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EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

1. 1. Bedeutung des Lassa-Virus

Das Lassa-Virus kann bei infizierten Menschen das Lassa-Hdmorrhagische-Fieber
(Lassafieber) hervorrufen, eine oft todlich verlaufende Erkrankung, die nach einer Stadt
im Yedseram Flusstal in Nigeria benannt wurde, in der die ersten beschriebenen Fille
im Jahre 1969 auftraten (Buckley und Casals 1970). Teile Guineas, Sierra Leones,
Nigerias und Liberias sind endemisch fiir den Krankheitserreger. Die CDC (Centers for
Disease Control and Prevention) schitzt die Zahl der in Westafrika auftretenden Lassa-
Virusinfektionen auf 100000 bis 300000 pro Jahr, davon 5000 Todesfélle. Wegen der
hohen Sterblichkeitsrate und wegen seiner Ubertragbarkeit von Mensch zu Mensch ist
das Lassa-Virus in die hochste biologische Sicherheitsstufe BSL-4 (Biosafety Level 4)
und in die NIAID (National Institut of Allergy and Infectious Diseases) Biowaffen

Kategorie A eingeordnet.

1. 2. Taxonomie und Epidemiologie des Lassa-Virus

Das Lassa-Virus ist ein Vertreter der Arenaviridae Familie, deren Genom von zwei
einzelstrangigen RNA-Segmenten gebildet wird, die in ,,ambisense Strategie®, d.h. von
entgegengesetzten Richtungen aufeinander zulaufend, kodiert sind. Transmissions-
elektronenmikroskopaufnahmen dieser durchschnittlich ca. 100 nm Durchmesser
groen Viruspartikel zeigen umbhiillte, sphirische Virionen, die kornige Strukturen
enthalten. Diese Strukturen sind Ribosomen, die aus der infizierten Wirtszelle stammen
und bei der Virusvermehrung in sich neubildende Virionen eingebaut werden (Murphy
und Whitfield 1975). Das kornige Aussehen der Viruspartikel fithrte zu deren
Benennung als Arenaviren, was vom lateinischen Wort ,arenosus* (dt. = sandig)
abgeleitet ist.

Die Familie der Arenaviridae gliedert sich in ein Genus (Arenaviren) mit derzeit
erkannten dreiundzwanzig verschiedenen Spezies. Innerhalb des Genus differenziert
man zwischen zwei Gruppen, ndmlich den Altwelt- und den Neuwelt-Arenaviren,
gemill ihrer geographischen und populationsserologischen Verbreitung. Zu den

Altwelt-Arenaviren gehoren neben dem Lassa-Virus das Ippy-, das Mopeia- und das
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Lymphozytire-Choriomeningitis-Virus (LCMV). LCMV stellt das Bindeglied zu den

Neuwelt-Arenaviren dar, da es als einziges Arenavirus weltweit verbreitet ist (Abb. 1).

Whitewater
Arroyo (1990)

Tacaribe
(1956)

Guanarito
(1990)

Pichinde - )
(1967) : .
/Ippy (1970)
Machupo .
(1963) Lassa )
\ (1969) Mopeia
Sabia Junin 1977)
1990 (1958)

Abb. 1: Geographische Verbreitung der wichtigsten Arenaviren. Die Vertreter der Arenaviridae
Virusfamilie sind gemil3 ihrer geographischen Verbreitung in die Altwelt- und Neuwelt-Arenaviren
unterteilt. Das Jahr, in dem die einzelnen Viren zum ersten Mal beschrieben wurden, ist in Klammern
angegeben. In Rot sind diejenigen Arenaviren hervorgehoben, die eine himorrhagische Fiebererkrankung
in infizierten Menschen auslosen konnen. Notabene: LCMV ist als einziges Arenavirus weltweit
verbreitet.

Die Gruppe der Neuwelt-Arenaviren, welche man auch als Tacaribe-Gruppe bezeichnet,
unterteilt sich in drei verschiedene Linien (A, B, C), abgeleitet von der Sequenzanalyse
von ca. 600 Nukleotiden der einzelnen Nukleoproteine der unterschiedlichen Vertreter
(Bowen et al. 2000). Neuere Studien, in denen ein ca. 900 Nukleotide langer Bereich
der RNA-abhingigen RNA-Polymerase der Arenaviren analysiert wurde, bestitigten
diese Einteilung (Charrel et al. 2003).

Neben dem Lassa-Virus konnen folgende Arenaviren hidmorrhagische Fieber-
erkrankungen ausldsen, die alle zur Unterlinie B der Neuwelt-Arenaviren gehoren.
Diese Viren und die von ihnen hervorgerufenen Erkrankungen sind: Junin-Virus
(Argentinisches-Hiamorrhagisches-Fieber), Machupo-Virus (Bolivianisches-
Héamorrhagisches-Fieber), = Guanarito-Virus  (Venezuelanisches-Hidmorrhagisches-
Fieber) und Sabia-Virus (Brasilianisches-Hidmorrhagisches-Fieber).

Arenaviren sind Zoonosen, bei denen jedes Virus an eine spezifische Nagetierart
angepasst ist. Das natiirliche Lassa-Virusreservoir ist die Vielzitzenmaus aus der
Gattung Mastomys (Monath et al. 1974). Zunidchst wurde Mastomys natalensis als
primédre Wirtsspezies identifiziert. Da dieses Genus jedoch taxonomisch unzureichend

untersucht ist, war bis vor Kurzem unklar, welche Spezies oder Subspezies das
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tatsdchliche Lassa-Virusreservoir darstellen (Salazar-Bravo er al. 2002). Neueste
genetische Untersuchungen konnten Mastomys natalensis als den alleinigen Wirt
identifizieren (Lecompte et al. 2006). Die Priavalenz von Antikorpern gegen das Lassa-
Virus in der Bevolkerung betrigt 8-52% in Sierra Leone, 4-55% in Guinea und 21% in
Nigeria. Seropositive Individuen finden sich auch in der Zentralafrikanischen Republik,
der Demokratischen Republik Kongo, in Mali und im Senegal. In Sierra Leone, Liberia
und Nigeria sind zudem gelegentlich Mitarbeiter des britischen ,,Department for
International Development®, des Internationalen Roten Kreuzes und der Mission der
Vereinten Nationen von Lassa-Virusinfektionen betroffen. Des Weiteren wurden
sporadische Lassa-Fille nach GroBbritannien, den Niederlanden, der Schweiz und
Deutschland importiert (Richmond und Baglole 2003).

Das Lassa-Virus wird durch direkten oder indirekten Kontakt auf den Menschen
iibertragen, wobei die direkte Ubertragung durch Kontakt mit infizierten Tieren oder mit
virushaltigen, exkrementenkontaminierten Lebensmitteln erfolgt. In einigen
endemischen Gebieten wurden zudem kleine Nagetiere als Proteinquelle verwendet und
vor allem von Kindern gefangen (McCormick et al. 1987). Die Ubertragung von
Mensch zu Mensch ist insbesondere bei engem Kontakt wéhrend der virdmischen Phase
moglich und findet hdufig in Krankenhdusern aufgrund schlechter Hygieneverhiltnisse
statt. Da das Virus wihrend der Rekonvaleszenzphase bis zu zwei Monaten unter
anderem im Urin und Sperma infizierter Personen nachweisbar ist, besteht ein

langerfristiges Infektionsrisiko fiir Lebens- und Sexualpartner betroffener Patienten.

1. 3. Pathogenese und Klinik des Lassafiebers

Das durch Lassa-Viren verursachte Lassafieber verlduft bei etwa 30% der Infizierten
klinisch apparent, wobei etwa 15% der hospitalisierten Patienten versterben
(McCormick et al. 1987). Wihrend der Epidemie von 1996/97 in Sierra Leone kam es
zu 823 Fillen von Lassafieber mit 153 Toten, was einer Mortalititsrate von 18,6%
entspricht (World Health Organization 1997).

Da Lassa-Virusinfektionen beim Menschen iiber die Schleimhidute bzw. iber
Hautkontakte mit infizierten Korperfliissigkeiten oder Exkrementen erfolgen, sind
dentritische Zellen und Makrophagen (beides Antigen-Prisentierende-Zellen) die
primiren Zielzellen des Virus. Die Viren werden im weiteren Infektionsverlauf durch

das Blut und die Lymphgefile im Korper verteilt, und das Virus repliziert dann im
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Parenchym unterschiedlicher Organe. Hohe Titer werden in der Leber, der Milz und den
Nebennieren gefunden (Lukashevic et al. 1999). Trotz weit verbreiteter viraler
Replikation wihrend einer Lassa-Virusinfektion sind die Verdnderungen in den
Endothelien und den anderen Organen nicht ausreichend, um den Tod eines Infizierten
herbeizufiihren (Winn und Walker 1975).

Nach einer Inkubationszeit von fiinf bis einundzwanzig Tagen treten die ersten
Symptome des Lassafiebers auf. Diese beinhalten meist Fieber, Hals-, Nacken-,
Riicken- oder Bauchschmerzen, Husten, Erbrechen, Diarrhé und Bindehaut-Injektionen.
Odeme (z.B. im Gesicht), wie sie bei einigen Infizierten auftreten, resultieren aus
Schwichung der endothelialen Zellen, durch Zytokinfreisetzung infizierter
Makrophagen oder durch direkte Infektion mit dem Lassa-Virus, was zu einer erhohten
Permeabilitiat der Kapillaren fiihrt (sog. Plasma-Leakage-Syndrom). Dies wiederum
bewirkt eine Verringerung des effektiv zirkulierenden Blutvolumens, Schock und
Multi-Organ-Versagen. Blutungen, gewohnlich der Schleimhéute (z.B. Zahnfleisch),
treten in weniger als einem Drittel aller Fille auf, fiihren aber meist zum Tod der
Patienten. Die Gesamtmortalitit liegt bei circa 1-2% aller Infizierten. Uberlebende
beginnen zwei bis drei Wochen nach Beginn der Krankheit zu genesen (McCormick et
al. 1987). Da das Lassa-Virus ein wenig zytopathisches Virus ist und ausgedehnte
Nekrosen in infizierten Organen nicht beobachtet werden, geht man gegenwirtig davon
aus, dass initiale Immunsuppression gefolgt von Zytokindysregulation der beobachteten
Pathologie zugrunde liegt.

Lassa-Virusinfektionen verursachen bei etwa 17% der klinisch Erkrankten transiente
oder bleibende Horschaden. Somit spielt das Virus eine wesentliche Rolle als kausales
Agens von Schwerhorigkeit in den Verbreitungsgebieten. 1-2% der Bevolkerung in den
betroffenen Gebieten leiden unter uni- oder bilateralem Horverlust (Cummins et al.

1990).

1. 4. Immunantwort gegen das Lassa-Virus

Die Lassa-Virusinfektion induziert eine humorale Immunantwort, welche die virale
Replikation nicht kontrolliert. Das Auftreten von spezifischen IgM- und IgG-
Antikorpern in Patienten und infizierten Affen korreliert nicht mit der Genesung,
sondern wird spit in der Rekonvaleszenz beobachtet (Fisher-Hoch et al. 2000).

Demgegeniiber schiitzt die Induktion der spezifischen zelluldren Immunantwort gegen



EINLEITUNG

das virale Glykoprotein nichthumane Primaten vor einer ansonsten tddlichen Infektion
(Fisher-Hoch et al. 2000), und eine starke CD4"-Gediichtnis-T-Zell-Antwort gegen das
Nukleoprotein NP und das Glykoprotein GP konnten in Seropositiven aus endemischen
Regionen gezeigt werden (ter Meulen et al. 2000 und 2004). Interessanterweise
korrelieren T-Zell-Epitope des GP-2 mit dem Bereich des postulierten internen
Fusionspeptidsegments (Kap 1. 6. 7.).

Es konnte gezeigt werden, dass dentritische Zellen und Makrophagen mit Lassa-Virus
infizierbar sind, diese Infektion aber nicht zu einer Aktivierung dieser Zellen fiihrte.
Interessanterweise interferiert das Virus dabei nicht mit exogenen Aktivierungssignalen
oder mit der Lebensfahigkeit der Zellen. Der Tropismus des Lassa-Virus fiir Antigen-
Prisentierende-Zellen stellt somit einen entscheidenden Faktor fiir die hohe
Pathogenitdt und transiente Immunsuppression der Infektion dar (Baize et al. 2004).
Vermutlich ist die ausgeprigte Glykosylierung des GP die Ursache fiir eine Maskierung
neutralisierender Epitope. Der Organtropismus korreliert moglicherweise mit der
Expression einer zellularen Endoprotease, die fiir die Reifung des Glykoproteins

benotigt wird (Lenz et al. 2001).

