
Zellen wiederherstellen konnte. Dartiber hinaus wurde analysiert, ob die zusitzliche
Expression von K1L fir die Wiederherstellung der Replikationstahigkeit notig ist.

Das Wiedereinsetzten von F11L in MVA resultierte in F11-Expression (siche Abb. 4.30
E), Migration (siche Abb. 431 A und B) und einem Verlust der zentralen
Aktinstressfasern infizierter Zellen (siche Abb. 4.31 C). Die Zellbewegung von BS-C-1-
Zellen erfolgte nach Infektion mit allen F11L-kodierenden Viren (MVA-F11L, MVA-
F11L-K1L und VACV WR). Obwohl die Anzahl der in die ,,Wunde® im Zellrasen
einwandernden MVA-F11L- und MVA-F11L-K1L-infizierten Zellen einerseits
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signifikant héher war als die Anzahl bei MV A-infizierten Zellen, war sie andererseits
deutlich geringer im Vergleich zu VACV WR-infizierten Zellen (siche Abb. 4.31 B). F11
induziert die Zellbewegung durch das Binden an das kleine G-Protein Ras homolog gene
Sfamily, member A (RhoA), wodurch stromabwirts keine Signaltransduktion zu Diaphanous-
related formin (mDia) mehr stattfindet, dass an der Regulation der Aktinpolymerisierung
beteiligt ist (Valderrama ez a/, 2006). Es wurde jedoch dartiber hinaus bereits spekuliert,
dass die zur RhoA-Familie gehorenden Proteine ras-related C3 botulinum toxin substrate 1
(Rac) und cel/ division cycle 42 (Cdc42), welche auch an der Regulation des Aktin- und
Mikrotubuli-Zytoskeletts beteiligt sind, durch VACV-kodierte Proteine beeinflusst
werden konnten (Arakawa e al., 2007). Obwohl MVA-F11L und MVA-F11L-K1L eine
zu VACV WR vergleichbare F11-Proteinmenge exprimierten, wurde bei vergleichsweise
weniger Zellen die Bewegung induziert. Dieser Fakt ldsst darauf schlieen, dass MVA
neben F11L andere Gene verloren haben muss, welche die Zellbewegung induzieren.
Ein Gen, welches im MVA-Genom inaktiv ist und hier auch analysiert wurde, ist K1L.
Wie bereits erwihnt interagiert K1 mit ACAP2, einem GTPase aktivierendes Protein
(GAP) fir Arf6, wobei diese Interaktion nicht mit der host-range-Funktion von K1 in
Verbindung steht (Bradley and Terajima, 2005). Interessanterweise ist Arf6 involviert in
dem Prozess der Aktinremodulierung und Zellmigration (Donaldson, 2003). Somit wire
K1 auch ein guter Kandidat gewesen, an der VACV-induzierten Zellbewegung
mitzuwirken. Aus den hier vorgestellten Daten geht jedoch klar hervor, dass K1 keinen
Einfluss darauf hat (Abb. 4.31 A und B).

Die zentrale Frage der Studien zu F11L war, ob ein funktionales F11L in MVA die
Wirtsrestriktion von MVA in murinen und humanen Zellen wieder autheben kann. Die
Mehrstufen-Wachstumsanalysen zeigten jedoch, dass die F11L-Expression keinen
Einfluss auf das virale Wachstum oder die Permissivitit der Zellen hat (siche Abb. 4.33).
Dies duflerte sich auch in den elektronenmikroskopischen Untersuchungen der
Virionenmorphogenese in HelLa-Zellen, da hier kein Unterschied zum charakteristischen
Phinotyp von MVA in diesen Zellen zu verzeichnen war und dementsprechend nur IV
nach MVA-F11L-Infektion zu beobachten waren (siche Abb. 4.34) (Sutter and Moss,
1992). Im Gegensatz dazu wurde die erwartete Erweiterung der host-range von KI1L-
kodierenden Viren (MVA-KI1L und MVA-F11L-K1L) auf RK-13-Zellen bestitigt (siche
Abb. 4.33 C).