1. 5. Therapie

Das antivirale Medikament Ribavirin (1-f-D-ribofuranosyl-1,2,4-triazol) ist bei der
Behandlung von Lassafieber wirksam, jedoch nur, wenn es friihzeitig (bis zu sechs Tage
nach Auftreten der ersten Krankheitssymptome) im Krankheitsverlauf verabreicht wird.
Dabei ist Ribavirin zweimal so effektiv, wenn es intravends anstatt oral appliziert wird
(Richmond und Baglole 2003). Es ist bisher nicht bekannt, ob Ribavirin auch gegen die
anderen hamorrhagischen Arenaviren wirksam ist. Die Behandlungsstrategie sieht vier
tiagliche Injektionen von jeweils 900 mg fiir erwachsene Patienten vor (Cameron und
Castro 2001). Wenn es innerhalb von sechs Tagen nach Beginn der
Krankheitssymptome genommen wird, reduziert es die Todesrate um 90%. Dabei sind
Dehydrierung, Odeme, Hypotonie und renale Dysfunktionen hiufige Nebenwirkungen
der Ribavirintherapie (Richmond und Baglole 2003). Da Ribavirin ein Teratogen ist,
kann es Probleme bei der Spermienentwicklung hervorrufen. Die Griinde dafiir sind
jedoch unklar (Cameron und Castro 2001). Der antivirale Wirkmechanismus des
Ribavirins beruht darauf, dass Ribavirin in Zellen zu Ribavirin-Monophosphat (RMP)

phosphoryliert wird. Bei der viralen Genomreplikation fiihrt der direkte Einbau von
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RMP in die virale RNA als ATP- oder GTP-Analogon dann zu einer ,Fehler-
Katastrophe* und somit letztlich zur Virusbeseitigung (Crotty und Andino 2002).

1. 6. Molekularbiologie des Lassa-Virus

1. 6. 1. Virusstruktur

Lassa-Virionen sind lipidumbhiillte pleomorphe Partikel mit einem Durchmesser von
60 bis 200 nm. In elektronenmikroskopischen Aufnahmen weisen Lassa-Viruspartikel
kornige Strukturen auf (Abb. 2B). Diese Strukturen scheinen Ribosomen zu
reprasentieren, die bei der Virus-Morphogenese von der Wirtszelle aufgenommen und
im Viruspartikel mitgefiihrt werden. Die Bedeutung dieses Phianomens ist noch nicht
geklirt, doch scheint die Anwesenheit von Ribosomen im Viruspartikel keine Rolle fiir
die Infektiositéit der Viren zu spielen (Leung und Rawls 1977). Auf der Oberfldche der
Virionen befinden sich ,,Spikes”, die von Trimeren oder Tetrameren der viralen
Glykoproteine GP-1 und GP-2 gebildet werden (Burns und Buchmeier 1991; Eschli et
al. 2006). Das Genom der Lassa-Viren besteht aus zwei einzelstringigen RNA-
Segmenten, die fiir vier Proteine kodieren und zusammen mit den sie enkapsidierenden

Nukleoproteinen das Nukleokapsid bilden.

Virion-Struktur

Genom-Organisation

S-RNA (3.5 kb)

sT] 1 s

GP

L-RNA (7.2 kb)

Abb. 2A: Schematische Darstellung der Lassa-Virusmorphologie. Lassa-Viren sind lipidumbhiillte
Partikel variierender GroBe, die zwei RNA-Segmente in Ambisense-Orientierung enthalten. Auf der
Oberfldche finden sich Oligomere* der Glykoprotein-Untereinheiten GP-1 und GP-2, die nichtkovalent
miteinander verbunden sind und zusammen die ,Spikes* der Virionen bilden (griin). Die Genom-
Organisation des Lassa-Virus zeigt S- und L-Segment mit den jeweils kodierten Virusproteinen (siehe
Text). IGR bezeichnet die intergenischen Regionen (Abb. verindert nach Brown und Lloyd 1999). *Es ist
fraglich, in welchem Oligomerisierungsgrad die Spikes vorliegen. Burns und Buchmeier zeigten 1991
durch Quervernetzungsreagentien, dass GP-1 und GP-2 in LCM-Virionen Tetramere bildet, wihrend eine
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neuere Arbeit von Eschli et al. (2006) zeigte, dass rekombinant exprimiertes Glykoprotein als Trimer-
Komplex an die Oberfldche von transient transfizierten Zellen transportiert wird.

Abb. 2B: Elektronenkryomikroskopische Aufnahmen von Arenaviren. Die Aufnahmen zeigen LCM-
Viren, und man kann neben den Spikes auf der Virion-Oberfliche (weile Pfeile) auch
Wirtszellribosomen im Partikel erkennen (rote Pfeile), die namensgebend fiir die Virusfamilie sind (Abb.
aus Neuman et al. 2005).

1. 6. 2. Infektionszyklus

Lassa-Viren infizieren ihre Zielzellen nach Rezeptorbindung mit darauffolgender
Endozytose (Kap. 1. 7. 2.). Nachdem als Folge dieser Prozesse die virale RNA ins
Zytoplama der Zelle gelangt, beginnt der Replikationszyklus (Kap. 1. 6. 3.), wihrend
dessen die virale RNA transkribiert wird, die Virusproteine translatiert und
posttranslational prozessiert werden. Zum Abschluss des Infektionszyklus lagern sich
Virusproteine und virale RNA (und gelegentlich Wirtszellribosomen) zusammen
(Assemblierung) und schlieBlich knospen neu gebildete Virionen von der Zellmembran

ab (Budding).

1. 6. 3. Replikationszyklus

Das bisegmentierte RNA-Genom des Lassa-Virus besteht aus zwei einzelstringigen
RNA-Spezies: das grolere L-Segment kodiert fiir die virale Polymerase L und das
Matrixprotein Z, wohingegen das kleinere S-Segment fiir das virale Nukleoprotein NP
und das Glykoprotein GP kodiert (Abb. 2A).

Das S-Segment umfasst etwa 3500 Nukleotide, wohingegen das L-Segment etwa 7200
Nukleotide aufweist. Die virale RNA enthilt keine ,,Cap“-Strukturen. Am jeweiligen
5’- bzw. 3’-Ende befinden sich nicht nur innerhalb eines Segmentes sondern auch

zwischen L- und S-Segment ca. 20 nahezu komplementidre Nukleotide, die zur Bildung
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quasizirkulérer, pfannenstieldhnlicher Strukturen fiihren konnen. Diese konnen sowohl
innerhalb eines Segmentes, als auch in Wechselwirkung mit dem jeweils anderen
Segment auftreten. AuBlerdem sind die 3’- und 5’-Enden zwischen den verschiedenen
Arenaviren konserviert, was man sich bei der Diagnostik von Arenavirusinfektionen
zunutze macht. Die konservierten Enden werden in einer diagnostischen Real-Time
PCR als Matrize fiir spezifische Primer benutzt (Drosten et al. 2003).

Jedes der beiden Gen-Segmente kodiert je zwei Proteine in Ambisense-Orientierung.
Dies bedeutet, dass die am 3’-Ende befindlichen Proteine in negativer Orientierung
kodiert sind (L und NP), die am 5’-Ende gelegene Proteine hingegen, vergleichbar einer
mRNA, in positiver Ausrichtung kodiert sind (Z und GP). Bei der Transkription der
negativ-orientierten Gene wird eine zur viralen RNA komplementire mRNA gebildet,
worauf die Translation des Proteins erfolgt. Die in positiver Orientierung kodierten
Proteine werden von einer komplementédren, antigenomischen RNA, von der ausgehend
die mRNA transkribiert wird, translatiert (Meyer und Southern 1993). Die Leserahmen
der beiden jeweils in positiver und negativer Orientierung kodierten Proteine laufen
demzufolge aufeinander zu und werden von einer nichttranslatierten, etwa 200
Nukleotide langen intergenischen Region (IGR) getrennt, welche G/C-reich ist und
welche die Ausbildung einer stabilen, haarnadeldhnlichen Sekundérstruktur ermoglicht
(Abb. 2A). Innerhalb des offenen Leserahmens fiir die Polymerase L befindet sich bei
LCM- und Lassa-Virus in entgegengesetzter Orientierung zum L ein weiterer offener
Leserahmen, der fiir ein etwa 95 AS groBes Protein X kodieren konnte. Die tatsdchliche

Nutzung dieses Leserahmens ist allerdings bis heute noch fraglich (Djavani et al. 1997).

1. 6. 4. RNA-abhiéngige RNA-Polymerase L

Das groBte der Arenavirusproteine ist die RNA-abhidngige RNA-Polymerase L, die bei
Lassa-Viren eine molare Masse von 250 kDa aufweist. Die Polymerase ist vermutlich
mit dem Ribonukleinsidure-Protein-(RNP)-Komplex assoziiert, da aufgereinigte RNP-
Komplexe eine Polymeraseaktivitit aufweisen (Fuller-Pace und Southern 1989).
AuBerdem spielt L eine essentielle Rolle bei der Replikation im Lassa-Virus Replikon-
System (Hass et al. 2004). L weist funktionelle Doménen auf, die typisch fiir
Polymerasen von Negativstrang-RNA-Viren sind. Dabei wurde eine etwa 500 AS lange
Domaine identifiziert, welche kurze konservierte Motive anderer katalytischer Doménen

von viralen RNA-abhédngigen Polymerasen beinhaltet (Vieth er al. 2004). Die virale
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mRNA der Polymerase L. weist im Gegensatz zum viralen Genom und Anti-Genom am
5’-Ende eine Cap-Struktur auf, gefolgt von vier bis fiinf nichtviruskodierten
Nukleotiden. Daher wird vermutet, dass die Arenavirus-Polymerase eine Doméine
besitzt, die sogenannte Cap-Strukturen von zelluliren mRNA abschneidet und an die

virale mRNA anhédngen kann (engl.: Cap-snatching).

1. 6. 5. Nukleoprotein NP

Quantitativ liegt das NP als haufigstes Strukturprotein in Arenaviruspartikeln vor. Es
besteht aus etwa 570 AS und weist eine molare Masse von ungefihr 60 kDa auf. Fiir
Pichinde-Virus konnte gezeigt werden, dass 70% aller markierten Virusproteine NP
sind und dass ein Virion etwa 1530 NP-Molekiile enthilt (Buchmeier et al. 2002). Das
NP enkapsidiert die virale RNA und bildet somit den infektiosen RNP-Komplex.
Wabhrscheinlich spielt die Menge des intrazelluliren NP eine wichtige Rolle bei der
Regulation der Transkription und Translation. In einem rekombinanten System konnte
fir LCMV gezeigt werden, dass NP zusammen mit der viralen Polymerase L notwendig
und hinreichend fiir die Transkription und Replikation viraler RNA-Analoga ist (Lee et
al. 2002). Ebenso wurde spit nach akuter LCMV-Infektion eine phosporylierte Form
des NP beschrieben. Der Anteil der phosphorylierten Form nimmt beim Ubergang zur
persistierenden  Infektion in  vitro weiter zu (Bruns et al = 1986).
Kryoelektronenmikroskopische Untersuchungen der LCMV-Morphologie zeigten, dass
das NP in groBer raumlicher Nihe zum membranverankterten GP-2-Protein vorliegt
(Neuman et al. 2005). Interessanterweise konnte von Burns und Buchmeier bei LCMV
mit Hilfe von Quervernetzungsreagenzien eine Assoziation des NP mit dem
zytoplasmatischen Anteil von GP-2 gezeigt werden. Die mogliche Interaktion von NP
und GP-2 impliziert daher eventuell eine Funktion beim Virusbudding (Burns und
Buchmeier 1991). Des Weiteren konnte diese Interaktion eine Bedeutung fiir die
Membranfusionsfunktion von GP-2 haben (Kap. 1. 6. 7.), was in dieser Arbeit unter

anderem untersucht wird.
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1. 6. 6. Matrixprotein Z

Das Z-Protein ist, abgesehen vom Signalpeptid, das kleinste bekannte arenavirale
Protein mit einer Linge von 90 bis 99 AS und einer ungefihren molaren Masse von
11 kDa. Es enthilt eine zentrale RING Domine von ca. 60 AS-Resten Linge, die
konservierte Cysteine und Histidine enthélt, um zwei Zink-Ionen zu binden.

Prinzipiell besitzt das arenavirale Z-Protein drei iibergeordnete Funktionen: Einerseits
ist es eine strukturelle Komponente des Viruspartikels, andererseits ist es ein Genom-
Replikations- und Transkriptionsfaktor und auflerdem stellt es ein Regulationsprotein
dar, das durch vielfiltige Wechselwirkungen mit anderen Proteinen der Wirtszelle
zahlreiche Prozesse im Infektionsverlauf einer infizierten Zelle steuert.