Morales und Kollegen (Morales e al, 2008) zeigten, dass eine VACV WR F11L-
Deletionsmutante (VACVAF11L) einen kleineren Plaquephianotyp bei BSC40-Zellen
verursacht als VACV WR. Das Wiedereinsetzten von F11L in MVA hingegen hatte
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keinen Einfluss auf die Virusausbreitung und somit auf die PlaquegréBe (siche Abb.
4.32). Die signifikant hohere Induktion der Zellbewegung von zumindest BS-C-1-Zellen
nach MVA-F11L- und MVA-F11L-K1L-Infektion hitte vermuten lassen, dass bei diesen
Zellen auch eine zu MV A vergleichsweise stirkere Virusausbreitung zu beobachten wire.
Jedoch scheint die nur zum Teil wiederhergestellte Auslésung der Migration hierftir nicht
auszureichend zu sein. Alternativ kénnte die VACV-bedingte Zellbewegung nicht der
entscheidende Faktor fir die Virusausbreitung sein. Die Induktion von Aktinschwinzen
durch Zell-assoziierte extrazellulire Virionen (engl.: cellular-associated extracellular virion,
CEV, siche Abb. 2.2 Nr.17) und ihre Auswirkung auf die Infektion benachbarter Zellen,
wurde bereits als wichtiger Prozess bei der VACV-Ausbreitung beschrieben (Ward and
Moss, 2001). Die Fahigkeit von MVA, die Bildung von Aktinschwinzen auszulGsen,
scheint in infizierten CEF erhalten zu sein (Meiser ez al, 2003). In BSC-40-Zellen
hingegen scheint dies jedoch nicht der Fall zu sein (Gallego-Gomez et al, 2003).
Weiterhin ist selbst bei einer Infektion mit einer hohen moi, bei welcher die
Virusausbreitung nicht in die Wachstumskinetik mit einflieBt, da jede Zelle direkt
infiziert wird, der Virus-Titeranstieg von MVA in BS-C-1-Zellen deutlich niedriger als
bei VACV WR (Carroll and Moss, 1997). Schlussfolgernd ldsst dies vermuten, dass die
Virusverbreitung von MVA zumindest bei BS-C-1-Zellen weniger von der Induktion der
Zellbewegung abhingt als von der Kinetik der viralen Replikation und Virionenbildung.
Zusammengefasst konnte durch die hier vorgestellten Daten eindeutig belegt werden,
dass F11L die Restriktion von MVA in Siugerzellen nicht wiederautheben kann, wobei

die Co-Expression von K1L auf dieses Resultat keinen Einfluss hatte.

5.7 Ausblick

In dieser Arbeit wurden neue Aspekte von K1 und C7 beschrieben. Um die
Fragestellung zu beantworten, wie beide Proteine die spite Genexpression von VACV
erméglichen, scheint es unerlisslich zu sein, den oder die zelluliren Interaktionspartner
zu identifizieren. Hierfir werden MVA-KIL-HA und MVA-C7L-V5 auch in
zukiinftigen Analysen wertvolle Werkzeuge darstellen. Dartiber hinaus sollte die hier
entdeckte Interaktion von C7 mit HNRPK nochmals verifiziert werden. Eine andere
Arbeitsgruppe, welche versuchte Interaktionspartner von C7 und K1 zu identifizieren,
hatte dhnliche Probleme bei den Co-IPs, wie in der vorliegenden Arbeit. K1 und C7

wurden prazipitiert, jedoch wurde kein Protein co-prizipitiert (personliche
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Kommunikation mit Dr. Yan Xiang, Department of Microbiology and Immunology,
University of Texas Health, USA). Um dieses Problem in Zukunft zu umgehen, kénnten
so genannte cross-linker eingesetzt werden, welche miteinander interagierende Proteine
chemisch verbinden, wodurch die Interaktionen stabilisiert wiirden.

Ein anderer Ansatz besteht darin, das vermeintliche ISG ausfindig zu machen, welches
das Vorhandensein von K1 oder C7 n6tig macht (diskutiert in Abs. 5.1). Mit Hilfe von
Expressionsplasmiden der unterschiedlichen ISG koénnte untersucht werden, welches die
spite Genexpression von MVAAC7L im Gegensatz zu MVA in Huh7- oder 293T-
Zellen verhindert. Es sind bereits ca. 50 ISG-Expressionsplasmide beschrieben, die
hierfiir verwendet werden kénnten (Jiang ez al., 2008; Itsui e al., 2000).

Zusatzlich wirde es sich anbieten, weiter nach dem PKR-aktivierenden Stimulus zu
suchen, welcher durch K1 und C7 unterdriickt wird. Hierfiir konnte vergleichend die
Bildung von dsRNA wihrend der Replikation von MVAAC7L und MVA untersucht
werden. Wie bereits erwihnt, zeigten kurzlich prisentierte Ergebnisse zu CP77, dass
dieses Protein den #um-over der intermedidren viralen mRNA erhoht. Dadurch liegt die
dsRNA, die sich durch die komplementiren Bereiche der Transkripte bilden, nur zeitlich
begrenzt in der Wirtszelle vor. Vielleicht reduzieren K1 oder C7 auch die Bildung von
dsRNA wihrend der Replikation von VACV, welche eben zur beobachteten PKR-
Aktivierung fihren wirde.

Letztlich kénnten C7 und K1 dazu dienen, ein bisher unbekanntes zellulires Protein
aufzuspiiren, das die VACV-Infektion in der Wirtszelle erkennt. Beispielsweise wurden
viele zellulire Faktoren, die virale DNA im Zytoplasma erkennen, wie DAI, AIM2 oder
die RNA-Polymerase III, erst in den letzten Jahren entdeckt (Takaoka ez al, 2007,
Schroder ez al., 2009; Chiu ez al., 2009). Chiu und Kollegen mutmal3ten bereits, dass es
neben den bekannten zytoplasmatischen DNA-Sensoren noch andere geben muss, die
bisher unbekannt sind (Chiu ez 4/, 2009). Diese kénnten potentiell iber die Interaktion
mit K1 oder C7 entdeckt werden.

In Bezug auf den eingeschrinkten Wirtstropismus von MVA wurde das F11L-Gen als
mogliches verlorenes host-range-Gen ausgeschlossen. Zur Identifizierung unbekannter
host-range-Gene konnten die sechs grof3en Deletionen, welche mehrere Gene umfassen, in
das MVA-Genom wieder inseriert werden. Erste Arbeiten hierzu zeigten, dass die
Insertion der durch die Deletion I verlorenen Gene den eingeschrinkten Wirtstropismus
von MVA zum Teil wiederherstellen konnte (Zwilling ef a4/, Manuskript in

Vorbereitung).
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Darliber hinaus wurde kiirzlich veréffentlicht, dass die F11-Funktion in VACV WR fur
die Virusausbreitung 7z vitro und in vivo wichtig ist. Obwohl die hier gezeigten Ergebnisse
diese Beobachtungen nicht stiitzen kénnen, wurde erwogen, F11L in VACV-basierenden
Impfstoffvektoren aus Sicherheitsgriinden zu deletieren (Cordeiro ez al, 2009). In der
hier vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die host-range-Restriktion von MVA
durch die Insertion von F11L alleine nicht aufgehoben werden kann. Aus diesem Grund
ist es sehr wahrscheinlich, dass auch die zz vivo Attenuierung von MVA durch eine
zusitzliche F11L-Expression unbeeinflusst wire. Andererseits konnte die mdglicher-
weise auch unter nicht-permissiven Bedingungen (iz vivo) teilweise wiederhergestellte
Zellbewegung in MVA-F11L-infizierten Zellen die Vakzin-Eigenschaften von MVA
verbessern, da so die infizierten Zellen potentiell besser mit Komponenten des
Immunsystems in Kontakt kdmen. Somit kénnte MVA-F11L als Impfvektor eine
bessere Immunantwort auslésen als MVA.