Gereinigtes Lassa-Virus Z-Protein kann sich zu groBlen, sphirischen Partikeln
zusammenlagern, die durch Elektronenmikroskopie sichtbar gemacht werden kdnnen
(Strecker et al. 2003). In viralen Partikeln ist das Z-Protein reichlich vorhanden, und
biochemische sowie Kolokalisationsstudien lassen eine Interaktion von NP und
Z-Protein vermuten (Eichler er al. 2004a). Sequenz-Analysen enthiillten im Weiteren
das Vorliegen von sog. ,Late-Dominen®, d.h. kurze, prolinreiche Sequenzen im
Z-Protein von LCM- und Lassa-Virus. Es ist bekannt, dass diese Doméinen mit
zelluldaren Proteinen wie TsglO1 interagieren, und somit die Virusfreisetzung steuern.
Neuere Experimente haben gezeigt, dass das Lassa-Virus Z-Protein mit Lipid-
membranen interagiert, und dass das Z-Protein umbhiillte Partikel bilden kann, die in
Abwesenheit anderer viraler Proteine aus der Zelle freigesetzt werden. Dabei war die
Unversehrtheit der sog. ,Late-Doméne” (,,PPPY-Motiv®) fiir diese Funktion des
Z-Proteins essentiell (Strecker et al. 2003). Gen-Knockout-Experimente zeigten, dass
TsglO1l eine Rolle bei der Virusfreisetzung spielt (Urata et al. 2006).
Zusammengenommen deuten diese Ergebnisse also darauf hin, dass das Z-Protein der
Arenaviren das Homolog der Matrixproteine ist, wie sie in anderen Negativstrang-
RNA-Viren vorkommen.

Die Wichtigkeit des Z-Proteins fiir die Replikation und Transkription wurde bei
Tacaribe-Virusinfektionen dadurch gezeigt, dass die Immundepletion von Z-Protein aus
virusinfizierten Zellextrakten die Synthese von genomischer RNA und NP-mRNA
hemmte (Garcin et al. 1993).

Durch vielfiltige Wechselwirkungen mit zelluldren Proteinen ist das Z-Protein der

Arenaviren weiterhin ein wichtiger Regulationsfaktor wihrend der Virusinfektion. So
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interagieren die Z-Proteine von LCM- und Lassa-Virus beide mit dem
Promyelozytischen-Leukidmie-Protein (PML). Nach Transfektion des Lassa-Virus
Z-Proteins bzw. einer LCMV-Infektion wird PML, wahrscheinlich aufgrund der
Interaktion mit Z, aus dem Nukleus ins Zytoplasma zuriickgefiihrt. Die
Wechselwirkung zwischen Z-Protein und PML konnte eine Strategie des Virus
darstellen, einen Hauptakteur in der Wirtszellregulation zu beeinflussen. PML bildet
zusammen mit anderen Proteinen die PML-Kernkorperchen, die in eine Vielzahl
zelluldrer Prozesse verwoben sind, darunter Onkogenese, Transkription und Zellzyklus-
Regulation (Borden et al. 1998b). AuBlerdem ist PML ein interferonstimuliertes Protein,
und die Interaktion konnte eine Rolle bei der antiviralen Antwort der Zelle spielen.
Anders ausgedriickt konnte das Virus durch die Umverteilung von PML auf eine
Abschwichung der Wirtszellantwort abzielen. Das Z-Protein von LCMV assoziiert
ebenfalls mit dem ribosomalen Protein P0O. Koimmunprizipitations- und
Kolokalisationsexperimente legen nahe, dass Z mit dem nukleéren, nicht aber mit dem
zytoplasmatischen Anteil von PO interagiert (Borden et al. 1998a). Ein dritter zellulédrer
Interaktionspartner des LCM- und Lassa-Virus Z-Proteins ist der eukaryotische
Initiationsfaktor 4E (eIF4E). Beide Proteine koimmunprizipitieren und kolokalisieren
im Zellkern und im Zytoplasma, und eine direkte Interaktion wurde mittels GST-Pull-
Down-Experimenten gezeigt. Ubereinstimmend mit dieser Interaktion reduziert
Z-Protein selektiv die Affinitdt von elF4E fiir sein Substrat, nimlich die Cap-Struktur
von mRNA, und unterdriickt somit die Proteintranslation in Zellextrakten. In Zellkultur
jedoch reduziert das Z-Protein nicht die komplette Proteinproduktion. Dennoch scheint
es selektiv die effiziente Translation derjenigen Proteine zu reduzieren, die elF4E
benotigen. Interessanterweise assoziieren die drei Z-Protein-Wechselwirkungsproteine
PML, PO und eIF4E auch untereinander, was die Bildung eines groferen Komplexes
aus Z-Protein, PML, PO und/oder eIF4E ermoglichen konnte (Campbell Dwyer et al.
2000).

1. 6. 7. Glykoprotein GP

Das GP der Arenaviren ist ein Typ-I-Membranprotein mit — je nach Virus-Spezies —
acht bis sechzehn potentiellen N-Glykosylierungsstellen. Lassa-Virus GP, Stamm
Josiah, ist 491 AS-Reste lang mit einer molaren Masse von ca. 76 kDa, und es enthilt

elf N-Glykosylierungsstellen, die alle genutzt werden (Eichler et al. 2000).
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Nach zwei enzymatischen Spaltungsreaktionen, der Signalpeptidabspaltung — bei der
das GP-Vorléduferprotein Pra-GP-C in das Signalpeptid (SP) und GP-C gespalten wird —
und der Reifespaltung — bei der GP-C in die Untereinheiten GP-1 und GP-2 gespalten
wird — fungiert GP sowohl als Rezeptorbindepartner, als auch als Membran-
fusionsprotein. Sowohl die beiden Spaltungen als auch die Funktionen der einzelnen

Spaltprodukte sind im Folgenden niher erlédutert.

A — Prii-GP-C
sp GP-C

SFRase SK§-1/S1P
Y YY
NH, GP-1 l_ COOH
491

1 58 259

Virusmembran

Viruslumenseite

Abb. 3. Das oberflichenstindige Lassa-Virus Glykoprotein GP. (A) Schematische GP-Organisation.
GP wird als inaktives Vorlduferprotein Pra-GP-C translatiert und nach zwei Spaltungsreaktionen — der
Signalpeptidabspaltung durch die Signalpeptidase (SPase) und der Reifespaltung durch SKI-1/S1P — liegt
es in Form der beiden Untereinheiten GP-1 (N-terminale Untereinheit) und GP-2 (C-terminale
Untereinheit) vor. Die elf Dreizack-Symbole zeigen die N-Glykosylierungsstellen von GP. Die Zahlen
bezeichnen die Positionen innerhalb der GP-AS-Sequenz (Stamm Josiah). Abb. verdndert nach Eichler et
al. 2003a. (B) Schematisches Modell der Lokalisation des reifen GP-Komplexes in der LCM-
Virusmembran. Trimere Komplexe aus GP-1 (graue Ellipsoide) bilden die nach aulen gewandte Seite des
GP-Komplexes; sie sind nichtkovalent an trimere GP-2-Komplexe, bestehend aus einer Transmembran-
domine (orange Zylinder) und zwei helikalen Doménen (hell- und dunkelblaue Zylinder), gebunden. Die
Virusmembran ist als Phospholipiddoppelschicht mit hydrophilem Phosphatteil (graue Kreise) und
hydrophoben  Lipidteil  (schwarze Linien) symbolisiert.  Dreizacke  représentieren  die
N-Glykosylierungsstellen des GP-Komplexes. Das Scherensymbol mit der Bezeichnung S1P weist auf
den durch die Reifespaltung generierten N-Terminus des GP-2 (griiner Zylinder) hin. C symbolisiert den
im Virusinneren befindlichen C-Terminus von GP-2 (Abb. aus Eschli ef al. 2006).
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Signalpeptid (SP)

Der N-terminale Anteil des primiren Translationsproduktes Pra-GP-C des Lassa-Virus
GP enthidlt eine mit 58 AS-Resten ungewohnlich lange Signalsequenz, die zwei
hydrophobe Bereiche umspannt und als Signalpeptid (SP) im Endoplasmatischen
Retikulum (ER) abgespalten wird. Obwohl beide Regionen in Biomembranen inserieren
konnen, konnte die N-terminal gelegene hydrophobe Doméne als diejenige identifiziert
werden, welche GP-C ins ER transloziert (Eichler et al. 2004b). Um die SP-Spaltstelle
zu charakterisieren, wurde aufgereinigtes, virales GP-1 aus Lassa-Viruspartikeln
N-terminal durch Edman-Abbau ansequenziert, was zur Identifizierung der Sequenz
TSLYKGYV fiihrte. Dies entspricht den AS-Resten 59-65 des Josiah Lassa-Virus GP.
Einzelmutationen von AS-Resten mit positiv geladenen AS, welche die somit
identifizierte SP-Spaltstelle flankieren, wurden durchgefiihrt, um die Hydrophobizitit
des SP zu erniedrigen und die dadurch bewirkten Verdnderungen des mutierten SP
funktionell zu bestimmen: Glyzin an Position 54 (G54R), Serin an Position 56 (S56R),
Threonin an Position 58 (T58R) und Serin an Position 60 (S60R) wurden jeweils zu
Arginin ausgetauscht. Alle vier Mutanten wurden zwar weiterhin als Pra-GP-C-Spezies
exprimiert, jedoch wurden die Mutanten S56R und T58R weder an der SP- noch an der
Reifespaltungsspaltstelle gespalten. Dies impliziert, dass die SP-Spaltung notwendig fiir
die GP-C-Reifung ist und somit ebenfalls fiir die Lassa-Virusreplikation (Eichler et al.
2003b).

Ferner konnte gezeigt werden, dass die SP-Funktion des Lassa-Virus SP zwar durch SP
anderer Proteine ersetzt werden konnte (z.B. Influenza-Virus HA-SP oder CDS8-SP),
allerdings wurden solche Chimiren-Proteine nicht mehr reifegespalten. Wenn das
Lassa-Virus SP allerdings in trans kotransfiziert wurde, konnte die Reifespaltung bei
diesen Chiméren wiederhergestellt werden. Dies war ein Hinweis darauf, dass dem
Lassa-Virus SP neben der Translokation ins ER eine zusitzliche Funktion innewohnt,
ndmlich eine Reifespaltung unterstiitzende, weshalb es als viertes arenavirales
Strukturprotein postuliert wurde (Eichler et al. 2003b).

Als dritte Funktion wurde fiir das Junin-Virus SP gezeigt, welches als stabiles SP (SSP)
bezeichnet wird, dass es bei Verlust der positiven Ladung im Inneren des SSP (Lysin an
Position 33) die Membranfusionseigenschaften des GP-2 (Kap. 1. 7. 6.) verdndert. So
fiihrte der Verlust der positiven Ladung im SSP zum einem zu verminderten
Fusionseffizienzen (bei Austausch von Lysin nach Glutaminsdure oder Lysin nach Serin

an AS-Position 33) und ebenso zu einem verdnderten pH-Schwellenwert fiir die Fusion
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(z.B. Fusions-pH-Wert 4.5 bei der K33S-Austauschmutante im Vergleich zu pH 6.25
bei wildtypischem Junin-Virus GP-2). Moglicherweise ist dies dadurch bedingt, dass
das SSP mit der CPI-Helix oder der Transmembrandoméne des GP-2 (siehe unten)

interagiert (York und Nunberg 2006).

GP-1

Die Reifespaltung des Lassa-Virus GP-C findet im ER statt (Lenz et al. 2001),
wohingegen LCMV GP-C spiter im sekretorischen Pathway gespalten wird, nimlich im
spiten Golgi-Apparat (Beyer et al. 2003). Es wurde fiir die Glykoproteine dieser beiden
Altwelt-Arenaviren beobachtet, dass diese von der Endoprotease SKI-1/S1P, die zu der
Pyrolysin-Gruppe der Subtilasen gehort, nach nichtbasischen AS-Resten gespalten
werden. Nach der Reifespaltung liegen zwei Untereinheiten vor, ndmlich GP-1
(N-terminale Untereinheit) und GP-2 (C-terminale Untereinheit).

Das nichtmembranverankerte GP-1 ist beim Josiah Lassa-Virus 201 AS-Reste lang
(GP-AS 59-259), und es enthilt sieben N-Glykosylierungsstellen an den Asparagin-
Resten 79, 89, 99, 109, 119, 167 und 224 (GP-AS-Nummerierung) (Eichler et al. 2006).
Die Struktur des Lassa-Virus GP-1-Homooligomers wird vermutlich durch
Disulfidbriicken stabilisiert. Allerdings ist GP-1 nicht kovalent sondern anscheinend
durch ionische Wechselwirkungen mit dem GP-2-Glykoproteinkomplex verbunden
(Burns und Buchmeier 1991). Innerhalb des LCM- und Lassa-Virus GP-1 befindet sich
eine rezeptorbindende Domine (Kunz et al. 2002). Die Bindung an den Rezeptor kann
bei LCMV in vitro durch neutralisierende Antikorper verhindert werden, sodass der
Mechanismus von neutralisierenden Immunseren bei Arenaviren wahrscheinlich auf
einer Inhibierung der Interaktion zwischen GP-1 und seinem zelluldarem Rezeptor a-DG

(Kap. 1. 7. 1.) beruht (Kunz et al. 2002).

GP-2

GP-2 ist die membranverankerte Untereinheit des Oberflichen-Glykoproteins, und fiir
Junin-Virus wurde es als das Fusionsprotein identifiziert. Es liegt als trimerer, in der
Virushiille verankerter Komplex vor (Eschli ef al. 2006), wobei in dlteren Arbeiten ein
tetramerer Komplex beschrieben wurde (Burns und Buchmeier 1991). Mit Hilfe von
computergenerierten Sekundarstrukturvorhersagen konnten folgende GP-2-Dominen

postuliert werden (Gallaher et al. 2001, Abb. 4):

14



EINLEITUNG

(i) Eine N-terminale Region von 39 AS-Resten Linge, die zwei Bereiche enthilt, die
beide als FPS (Kap. 1. 7. 5.) fungieren konnten (Glusahkova et al. 1990; Gallaher et al.
2001). Das erste, N-terminale FPS (N-FPS) umspannt die Sequenz ,,GTFTWTLS* (AS
260-267 in GP-Nummerierung, AS 1-8 der GP-2-Nummerierung), wohingegen das
zweite, interne FPS (I-FPS) die AS 276-298 (GP-Nummerierung) bzw. 17-39 (GP-2-
Nummerierung) umfasst (AS-Sequenz ,,GGYCLTRWMLIEAELKCFGNTAV*).

(i) Weiter C-terminal folgen zwei alpha-helikale Dominen, die erste (AS 305-355 der
GP-Nummerierung) wird ,,Amphi-Helix*“ genannt, wohingegen die geladene zweite
(GP-AS 401-423) als ,,CPI-Helix* (engl.: charged preinsertion helix) bezeichnet wird.
Beide enthalten Heptad-Repeats (Abfolgen von AS, die in Siebenerschritten AS mit
gleichen biochemischen Eigenschaften aufweisen) und spielen bei der Fusion eine
Rolle, da sie vermutlich wihrend des Fusionsprozesses als Folge von pH-induzierten,
strukturellen Umlagerungen im GP-2-Molekiil eine Sechs-Helix-Biindel-Struktur
ausbilden konnen, welche die fusionsaktive GP-2-Konformation stabilisiert
(Kap. 1. 7. 6.).

(iii) Zwischen beiden Alpha-Helices befindet sich ein stark glykosylierter Bereich (vier
N-Glykosylierungsstellen an den GP-Asparagin-Resten 365, 373, 390 und 395), der das
stark kreuzreaktive B-Zell-Epitop ,, KFWYL* (GP-AS 368-372) enthilt (Weber und
Buchmeier 1988).

(iv) Die AS-Reste 433-450 (GP-Nummerierung) bilden die hydrophobe Membran-
verankerung des GP-2, welches ein Typ-I-Membranprotein ist, da das sich
anschliefende C-terminale Ende innerhalb des Virions lokalisiert ist.

(v) Der im Virus bzw. im Zytoplasma von infizierten Zellen befindliche C-Terminus
(GP-AS 451-492) enthilt eine elf AS lange Domine mit vier Arginin- oder Lysinresten
(bei LCMV sind es fiinf). Denkbar ist, dass dieser Bereich des GP-2 mit dem NP
respektive  RNP-Komplex des Virus interagiert und so eine Rolle bei der

Virusfreisetzung an der Zellmembran spielt.
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Abb. 4. Schematische Darstellung der Sekundérstrukturvorhersage des Lassa-Virus GP-2. Die
Modellstruktur des Lassa-Virus GP-2 ist basierend auf den Konsensusstrukturen fiir Algorithmen der AS-
Sequenz  dargestellt. Vorhergesagte Helices sind in Netzdarstellung abgebildet, wobei
aufeinanderfolgende AS (in Kreisen) mit Linien verbunden sind. Vorhergesagte Disulfid-Verkniipfungen
sind mit Doppellinien dargestellt. Darstellungskode der unterschiedlichen AS: hydrophob (schwarz
ausgefiillt), neutral (weill ausgefiillt, fette Kreislinie), hydrophil (wei8 ausgefiillt) und Cysteine (rot
ausgefiillt). N-Glykosylierungsstellen sind durch Dreizacke gekennzeichnet. Die Virusmembran ist als
blauer Balken abgebildet, wohingegen die postulierten FPS je mit einem schwarzen Rechteck umrandet
sind. Das konservierte B-Zell-Epitop ist mit einem blauen Rechteck gekennzeichnet. Die beiden
vorhergesagten antiparallelen Alpha-Helices sind mit ,,Amphi-Helix* (N-terminale Alpha-Helix) bzw.
,-CPI-Helix“ (geladene Priinsertions-Helix, C-terminale Alpha-Helix) markiert. Der Pfeil zeigt die
Orientierung des der Transmembrandomine folgenden C-Terminus im Virusinneren an. Die Zahlen
geben die AS-Position in der Nummerierung des Josiah Lassa-Virus GP an (Abb. verdndert nach Gallaher
et al. 2001).

1. 7. Viruseintritt

Der Eintritt von umbhiillten Viren in Zellen verlangt das Verschmelzen von Virus- und
Zielzellmembran. Dabei erfolgt die Fusion entweder direkt an der Plasmamembran der
Zelle oder nach Aufnahme in Vesikel und pH-induzierter Konformationséanderung des
viralen Fusionsproteins im endosomalen Pathway. Lassa-Viren infizieren Zellen nach

rezeptorvermittelter Endozytose und anschlieBender Fusion an einem noch nicht niher
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charakterisierten Ort des endosomalen/lysosomalen Aufnahmeweges (Borrow und
Oldstone 1994).

Die Fusion von biologischen Membranen bendtigt Energie, die bei der viralen
Membranfusion des Typs I — wie sie fiir das Lassa-Virus vermutet wird (York et al.
2005) — aus strukturellen Umlagerungen im Fusionsprotein stammt, das dadurch ein
niedrigeres Energieniveau erreicht. Fiir das Lassa-Virus GP-2 wird die Typ 1
Membranfusion vermutet (Kap. 1. 7. 6.), wie sie beispielsweise durch das Hamag-
glutinin (HA) des Influenza-Virus induziert wird. Dabei werden die viralen,
membranstindigen Oberfldchenproteine als einkettige Vorldufer gebildet, welche durch
Proteasen gepalten werden und danach als Oligomere der Untereinheiten auf der
Virusoberflache vorliegen. Die Reifespaltung ist ein entscheidender Schritt bei der
Herstellung der Fusionskompetenz solcher Virusproteine. Der Prozess der
Reifespaltung findet spit wihrend der Biosynthese statt, da diese Proteine, wenn einmal
gespalten, einen metastabilen Zustand erreichen und dann leicht aktiviert werden
konnen (Colman und Lawrence 2003). Die Oligomere der viralen Oberflichenproteine
bewirken wihrend des Viruseintritts Rezeptorbindung und Fusion, was nachfolgend

detailliert dargelegt wird.

1. 7. 1. Rezeptorbindung

Die Interaktion zwischen einem Virus und seinem zellulirem Rezeptor (bzw. seinen
Rezeptoren) ist der erste Schritt der Virus-Wirtszellinteraktion und stellt deswegen
einen entscheidenden Punkt sowohl fiir den Gewebetropismus als auch fiir das
Krankheitspotential des Virus dar.

Der zelluldre Rezeptor fiir die Altwelt-Arenaviren LCM- und Lassa-Virus, sowie fiir die
Neuwelt-Arenaviren der Untergruppe C, ist der a-Dystroglykan-(a-DG)-Komplex,
welcher an der Zelloberfliche vorliegt und eine molekulare Verbindung zwischen der
extrazelluliren Matrix (EZM) und dem Zytoskelett darstellt (Cao et al. 1998; Ervasti
und Campbell 1991, 1993). Wegen seines Vorkommens in vielen Geweben, seiner
hohen evolutionédren Bestidndigkeit und seiner Fihigkeit mit extrazelluldren Proteinen zu
interagieren, ist 0-DG ein idealer Kandidat, um als Rezeptor fiir mikrobiologische
Pathogene zu fungieren. So nutzen nicht nur oben bezeichnetet Arenaviren a-DG als
Rezeptor, auch die Infektion von Schwann-Zellen durch Mycobacterium leprae wird

durch einen Komplex aus a-DG mit Laminin-2 vermittelt (Rambukkana et al. 1998).
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Dystroglykan (DG) wird als Vorldauferprotein synthetisiert und posttranslational
gespalten, was im Entstehen von zwei Untereinheiten resultiert: zum einen die
membranverankerte Untereinheit B-DG und zum anderen die periphere Untereinheit
a-DG. DG wird in den meisten sich entwickelnden und adulten Geweben exprimiert,
typischerweise in Zellen, die an Basalmembranen angrenzen (Durbeej et al. 1998). Dort
spielt DG eine wichtige Rolle beim Zusammenlagern von Basalmembranen (Henry und
Campbell 1998). a-DG wechselwirkt hochst spezifisch und mit hoher Affinitdt mit den
EZM-Proteinen Laminin-1, Laminin-2, Agrin und Perlecan (Ervasti und Campbell
1991; Gee et al. 1994; Talts et al. 1999). Biochemische und strukturelle Daten deuten
darauf hin, dass diese Wechselwirkungen lektinartige Bindungen darstellen, die a-DG-
stimmige Zuckerreste involvieren (Ervasti und Campbell 1993; Pall et al. 1996;
Yamada et al. 1996; Hohenester et al. 1999). o-DG ist nichtkovalent mit der
membranverankerten B-DG Untereinheit verkniipft, welche die Zytoskelettproteine
Dystrophin und Utrophin bindet, sowie die Signaltransduktionsmolekiile Grb2 und die
Fokale- Adhesions-Kinase (Henry und Campbell 1999).

1. 7. 2. Endosomale Lassa-Virusaufnahme durch Viropexis

Erste Hinweise darauf, dass Arenaviren endozytotisch aufgenommen werden und ein
pH-abhingiges Fusionsereignis durchlaufen, lieferten Experimente, die zeigten, dass
Infektionen von Zellen sowohl mit dem Altwelt-Arenavirus LCMYV, als auch mit dem
Neuwelt-Arenavirus Junin-Virus auf Stufe des Eintritts gehemmt werden konnten, und
zwar durch Agenzien, die den endosomalen pH-Wert anhoben, z.B. die lysosomotropen,
schwachen Basen Chloroquin und Ammoniumchlorid sowie die carboxylischen

Ionophoren Monensin und Nigericin (Borrow und Oldstone 1994; Castilla ef al. 1994).

Abb. 5: Internalisierungsprozess von Altwelt-Arenaviren durch Viropexis. LCM-Viren (Pfeile)
werden in groflen, glattwandigen, zelluliren Kompartimenten aufgenommen, die Phagosomen &dhneln.
Phagosomen reifen im Weiteren zu Lysosomen, aus denen dann bei geeigneten pH-Bedingungen die
Viren ins Zytoplasma gelangen konnten. Balken 200 nm (Elektronenmikroskopische Abb. von LCMV-
infizierten Vero-Zellen aus Borrow und Oldstone 1994).

18




EINLEITUNG

Durch Immunelektronenmikroskopie wurde gezeigt, dass LCM-Viren bei der Infektion
von Affenzellen in Vesikeln endozytiert werden (Borrow und Oldstone 1994). Es
konnte dabei beobachtet werden, dass die Virionen in groBen (150-300 nm
Durchmesser), glattwandigen Vesikeln aufgenommen werden, die nichtclathrin-
assoziiert sind. Obwohl viele Viren Zellen durch klassische Endozytose in clathrin-
umbhiillten Vesikeln infizieren, ist es nicht iiberraschend, dass Arenaviren dies aufgrund
ihrer Grofle nicht tun. Arenaviruspartikel sind pleomorph, wobei ein durchschnittliches
LCM-Virion sphdrisch ist mit einem Durchmesser von 90-120 nm und mit
Glykoprotein-Spikes, die aus der Hiille etwa 10 nm herausragen (Abb. 3B). Da die
Clathrinhiille die GroBe von umbhiillten Vesikeln auf ca. 100 nm beschrinkt, konnte
somit die Mehrzahl der LCMV-Partikel zu grof3 sein, um auf diese Weise in die Zelle
aufgenommen zu werden. Die groB3en, glattwandigen Vesikeln mittels derer LCM-Viren
endozytiert werden, #dhneln phagozytotischen Vesikeln (Phagosomen). Klassische
Phagozytose (wie sie z.B. durch Makrophagen vermittelt wird) ist ein
mikrofilamentabhéngiger Prozess, der durch Zytochalasine gehemmt wird.
Zytochalasine binden an Aktin, verhindern somit die korrekte Polymerisierung in
Mikrofilamente und erzeugen dadurch die Disassemblierung der Mikrofilamente.
Behandlung von Nager-Fibroblasten mit den Zytochalasinen B und D konnte den
LCMV-Eintrittsprozess nicht hemmen, was darauf hindeutet, dass die LCMV-
Internalisierung ein nichtmikrofilamentabhingiger Prozess ist, der sich von der
klassischen Phagozytose unterscheidet (Borrow und Oldstone 1994). Es ist nicht
bekannt, wie dieser zytochalasinresistente Aufnahmeprozess vermittelt wird und ob
dieser durch die Virus-Rezeptorbindung ausgeltst wird. Der Befund, dass Lassa- und
LCM-Viren o-DG als zelluliren Rezeptor nutzen, ist in dieser Hinsicht von grof3er
Bedeutung. Wie oben bereits beschrieben ist a-DG ein Transmembranprotein mit einer
zytoplasmatischen Domiine, an die eine Vielzahl zelluldrer Proteine bindet, inklusive
des Signaltransduktionsmolekiils Grb2 sowie die Zytoskelettproteine Dystrophin und
Utrophin. Daher ist es moglich, dass die Lassa- bzw. LCM-Virusbindung an a-DG den
Internalisierungsprozess auslosen konnte. Dies geschieht entweder durch direktes
Auslosen einer Signalkaskade durch o-DG oder durch Beeinflussung der
Wechselwirkung zwischen o-DG mit seinen zelluldren Liganden, wodurch indirekt der

DG-Signalweg veridndert wiirde. Letzteres konnte durch Daten gestiitzt werden, die
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besagen, dass LCMV o-DG auf andere Art bindet (d. h. mit anderen
Proteinbindungsdoménen) als die zelluldren EZM-Liganden (Kunz et al. 2001).