In diesem Zusammenhang scheint entweder C7L oder KI1L fir MVA als Impfvektor
zwingend erforderlich zu sein, da die spiaten Genprodukte wichtig sind fiir den Aufbau
einer Immunantwort (Backes, 2008). Ob MVAAC7L-KIL gegeniber MVA als
Impfvektor besser wire, ist fraglich, da eine unterschiedliche Funktionalitit scheinbar
nur in Kaninchenzellen vorhanden ist.

Letztlich wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass die Deletion der F11L-Restsequenz keinen
negativen Einfluss hat, da keine Unterschiede zwischen MVA und MVAAF11L zu
beobachten waren. Deshalb konnte in Zukunft dieser Lokus als alternative Insertions-

stelle fur exogene Sequenzen in das MVA-Genom genutzt werden.
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7.2 Abkiirzungsverzeichnis

Tabelle 7.1 Abkiirzungen

Abkiirzung Bedeutung/Ubersetzung

o anti (griechisch: gegen)

°C Grad Celsius

i Mikro-

2°.5-OAS  27,5"-Oligoadenylatsynthetase

A Ampére

APS Ammoniumperoxodisulfat

ATCC American type culture collection

Bp Basenpaare

BSA Bovine serum albumin

CEF Hithnerembyofibroblasten (engl: chicken embryo fibroblasts)

CEV Zell-assoziiertes behtlltes Virion (engl.: cell-associated enveloped virion)

CVA Chorioallantois Vacciniavirus Ankara

DAPI 4',6-Diamidino-2-phenylindol

d.h. das heil3t

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

ds doppelstringig

E.coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EEV extrazellulires behiilltes Virion (engl.: extracellular enveloped virion)

elF2a eukaryotischer Translationsinitiationsfaktor 2a (engl.: ewkaryotic translation
initiation factor-2o)

FCS totales Kilberserumalbumin (engl.: fetal calf serum)

for vorwirts (engl.: forward)

GAP GTPase-aktivierendes Protein

GTP Guanosintriphosphat

hp.i Stunden nach Infektion (engl.: hours post infection)

IEF isoelektrische Fokussierung

IEV intrazellulires behiilltes Virion (engl.: Intracellular enveloped virion)

IkBo Inhibitor von kBa (engl.: inhibitor of kBa)

IMV intrazelluldres reifes Virion (engl.: zntracellular mature virion)

v unreifes Virion (engl.: zzmature virion)

KBp Kilobasenpaare

KDa Kilodalton

LB Luria Bertani

M molar, Mol/Liter

MEF murine embryonische Fibroblasten

min Minute

m Milli-

moi Multiplicity of infection

mRNA messenger-Ribonukleinsdure

MVA modifiziertes Vacciniavirus Ankara

NEA nicht-essentielle Aminosauren (engl.: non-essential amino acids)

NFxB Nuclear factor kB

ORF offener Leserahmen (engl.: open reading frame)

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
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PBS
pfu

p.L
PKR
PVDF
rev
RNA
RT
SDS
siRNA

VACV
WR

phosphate-buffered saline

Plaque-bildende Einheiten (engl.: plague forming nnits)
nach Infektion (lateinisch: post infectionens)
Proteinkinase R

Polyvinylidenfluorid

ruckwirts (engl.: reverse)
Ribonukleinsdure

Raumtemperatur

Sodinm dodecyl sulfate

small interfering RNA

Volt

Vacciniavirus

Western Reserve
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