Nach Internalisierung der Virionen in Vesikel werden diese beim Transport entlang des
endozytotischen Pathways angesduert. Der intravesikuldre pH-Wert fillt von 6.2 in
frithen Endosomen auf ungeféihr 4.5, wenn die terminalen Kompartimente des Pathways
(Lysosomen) erreicht sind. Fusion der Membran von umbhiillten Viren mit der
Vesikelmembran wird durch den erniedrigten pH-Wert erreicht; Zeit und Ort dafiir wird
bei verschiedenen Viren durch die pH-Abhingigkeit der Fusionsaktivitit bestimmt.
Daher fusionieren Viren wie Semliki-Forest-Virus, bei dem die Fusion bei fast
neutralem pH ausgelost wird (pH 6.2) in frithen Endosomen, wohingegen Viren, die bei
niedrigerem pH fusionieren (z.B. Influenza-Virus, pH 5.3) dies in spdten Endosomen
tun (Earp et al. 2004).

Der pH-Wert, bei welchem LCM-Viren Fusion mit Liposomen auslsten, wurde mittels
eines Fluoreszenz-Dequenching-Assays bestimmt (Di Simone ef al. 1994; Di Simone
und Buchmeier 1995). Fusion wurde dabei bei pH < 5.5 beobachtet. Fiir Junin-Virus
konnte Fusion von infizierten Zellen nach Inkubation mit Medium, das pH-Werte < 5.5
aufwies, gezeigt werden (Castilla ef al. 1994).

In Analogie zu den pH-vermittelten Fusionsereignissen anderer Viren, wie z.B. dem
Influenza-Virus, ist es wahrscheinlich, dass ein saurer pH-Wert Konformations-
dnderungen im Arenavirus GP auslost, die zur Freilegung des FPS fiihren. Diese
Hypothese stiitzend wurde gezeigt, dass das LCMV GP irreversible Konformations-
dnderungen nach Exposition mit saurem pH aufweist, bei denen GP-1 vom Virion
abdissoziiert, konformationelle Epitope auf GP-1 verloren gehen und verdeckte Epitope
auf GP-2 freigelegt werden (Di Simone et al. 1994). Ein FPS fiir Arenaviren wurde
noch nicht definitiv identifiziert, obwohl Vorhersagen mutmaBlich involvierter

Sequenzen gemacht wurden (Glushakova et al. 1990; Gallaher et al. 2001).

1. 7. 3. Fusion von viraler und zelluldirer Membran

Da die Oberflichenproteine von umhiillten tier- und humanpathogenen Viren in
Abwesenheit der anderen viralen Proteine Membranfusion induzieren konnen, dienen
rekombinant  exprimierte  Oberflachenproteine in  Zell-Zellfusionsassays als
Modellsystem fiir die Untersuchung dieses frithen Schrittes der Virus-Wirt-Interaktion

(Stegmann et al. 1989). In der vorliegenden Arbeit wird ein solches rekombinantes
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Assay-System erstmals fiir das Lassa-Virus etabliert, bei dem zwei Zellpopulationen bei
geeigneten Bedingungen fusionieren, was durch spezifische Reportergenaktivierung
quantifiziert wird. In einer Population wird rekombinantes Lassa-Virus GP und ein
transaktivierbares Reportergenkonstrukt exprimiert, wéhrend in der zweiten der
Virusrezeptor und ein Transaktivatorgenkonstrukt exprimiert werden. Kurzzeitige
Behandlung einer Kokultur beider Zellpopulationen mit sauren pH-Werten fiihrt zur
Zell-Zellfusion, gemessen als Transaktivierung des Reportergens (Nussbaum et al.
1994). Nachfolgend sind grundlegende Organisationsprinzipien viraler Fusionsproteine

und die zugrundeliegenden molekularen Membranfusionsmodelle genauer erklart.

1. 7. 4. Virale Fusionsproteine

Virale Fusionsproteine sind integrale Membranproteine der Virushiille, die aktiviert
werden miissen, um Virus- und Zielzellmembran fusionieren zu konnen. Auf der
Virushiille liegen sie in einer metastabilen Form vor, bei der das FPS — eine Abfolge
von hydrophoben AS (Kap. 1. 7. 5.) — im Inneren des Protein-Oligomers verborgen
vorliegt. Die Aktivierung der Fusionsproteine erfolgt durch Erniedrigung des pH-
Wertes im Verlauf der Virusaufnahme (z.B. bei Aufnahme im endosomalen Pathway)
oder durch rezeptorbindungsvermittelte Konformationsidnderungen des Fusionsproteins
(Earp et al. 2004). Die direkte Interaktion des viralen Fusionsproteins mit der
Zielzellmembran erfolgt iiber die Penetration des FPS in die Zellmembran gefolgt von
konformationellen Anderungen des Fusionsproteins (Ausbildung einer ,,Coiled-Coil-
Struktur*), was letztlich zur Fusion beider Membranen fiihrt (Kap. 1. 7. 6.).

Durch Mutationsanalysen klonierter Einzelgene einer Vielzahl viraler Fusionsproteine
konnten unter anderem die FPS von Influenza-Virus HA2, HIV gp41, Simian-Virus-5
F-Protein oder Semliki-Forest-Virus El-Protein charakterisiert werden. Zwei
prinzipielle Organisationsstrukturen von FPS lassen sich unterscheiden: N-terminal
lokalisierte FPS (N-FPS), z.B. bei Influenza-Virus, HIV oder Simian-Virus-5 (Gething
et al. 1986; Freed et al. 1990; Horvath und Lamb 1992) und interne FPS (I-FPS), wie
beispielsweise beim Simliki-Forest-Virus (Levy-Mintz und Kielian 1991). Auch fiir das
Ebola-Virus, ein Himorrhagisches-Fieber-Virus aus der Familie Filoviridae, konnte ein
I-FPS charakterisiert werden (Ito et al. 1999).

FPS sind Glykoproteindoménen, die im Allgemeinen aus Abfolgen von hydrophoben

AS bestehen, wie z.B. der durch proteolytische Spaltung erzeugte N-Terminus des
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Influenza-Virus HA2. Im Gegensatz dazu trigt das Fusionsprotein G des Vesikulédren-
Stomatitis-Virus (VSV-G) eine interne hydrophobe Domine (d.h. eine nicht durch
proteolytische Prozessierung des Proteins erzeugte), also ein I-FPS (Zhang and Ghosh
1994). Grundsitzlich sind FPS entfernt von Glykosylierungsstellen zu finden. So fiihrte
beispielsweise die Einfithrung einer zusitzlichen AS ins VSV-G FPS und einer dadurch
erzeugten zusitzliche N-Glykosylierungsstelle zu einer Verhinderung der pH-
abhingigen Fusion (Whitt ef al. 1990).

Die FPS vieler viraler Glykoproteine wurden durch Mutationsanalysen charakterisiert
und deren Einfluss auf die Zell-Zellfusion bestimmt. Fiir andere Viren jedoch kann
unabhéngig vom applizierten pH-Wert keine Synzytien-Bildung induziert werden, was
es schwieriger macht, die Fusionseigenschaften der Fusionsproteine solcher Viren zu
charakterisieren. So konnte z.B. lange Zeit keine Fusion des Ebola-Virus
Fusionsproteins GP nachgewiesen werden. Neue Studien von Bir et al. zeigten, warum
dies zundchst nicht moglich war: Um Zell-Zellfusion zu induzieren, musste Ebola-
Virus GP durch Sdurebehandlung (pH-Shift) aktiviert werden. Zwar wurde GP durch
den sauren pH-Wert fusionsaktiv, der (bisher unidentifizierte) Ebola-Virusrezeptor
hingegen wurde durch die Sdure so geschidigt, dass keine Fusion im rekombinanten
Zell-Zellfusionsassay erfolgen konnte. In diesem modifizierten Zell-Zellfusionsassay
wurde ein pH-Wert < 5.0 benotigt, um GP fusionsaktiv zu machen, wobei die
rezeptorexprimierenden Zellen nicht mit dem sauren Medium behandelt wurden (Bér et
al. 2006). Zur Charakterisierung der GP-Fusionsdomine wurden daher in Ermangelung
eines einfachen Zellfusionsassays Wildtyp-GP sowie verschiedene GP-Mutanten im
vermuteten FPS mittels VSV-Pseudotypen exprimiert und die Infektiositdt dieser
Partikel in humanen Zellen untersucht und verglichen. Virale Pseudotypen sind
rekombinante, chimire Viruspartikel, die die Morphologie eines bestimmten Virus
aufweisen (hier: VSV), deren Oberfliche aber das Hiillprotein eines anderen Virus trigt
(hier: Ebola-Virus GP). Da einige der untersuchten Ebola-Virus GP-Mutanten zwar
keine verdnderte Oberflichenexpressionsstirke im Vergleich zum Wildtyp aufwiesen,
wohl aber eine verinderte Infektiositit von mit diesen Mutanten pseudotypisierten
VSV-Partikeln, wurde ein [-FPS im Ebola-Virus GP postuliert (Takada et al. 1997; Ito
et al. 1999).
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1. 7. 5. Fusionspeptidsegmente (FPS)

Obwohl es keine exakte Definition eines FPS gibt, existiert fiir viele Viren Einigkeit
dariiber, welche Region des Fusionsproteins dem FPS entspricht. Es gibt einige
Kriterien, die FPS charakterisieren. Keines dieser Kriterien ist absolut, kombiniert
allerdings sind sie hinreichend fiir die Identifizierung einer Protein-Doméne als FPS.
Das FPS ist oft hydrophob, glyzinreich und am N-Terminus des Fusionsproteins
lokalisiert. Ein weiteres Kriterium ist, dass Mutationen im FPS von Fusionsproteinen
zum Aktivitdtsverlust fithren, und zwar wegen der essentiellen Natur der FPS fiir die
Membranfusion (Epand 2003). Auch Mutationen aufBlerhalb der FPS, z.B. in den
Heptad-Repeats der Alpha-Helices, die fiir die Fusionsproteinfaltung nach der FPS-
Membranpenetration essentiell sind (Kap. 1. 7. 6.) oder in den Transmembrandoménen,
konnen zum Verlust der Fusionseigenschaften des Fusionsproteins fiithren (York et al.
2005; Harman et al. 2002). Ein synthetisches FPS-Peptid besitzt membranpertubierende
Eigenschaften, und es induziert vollstindige Fusion mit nachfolgender Konfluenz
wasserloslicher Inhalte der fusionierten Partikel. Im Allgemeinen erzeugen synthetische
FPS-Peptide durch ihre membrandestabilsierenden Eigenschaften eine Vermischung der
Phospholipiddoppelschichten von Liposomen. Die beiden postulierten FPS des Lassa-
Virus sind in Kap. 1. 6. 7. (GP-2) beschrieben (Glushakova et al. 1990, Gallaher et al.
2001).

1. 7. 6. Fusionsmechanismen von Virus- und Zellmembran

Man unterscheidet prinzipiell zwei verschiedene Arten der Fusion von Virus- und
Zielzellmembran. Man unterteilt dazu die in diesen Prozess involvierten Proteine in
Typ I oder Typ II Fusionsproteine, je nachdem, wie der Fusionsprozess mechanistisch
vonstatten geht. Das postulierte Lassa-Virus Fusionsprotein GP-2 ist @hnlich den Typ I

Fusionsproteinen organisiert (Eschli et al. 2006).

Typ I Membranfusion

Die Typ I Fusionsproteine (Abb. 6) liegen als trimere Komplexe auf der
Virusoberfliche vor, und zu ihren Vertretern zihlen unter anderem die HA2-
Untereinheit des Influenza-Virus HA und die F;-Untereinheiten der paramyxoviralen
F-Proteine (z.B. Sendai- oder Masern-Virus). Als Folge eines bestimmten Stimulus

(siehe unten) wird das zunéchst im Proteininneren lokalisierte FPS freigelegt und kann
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in die Zielzellmembran inserieren. Dies bewirkt weitere strukturelle Umlagerungen im
Fusionsprotein, die dazu fiihren, dass die oben bezeichneten innermolekularen Alpha-
Helices sich antiparallel zu Sechs-Helix-Biindeln zusammenlagern. Somit wird eine
Haarnadelstruktur erzeugt, die Membranen von Virus und Zelle nidhern sich rdumlich an
und fusionieren. Zu den oben allgemein als ,,Stimulus* bezeichneten Auslosern der
FPS-Freilegung zdhlen z.B. die Rezeptorbindung (z.B. bei paramyxoviralen
F-Proteinen) oder eine pH-abhédngige Konformationsidnderung des Fusionsproteins (z.B.
bei Influenza-Virus HA2), die dadurch entsteht, dass das Virus in sauren Vesikeln
entlang des endosomalen Weges aufgenommen wird (Kap. 1. 7. 2.). Prinzipiell hingt
der Stimulus also vom Ort des Viruseintritts (Plasmamembran oder endosomaler

Pathway) ab (Jardetzky und Lamb 2004).

Zellmembran

Virusmembran

e f

s

Abb. 6: Funktionsmechanismus der Typ I Fusionsproteine. Trimere, virale Fusionsproteinkomplexe
(Bild a) dndern durch einen externen Stimulus (Rezeptorbindung oder pH-Verinderung im umgebenden
Milieu) ihre Struktur, wodurch das FPS (rot) freigelegt wird (Bild b). Aufgrund der Hydrophobizitit des
FPS kann dieses die Zielzellmembran penetrieren (Bilder b und c). Durch weitere Umfaltungen des
Glykoproteins (Helixpaarungen von N-terminaler- (gelb) und C-terminaler Alpha-Helix (lila)) kommen
die Membranen von Virus und Zelle in raumliche Nihe (Bild d). Dann fusionieren zunichst die duleren
Membranschichten (Hemifusion (Bild e)) und nach Abschluss des Umfaltungsprozesses bildet sich
schlieBlich die Fusionspore aus (Bild f). Schema aus Jardetzky und Lamb 2004.

Typ II Membranfusion

Typ II Fusionsproteine sind die E- bzw. E1-Proteine der Flaviviren, wobei das TBE-
Virus (engl.: tick-borne encephalitis virus) und das Dengue-Fieber-Virus diejenigen
Viren dieser Familie darstellen, von denen das Typ II Fusionsmodel abgeleitet wurde.
Neben TBE- und Dengue-Fieber-Virus zihlen auch das Gelbfieber-Virus und das West-
Nile-Virus zu den Flaviviren. Das Semliki-Forest-Virus aus der Familie der Togaviren

(die, wie die Flaviviren, zu den Plusstrangviren zdhlen) verfiigt ebenfalls iiber ein Typ II
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Fusionsprotein. Die Typ II Fusionsproteine besitzen, wie die Typ I Fusionsproteine, drei
fusionsrelevante Doménen (I, II und III), jedoch mit unterschiedlichen strukturellen
Eigenschaften. Im Typ II Membranfusionsmodel spielen molekulare Umorientierungen
eine wichtige Rolle beim Fusionsprozess, auch dies ist eine Homologie zu den Typ I
Fusionsproteinen. Im Unterschied zu den Typ I Fusionsproteinen jedoch werden Typ 1I
Fusionsproteine nicht durch Reifespaltung erzeugt, und sie enthalten keine Alpha-
Helices sondern hauptsidchlich Beta-Faltblattstrukturen. Das FPS der Typ 1I
Fusionsproteine liegt nicht N-terminal sondern im Inneren des Proteins, in der
Doméne II. Genau wie die FPS der Typ I Fusionsproteine ist das Typ II FPS im
unaktivierten, d.h. fusionsinaktiven Zustand rdumlich im Molekiilinneren verborgen
(wegen der hydrophoben Eigenschaften von FPS eine energetische Notwendigkeit).
Auch im Typ II Fusionsmodell penetriert das virale FPS die Zielzellmembran, und auch
hier spielen Molekiilumlagerungen innerhalb der Fusionsproteine die entscheidende
Rolle zur Freilegung des FPS. Dies geschieht durch den sauren pH-Wert der
Endosomen. Im Unterschied zu den Typ I Fusionsproteinen allerdings in friithen
Endosomen, sodass der zur Fusion benétigte pH-Wert hoher ist, als beispielsweise fiir
das Influenza-Virus HA2 (vgl. Influenza-Virus HA2 pH™*"™'=5 3 vs. Semliki-Forest-
Virus E pH™"™-63) In Abb. 7 ist der Fusionsmechanismus des Typs II
schematisch dargestellt (Jardetzky und Lamb 2004).

Zellmembran

A E
£% 2f 96

Abb. 7: Funktionsmechanismus der Typ II Fusionsproteine. Typ II Fusionsproteine enthalten drei
Doménen (I: rot, II: gelb und III: blau) und vor der Fusion liegen Homodimere auf der Virusmembran vor
(Bild a). Als Folgen von Konformationsidnderungen durch den sauren, endosomalen pH-Wert wird das
FPS (orange) bei der Dimer-Dissoziation freigelegt (Bild b), und nach einer Trimer-Reassoziation
penetrieren die FPS die duflere Membranhiille der Zielzelle (Bild c). Durch weitere strukturelle
Umlagerungen der einzelnen Fusionsproteindomidnen (Bild d) werden Virus- und Zellmembran
schlieBlich angendhert (Bild e) und konnen fusionieren (Bild f). Abb. aus Jardetzky und Lamb 2004.

25




EINLEITUNG

1. 7. 7. Fusionsinhibitoren

Fir HIV-Infizierte konnte ein Medikament entwickelt werden, das die Fusion des Virus
mit der Zielzelle unterbindet (Kilby er al. 1998). Dabei handelt es sich um das
Oligopeptid T-20 (auch Enfuvirtide, DP-178, Pentafusid oder Fuzeon®). T-20 ist ein
Analogon der C-terminalen Alpha-Helix des HIV-1 Fusionsproteins gp41, das den
Fusionsprozess dadurch inhibiert, dass es sich bei der Virus-Zellfusion antiparallel mit
der N-terminalen gp41-Alpha-Helix paart. Dadurch wird die Ausbildung der Sechs-
Helix-Biindel-Struktur verhindert und die somit fehlende Molekiilriickfaltung zur
Membrananniherung unterbleibt (gp41 ist ein Typ I Fusionsprotein, siehe Kap. 1. 7. 6.).
Ebenso verhindert ein Oligopeptid, dessen AS-Sequenz der N-terminalen gp41-Alpha-
Helix entspricht die HIV-Zellfusion, allerdings in geringerem Ausmalf} als T-20 (Eckert
und Kim 2001). Auch Nichtpeptidmolekiile zur Verhinderung der Ausbildung der
Sechs-Helix-Biindel-Struktur sind potente HIV-Fusionsinhibitoren (Jiang et al. 2002),
allerdings sind auch diese weniger wirksam als T-20 (Earl et al. 2004).

Auch fiir Alpha- und Flaviviren wurden Fusionsinhibitoren entwickelt. Es handelt sich
dabei um Oligopeptide mit AS-Sequenzen der Doméne III der Typ II Fusionsproteine
(siehe oben). Die Inhibition der Fusion erfolgt auch hier durch kompetitive Hemmung

wichtiger Fusionsproteindoménen (Liao und Kielian 2005).

1. 8. Fragestellung

Es wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, inwieweit die beiden postulierten
Lassa-Virus FPS fiir die Fusion von Virus und Zielzelle von Bedeutung sind. Dazu
wurden Testsysteme entwickelt, um den FEintrittsmechanismus von Lassa-Viren
molekular zu charakterisieren. Es wurden Einzel-AS-Austauschmutanten des Lassa-
Virus Fusionsproteins GP-2 mit Mutationen in beiden FPS-Doménen hergestellt, die
sowohl biochemisch als auch funktionell untersucht wurden.

Die biochemische Charakterisierung umfasste Untersuchungen zu Reifung und
intrazelluldrem Transport der FPS-Mutanten, wohingegen die funktionelle Analyse auf
die Fusogenitit und Infektiositit abzielte. Da erst seit kurzer Zeit eine Technologie zur
Herstellung rekombinanter Arenaviren zur Verfiigung steht und gentechnische
Manipulation des Lassa-Virus in die hochste Sicherheitsstufe (BSL-4) fillt, wurden
rekombinante, nichtinfektiose Assay-Systeme entwickelt. Die Assay-Systeme, die das
Untersuchen obiger Fragestellungen auflerhalb des BSL-4 Labors ermdoglichten,
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basierten auf gentechnischen Verfahren. Somit war es moglich, ohne Lassa-Viren zu
arbeiten, um diese Untersuchungen durchzufiihren. Im ersten Testsystem — einem Zell-
Zellfusionsassay — wurde die Fihigkeit zur Induktion der Fusion von Zellmembranen
als Mab fiir die Fusogenitit bestimmt. Demgegeniiber wurde im zweiten Testsystem —
den Infektionsstudien mit replikationsinkompetenten, retroviralen Pseudotpyen (rPT) —
getestet, wie die Infektiositit oben bezeichneter Mutanten mit deren Fusogentitit
korrelierte.

AuBerdem wurden potentiell antivirale Substanzen in den entwickelten Testsystemen
untersucht. Dazu wurden synthetische Peptide (Analoga der FPS und der C-terminalen
Alpha-Helix des Lassa-Virus GP-2) sowie Seren von Lassafieberpatienten auf deren

Effekte auf Fusion und rPT-Infektion getestet.
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2. Material und Methoden

2. 1. Material

Die in der vorliegenden Arbeit gebrauchten Materialien werden im Folgenden unter

Angabe der Bezugsquelle aufgezidhlt. Die Rezepturen der kommerziell verfiigbaren

Reaktionsansitze (Kits) sind den jeweiligen Produktinformationen zu entnehmen.

2. 1. 1. Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Acrylamid/Bisacrylamid (29:1)

Agarose (ultra pure)

Aminocapronsiure

Ammoniumchlorid

Ampicillin, Natriumsalz

APS (Ammoniumpersulfat)

Bactoagar

Bacto-Trypton

B-gal-Reportergen Lysepuffer (5x)

Bromphenolblau

BSA (Rinderserumalbumin)

Calciumchlorid

Cholesterin

CPRG (Chlorophenol Rot
B-D-galactopyranosid)

Deconex

Dimethylformamid

DMSO (Dimethylsulfoxyd)

DNA-Ladepuffer (6x MassRuler®
Loading Dye Solution)

DNA-Lingenstandard
GeneRuler® DNA Ladder Mix

EDTA (Ethylen-Dinitriol-Tetra-Acetat)

EGTA (Ethylen-Glycol-bis(B-Amino-
ethylether)-N,N,N’,N’-Tetra-Acetat)

BioRad, Miunchen, D

Invitrogen, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Merck, Darmstadt, D

Serva, Heidelberg, D

BioRad, Miinchen, D

Difco Laboratories, Heidelberg, D
Difco Laboratories, Heidelberg, D
Roche, Mannheim, D

Serva, Heidelberg, D

Roth, Karlsruhe, D

Merck, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D

Roche, Mannheim, D

Borer Chemie, Zuchwil, CH
Riedel-de-Haen, Seelze, D
Merck, Darmstadt, D

Fermentas, St. Leon-Roth, D

Fermentas, St. Leon-Roth, D
Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D
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Ethanol

Ethidiumbromid

Fotales Kélberserum (FCS)
Glyzerin

Glyzin

Hefeextrakt

Isopropanol

Jodazetamid

L-Glutamin

Lipofectamine® 2000
LMP-Agarose, ultra pure
Magermilchpulver
Mercaptoethanol

Mevalonat

Nitrozellulose
N-hydroxysuccimid (NHS)-Biotin
Oleat

Opti-MEM

Parafilm M®

Paraformaldehyd

Pepton

Petrischalen (10 cm @)

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)
Polybrene (Hexadimethrinbromid)
Protein-A-Sepharose
Proteinstandard, Broad Range, Prestained
Rainbow Marker® (RPN 756)
Rontgenfilme BIOMAX® MR
Saccharose

SDS (Natriumdodecylsulfat)
Streptavidin-Peroxidase-Komplex
Streptavidin-Sepharose
Sulfo-N-hydroxysuccinimide-Biotin-

ethylendiamin

Riedel-de-Haen, Seelze, D
Roche, Mannheim, D
Gibco-BRL, Karlsruhe, D
Roth, Karlsruhe, D

Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D
Riedel-de-Haen, Seelze, D
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Gibco-BRL, Karlsruhe, D
Invitrogen, Karlsruhe, D
Gibco-BRL, Karlsruhe, D
Topfer, Dietmannsried, D
Serva, Heidelberg, D
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Schleicher & Schuell, Dassel, D
Calbiochem, San Diego, USA
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Gibco-BRL, Karlsruhe, D
Brand, Wertheim, D

Serva, Heidelberg, D

Merck, Darmstadt, D

Sarstedt, Niimbrecht, D
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
NEB, Schwalbach, D
Amersham Pharmacia, Freiburg, D
Kodak, Stuttgart, D

Serva, Heidelberg, D

Merck, Darmstadt, D
Amersham Pharmacia, Freiburg, D

Amersham Pharmacia, Freiburg, D

Pierce, Rockford, USA
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TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethyl-
ethylendiamin)
Trasylol (Aprotonin)
Tris (Trishydroxymethylaminomethan)
Triton X-100
Tween 20
X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-
B-D-galactopyranosid)
Zellschaber
Zentrifugenrohrchen (SW 28, SW 41)
Zellkulturflaschen Greiner
Zellkulturflaschen Costar®
Zellkulturplatten mit 6,
12 oder 24 Vertiefungen
Zellkulturplatten mit 3, 6 oder 10 cm @

BioRad, Miinchen, D
Bayer, Leverkusen, D
Roth, Karlsruhe, D
Serva, Heidelberg, D
Serva, Heidelberg, D

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Sarstedt Inc., Newton, USA
Beckmann, Frankfurt a. M., D
Greiner BioOne, Frickenhausen, D

Corning Inc., New York, USA

Greiner BioOne, Frickenhausen, D

Greiner BioOne, Frickenhausen, D

Die in dieser Liste nicht angegebenen Standardchemikalien, wie beispielsweise

Natriumchlorid, Natriumzitrat, Natronlauge (NaOH) oder Salzsdure (HCIl), wurden von

den Firmen Merck (Darmstadt, D), Roche (Mannheim, D) oder Riedel-de-Haen (Seelze,

D) bezogen.

2. 1. 2. Kits

ABI Prism® Sequencing Kit
ECL-Super-Signal Kit
ECL-Super-Signal-Ultra Kit

QIAgen High-Speed-Plasmid-Maxi Kit
QIAprep 8-Plasmid Kit

QIAquick Gelextraction Kit

QIAquick PCR-Purification Kit
Taq-PCR-Core Kit

Z-Competent E. coli Transformation Buffer Set

Perkin Elmer, Wellesley, USA
Pierce, Rockford, USA

Pierce, Rockford, USA
Qiagen, Hilden, D

Qiagen, Hilden, D

Qiagen, Hilden, D

Qiagen, Hilden, D

Qiagen, Hilden, D

Zymo Research, Orange, USA
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2. 1. 3. Oligonukleotide

Alle nachfolgend aufgefiihrten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG-
Biotech AG (Ebersberg, D) bezogen.

Oligonukleotide zur Sequenzierung

Zum Sequenzieren und Priifen der erwiinschten Mutationseinfithrungen in die
postulierten FPS des Lassa-Virus GP wurden folgende Primer verwendet: Vorwirts-
Primer 5’-CAT TGG AAG CTT GCC ACC ATG GGC-3’, Revers/komplementirer-
Primer 5’-ATC TCG TCT AGA TTA TCA TCT CTT-3’. Die Mutationen wurden im
codon-optimierten Lassa-Virus GP (Kap. 2. 1. 4.) mittels rekombinanter PCR
(Kap. 2. 2. 2.) erzeugt. Die Sequenzierungen wurden wie im Methodenteil beschrieben

durchgefiihrt.

Oligonukleotide zur Mutationserzeugung

In der nachfolgenden Tabelle sind die jeweiligen Primer-Paare zum Einfithren von
Einzel-AS-Austauschmutationen an bestimmten Positionen der postulierten FPS des
Lassa-Virus GP-2 ins codon-optimierte Lassa-Virus GP aufgelistet. Erzeugt wurden

diese jeweils in einer rekombinanten PCR.

Tab. 1A: Primer zur Herstellung von Einzel-AS-Austauschmutationen innerhalb

der postulierten Lassa-Virus GP-2-FPS.

Mutante Forward Primer Reverse Primer
G260A 5’-AGA CTG CTG GCC ACC | 5’-CCA GGT GAA GGT GGC
TTC ACC TGG-3’ CAG CAGTCT-3’
T261A 5’-CTG CTG GGC GCC TTC | 5°-TGT CCA GGT GAA GGC
ACC TGG ACA-3’ GCC CAG CAG-¥»
F262A 5’-CTG GGC ACC GCC ACC | 5°-CAG TGT CCA GGT GGC
TGG ACA CTG-3’ GGT GCC CAG-3’
W264A 5’-ACC TTC ACC GCC ACA | 5’-ATC GCT CAG TGT GGC
CTG AGC GAT-3’ GGT GAA GGT-3
L266A 5’-ACC TGG ACA GCC AGC | 5°-CTC GCT ATC GCT GGC
GAT AGC GAG-3’ TGT CCA GGT-3’
G271A 5’-GAT AGC GAG GCC AAG | 5-AGG GGT GTC CTT GGC
GAC ACC CCT-3’ CTC GCT ATC-3’
G276A 5’-GAC ACC CCT GCC GGC | 5>-CAG GCA GTA GcCcC
TAC TGC CTG-3’ GGC AGG GGT GTC-3’
G277A 5’- ACC CCT GGC GCC TAC | 5°-GGT CAG GCA GTA GGC
TGC CTG ACC-3’ GCC AGG GGT-3
Y278A 5’-CCT GGC GGC GCC TGC | 5°-TCT GGT CAG GCA GGC
CTG ACC AGA-3’ GCC GCC AGG-¥
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L280A 5’-GGC TAC TGC GCC ACC | 5’-CAT CCA TCT GGT GGC
AGA TGG ATG-3’ GCA GTA GCC-3

W283A 5’-CTG ACC AGA GCC ATG | 5’-CTC GAT CAG CAT GGC
CTG ATC GAG-3’ TCT GGT CAG-3’

M284A 5’-ACC AGA TGG GCC CTG | 5’-GGC CTC GAT CAG GGC
ATC GAG GCC-3 CCA TCT GGT-3’

L285A 5’-AGA TGG ATG GCC ATC | 5°-CTC GGC CTC GAT GGC
GAG GCC GAG-¥’ CAT CCA TCT-3’

1286A 5’-TGG ATG CTG GCC GAG | 5’-CAG CTC GGC CTC GGC
GCC GAG CTG-¥ CAG CAT CCA-3°

L290A 5’-GAG GCC GAG GCC AAG | 5°-GCC GAA GCA CTT GGC
TGC TTC GGC-3° CTC GGC CTC-3

C292A 5’-GAG CTG AAG GCC TTC | 5°-GGT GTT GCC GAA GGC
GGC AAC ACC-3 CTT CAG CTC-3’

F293A 5’-CTG AAG TGC GCC GGC | 5°-GGC GGT GTT GCC GGC
AAC ACC GCC-3 GCA CTT CAG-3

G294A 5’-AAG TGC TTC GCC AAC | 5’-CAC GGC GGT GTIT GGC
ACC GCC GTG-3’ GAA GCA CTT-3

V298A 5’-AAC ACC GCC GCC GCC | 5’-GTT GCA CTIT GGC GGC
AAG TGC AAC-3’ GGC GGT GTT-3’

G260L 5’-AGA CTG CTG CTG ACC | 5-CCA GGT GAA GGT CAG
TTC ACC TGG-3’ CAG CAG TCT-3’

G260R 5’-AGA CTG CTG AGA ACC | 5-CCA GGT GAA GGT TCT
TTC ACC TGG-3’ CAG CAG TCT-3

P275R 5’AAG GAC ACC AGA GGC | 5°-GCA GTA GCC GCC TCT
GGC TAC TGC-3’ GGT GTC CTT-3

Die rekombinanten PCR-Primer-Paare fiir neunzehn Alanin-

sowie drei

weitere Einzel-AS-

Austauschmutanten sind zusammengefasst dargestellt. Die Basentripletts, die fiir die eingefiihrten
Mutationen kodieren, sind jeweils fett hervorgehoben. Alle Mutanten sind wie folgt benannt: original
Lassa-Virus GP-AS im Einbuchstabenkode, Position der jeweiligen AS in der Nummerierung des Josiah
Lassa-Virus GP (GeneBank-Nr. AAA46286) und eingefiihrte neue AS im Einbuchstabenkode.

Tab. 1B zeigt die Flankierungsprimer, die fiir die Einzelfragment-Hybridisierungs- und

Auffiillreaktionen der rekombinanten PCR verwendet wurden, um Volllinge-

GP-Konstrukte zu erzeugen.

Tab. 1B: Flankierungsprimer.

Primer-Bezeichnung Nukleotidsequenz

Hind/ZII-vor-Start-Codon
(vorwiirts)

5’-CAT TGG AAG CTT GCC ACC ATG GGC-3°

Xbal-nach-Stopp-Codon 5’-ATC TCG TCT AGA TTA TCA TCT CTT-3’

(revers-komplementiir)

Zum Klonieren in pAdApt mittels rekombinanter PCR wurden jeweils zwei Fragmente jeder Mutante
hergestellt, die im Bereich der Mutationsstelle komplementédr sind und somit hybridisieren kdnnen
(Forward und Reverse Primer, Tab. 1A). An den jeweiligen nichtkomplementiren Enden wurden
Restriktionsschnittstellen mit Primern vor dem ATG Start-Codon (HindIII-vor-Start) bzw. nach dem
TGA Stopp-Codon (Xbal-nach-Stopp) mit einer Hind//I-Schnittstelle (Erkennungspalindrom AAGCTT)
vor dem Start-Codon und einer Xbal-Schnittstelle (Erkennungspalindrom TCTAGA) nach dem Stopp-
Codon erzeugt.
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2. 1. 4. Codon-Optimierung des Lassa-Virus GP

Um die Expressionsrate des Lassa-Virus GP in eukaryontischen Zellen nach transienter
Transfektion zu steigern, wurde die Originalsequenz des Lassa-Virus GP, Stamm
Josiah, GeneBank Acc. Nr. AAA46286, synthetisch dahingehend verindert, dass fiir die
einzelnen kodierten AS diejenigen Basentripletts verwendet wurden, die priferentiell in
eukaryontischen Zellen translatiert werden (GeneArt, Regensburg, D). Aullerdem
wurden versteckte Splice-Sites, RNA-destabilisierende Sequenzelemente und
Sequenzwiederholungen entfernt. Exprimiert wurde dieses synthetische GP-Gen mittels
des pAdApt-Vektors, der den starken, langen CMV-Promotor enthilt (Havenga et al.
2000). Die Optimierung der GP-Codons beruht auf Erkenntnissen von Haas et al.
(1996). Diese besagen, dass menschliche Gene Basentripletts (Codons) enthalten, die
praferentiell genutzt werden, um bestimmte AS zu kodieren. Die beiden Codons, die fiir
die AS Tyrosin kodieren — TAC und TAT - sind beispielsweise mit Haufigkeiten von
74% (TAC) bzw. 26% (TAT) in stark exprimierten menschlichen Genen zu finden. Von
den 22 Tyrosin-Resten der natiirlich vorkommenden Josiah GP-Sequenz sind sechzehn
mit TAC kodiert und sechs mit TAT. In der codon-optimierten Sequenz findet man 20
TAC- und zwei TAT-Codons.

Pacl (6)
bla :{d—
Pvul (6944) 4 T

/

/
/
/

ff
!’f
Il .509-
sall (5571) “ 03-599-pAdApt
PshAI (5415) i 7373 b
’ O
)
Xhol (5265)....
Stul (5258) /
Ehel (4997) .\
Narl (4996) \t\:\r;:\\ - ,,,,,,,,,/——\/:"”/ SV40_pA
Ad5_bp_3511-6095 T Belll (2982)

AfIIL (3010)

~ Ad5_bp_1-454
7 Spel (669)

T Ndel (904)
CMV _long

*.. Xmalll (1325)

HindIIT (1346)
EcoNI (1541)

LV_GP_(FL)

Mfel (3401)

Abb. 8: pAdApt-Vektor fiir die codon-optimierte Expression von Lassa-Virus GP. Zur Expression
des Lassa-Virus GP wurde der Vektor pAdApt mit der codon-optimierten Josiah Lassa-Virus
GP-Sequenz (im Schema LV_GP_(FL)) hergestellt (GeneArt, Regensburg, D). Abkiirzungserkldrungen:
Ad5_bp_3511-6095 (Adenovirus-5 Sequenz von Basenpaar 3511-6095), Ad5_bp-1-454 (Adenovirus-5
Sequenz von Basenpaar 1-454), CMV_long (langer CMV-Promotor), SV40_pA (Simian-Virus-40 poly-
Adenylierungssignal), nichtfett gedruckt sind bestimmte hervorgehobene Restriktionsschnittstellen im
Konstrukt (Abb. mit freundlicher Genehmigung von Crucell Holland B.V., Leiden, NL).
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2.1. 5. Enzyme

Alkalische Phosphatase aus Krabben (SAP) Roche, Mannheim, D

Penicillin/Streptomycin Gibco-BRL, Karlsruhe, D
Restriktionsendonucleasen inkl. Puffer Fermentas, St. Leon-Rot, D
Trypsin/EDTA Gibco-BRL, Karlsruhe, D
T4-DNA-Ligase Fermentas, St. Leon-Rot, D
Klenow-Enzym New England Biolabs, Schwalbach, D

2. 1. 6. Antikorper

Anti-Peptid Kaninchen Seren

Folgende Antikorper wurden von O. Lenz (ehemals Institut fiir Virologie, Philipps-
Universitat Marburg) zur Verfiigung gestellt: a-NP (Josiah-NP-53), a-GP-2 (Josiah-GP-
477) und a-Z (Josiah-Z-CT). Die jeweiligen Lassa-Peptide, die zum Immunisieren von
Kaninchen verwendet wurden, sind nachfolgend angegeben. Nach der Immunisierung
dieser Kaninchen wurden polyklonale Seren gewonnen, welche die gewiinschten

Antikorper enthielten (Lenz et al. 2000).

LASV-Josiah-NP-53 H>N-LMRKERRDDNNDLKRLRDLNQAVC-COOH
LASV-Josiah-GP-477 H>N-CGLYKQPGVPVKWKR-COOH
LASV-Josiah-Z-CT H>N-CGAADSIRPPPYSP-COOH

Der Nachweis der H7-HA-Expression wurde mittels eines polyklonalen Kaninchen anti-
FPV (engl: fowl plague virus (Gefliigelpest-Influenza-A-Virus)) Antiserums
durchgefiihrt, das von R. Wagner (ehemals Institut fiir Virologie, Philipps-Universitit
Marburg) zur Verfiigung gestellt wurde (beschrieben in: Wagner et al. 2005).

Kommerzielle Antikorper

Zur Kontrolle, dass gleiche Zellzahlen in den einzelnen Ansdtzen der nachfolgend
beschriebenen Verfahren verwendet wurden, wurde in den Western-Blot-Analysen ein
monoklonaler Maus-Antikorper verwendet, der spezifisch das konstitutiv exprimierte
B-Aktin verschiedener Spezies (unter anderem Mensch und Affe) erkennt (Abcam,

Cambridge, GB).

34



MATERIAL UND METHODEN

Die retroviralen Pseudotypen (Kap. 2. 6.) wurden mittels eines polyklonalen Esel-
Antikorpers titriert, der ein Epitop des MLV Capsidproteins p30 erkennt (Quality
Biotech, Camden, USA; freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von P. M. Cannon,
University of Southern California, USA).

Der Nachweis des S-pep-markierten Junin-Virus GP erfolgte mit einem monoklonalen
anti-S-pep-Antikorper aus dem Kaninchen (Abcam, Cambridge, GB).

Folgende HRP-gekoppelten Sekundirantikorper wurden bei der Firma Dianova
(Hamburg, D) bezogen: Anti-Maus-Immunglobuline vom Kaninchen; Anti-Kaninchen-

Immunglobuline vom Schwein und Anti-Esel-Immunglobuline von der Maus.

2. 1. 7. Synthetische Peptide

Die nachfolgend aufgelisteten synthetischen Peptide fiir die Inhibitionsstudien wurden

von der Firma Iris Biotech (Marktredwitz, D) bezogen:

Tab. 2: Synthetische Peptide fiir Fusions- und Infektionsinhibitionsstudien.

Name AS-Sequenz Molekulargewicht
[kDa]
CPI-Helix DDIEQQADNMITEMLQKEYMERQ 2.9
N-FPS GTFTWTL 0,8
I-FPS GGYCLTRWMLIEAELKCFGNTAV 2,6

Die in dieser Arbeit verwendeten Namen der synthetisch hergestellten Peptide mit deren Sequenz vom
N-terminalen zum C-terminalen Ende sowie deren molare Masse in kDa ist angegeben. Die Peptide
wurden nach Herstellerangaben in DMSO gelost und in Aliquots a 100 pg/ul bei -80°C gelagert.

2. 1. 8. Eukaryontische Expressionsvektoren

Klonierungsvektor

pAdApt: eukaryonter Expressionsvektor unter CMV-Promotor-Kontrolle,
zur Verfiigung gestellt von Crucell Holland B.V., Leiden, NL
(Havenga et al. 2001; Abb. 8).
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Zur Verfiigung gestellte Expressionskonstrukte

pCAGGS-LCMV-GP
eukaryonter Expressionsvektor unter Hiihner-pB-Aktin-Promotorkontrolle zur
Expression des GP von LCMV Stamm WE (Beyer et al. 2003), zur Verfiigung
gestellt von W. Beyer (Heinrich Pette Institut, Hamburg, D).

pCDNA-JUNV-GP-Spep
eukaryonter Expressionsvektor unter CMV-Promotorkontrolle fiir die
Expression von Junin-Virus Stamm MC2 GP (York et al. 2004), welches zur
Nachweis im Western-Blot (Kap. 2. 3. 1.) ein S-peptid-Tag trigt (Sequenz:
KETAAAKFERQHMDS), zur Verfiigung gestellt von J. Nunberg (Montana
Biotechnology Centre, USA).

pCDNA-SKI1/S1P
eukaryonter Expressionsvektor unter CMV-Promotorkontrolle fiir die
Expression der Lassa-Virus GP-C-prozessierenden Protease SKI-1/S1P, zur
Verfiigung gestellt von N. G. Seidah (Clinical Research Institut of Montreal,
Kanada) (Rawson et al. 1999).

pCnBg
eukaryonter Expressionvektor unter Kontrolle des CMV-LTR-Promotors zur
Erzeugung retroviraler = Pseudotypen —mit Beta-Galactosidase-(B-gal-)-
Reportergen in ®NXgp-Zellen (Kap. 2. 6.). Beschrieben in Han ef al. 1997 und
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von P. M. Cannon, University of
Southern California, USA.

pHH21-H7-HA
eukaryonter Expressionsvektor unter humaner-RNA-Polymerase-Promotor-
kontrolle fiir die Expression von Influenza Virus Hdmagglutinin (HA), des
Subtyps H7 (H7-HA), zur Verfiigung gestellt von R. Wagner (Wagner et al.
2005)

pJK2/pLTRBgal
eukaryonter ~ Expressionsvektor ~ mit  [-gal-Reportergen  unter  der
Expressionskontrolle des HIV-1 LTR (engl.: long terminal repeat). LTR ist eine
regulatorische Nukleotidsequenz von Retroviren (hier von HIV-1), welche alle
cis-aktiven Sequenzen enthilt, also Promotor- und Enhancer-Elemente, die die
Genexpression eines nachfolgenden Gens (hier [B-gal) kontrollieren. Die

Herstellung dieses Konstruktes mit dem Namen pJK2 wurde 1992 von Kimpton
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und Emerman beschrieben. Zur Verfiigung gestellt von V. Bosch (DKFZ,
Heidelberg, D).

pL3tat/pHIV1-tat

eukaryonter Expressionsvektor zur Transaktivierung des HIV-1 LTR. Das

HIV-1 Tat-Protein (engl.: transactivator of transcription) kann durch Bindung an

HIV-1 LTR ein nachfolgendes Gen aktivieren (Transaktivierung). HIV-1 Tat ist

ein 82 AS langes Oligopeptid, welches neben der Transaktivierung des LTR

auch Kerntransport-, RNA-Bindung und Proteinwechselwirkungsfunktionen

aufweist. Das hier verwendete Konstrukt wurde unter dem Namen pL3tat von
Schwartz et al. 1990 beschrieben. Zur Verfiigung gestellt von V. Bosch (DKFZ,
Heidelberg, D)

2. 1. 9. Bakterien

E. coli XL-1 blue:

[K12, recAl, lac, endAl, gyr96, thi-1, hsdR17, supE44, relAl,
(F’proAB", laclg, lacZ, dM15 Tn10)], Stratagene, Heidelberg, D

2. 1. 10. Eukaryontenzellen

293-Zellen

CHO-K1-Zellen

ONXgp-Zellen

SRD-12B-Zellen

permanente Epithelialzelllinie gewonnen aus Adenovirus-5-DNA
transformiertem, menschlichem Embryo-Nierenkarzynom, daher
auch hidufig die Bezeichnung HEK-293-Zellen (engl.: human
embryo kidney), ATTC CRL-1573

permanente Epithelialzelllinie aus den Ovarien eines chinesischen

Hamsters (Cricetulus griseus), ATCC CCL-61

293-Zellklon, der die MLV-Gene gag und pol stabil exprimiert,
zur Verfiigung gestellt durch G. Nolan, Stanford University,
USA.

SKI-1/S1P-defizienter CHO-K1-Zellklon (SRD, engl.: sterol

regulatory deficient). Erhalten von Dr. J. L. Goldstein (Rawson et

al. 1999)
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Vero-Zellen permanente Zelllinie aus dem Nierenepithel der Griinen

Meerkatze (Cercopithecus aethiops), ATCC CCL-81

2. 1. 11. Seren von Lassafieberpatienten

Acht asymptomatischen Patienten aus Guinea, bei denen mit einem anti-Lassa-Virus-
NP-Antikorper eine frithere Lassa-Virusinfektion nachgewiesen worden war (ter
Meulen et al. 2004), wurde Blut abgenommen. Nach Abtrennung der Erythrozyten
wurden die Seren in fliissigem Stickstoff gelagert. Als Kontrollen dienten die Seren des
seronegativen Dolmetschers (I.B.F.), sowie des guineischen Projektleiters Dr. Kékoura
(TCC-Donor), der im Lassa-Virus Neutralisationstest einen Titer von 1:80 aufwies (ter

Meulen et al. 2004).

2. 1. 12, Puffer und Medien

Puffer
Anodenpuffer I: 1 M Tris 300 ml
Ethanol 200 ml
ad 11dH,0
Anodenpuffer II: 1 M Tris 25 ml
Ethanol 200 ml
ad 11dH,0
Kathodenpuffer: 1 M Tris 25 ml
Aminocapronsiure 525¢g
Ethanol 200 ml
ad 11dH,0
10x SDS-PAGE-Laufpuffer: SDS 10g
Tris 30g
Glyzin 144 ¢
ad 11dH,0
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RIPA-Puffer (pH7.5):

ColP-Puffer:

4x SDS-Probenpuffer:

50x TAE-Puffer:

10% Triton X-100
10% DOC

10% SDS

1 M Tris/HCI (pH 7.5)
3 M NaCl

0,5 M EDTA

Trasylol

Jodazetamid

frisch zusetzen: 1 mM PMSF

1 M Tris

5 M NaCl

0,5 M EDTA

1% NP40

0,4% Deoxycholate
25 mM Jodazetamid
Trasylol

frisch zusetzen: 1mM PMSF

0,5 M Tris/HCI (pH 6.8)
SDS

Glyzerin

2% Bromphenolblau
dH,O
B—Mercaptoethanol

Tris
Eisessig

0,5M EDTA (pH 8.0)

10 ml

10 ml

1 ml

2 ml

3 ml

2 ml

S ml

185¢

ad 11dH,0

10 ml

10 ml

5 ml

5¢

2g

23¢g

5 ml

ad 11dH,0

4 ml
04¢g
4 ml
0,1 ml
1,2 ml
0,4 ml

242 ¢

57,1 ml
100 ml

ad 11dH,0
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X-Gal-Firbelosung: 0,5 M Na-Ferricyanid 500 pl
0,5 M Na-Ferrocyanid 500 pl
1 M MgCl, 100 pul
40 mg X-Gal / ml DMF 1,25 ml
ad 50 ml PBS*'
Medien fiir Bakterienkultur
LB-Medium: Bacto-Trypton 10g
Hefeextrakt 5¢g
NaCl 10g
ad 11dH,0
SOB-Medium: Bacto-Trypton 20¢g
Hefeextrakt 5¢g
1 M MgCl, 10 ml
5 M MgSO4 10 ml
5 M NaCl 2 ml
1 M KClI 0,5 ml

ad 11dH,0, pH 7.0

LB-Agarplatten: LB-Medium mit 1,5%  Bactoagar;

Antibiotikum (100 pg/ml  Ampicillin)
wurde nach dem Autoklavieren und
Abkiihlen auf 50 °C zugesetzt und

abschliefend in Petrischalen gegossen.

Puffer und Medien fiir Zellkultur
PBS™" (Phosphate buffered saline):

NaCl 80¢g
KCl 02¢g
Na,HPO, 1,LI5¢g
MgCl, 0,1g
KH,PO, 02¢g
CaCl, 0,13 g

ad 11dH,0
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PBS®:

D-MEM.:

D-MEM/F-12:

RPMI-1640:

Medienzusitze:

wie PBS™ ohne MgCl, und CaCl,

Zellkulturmedium (engl.: Dulbecco’s modified Eagle
medium) (Gibco-BRL, Karlsruhe, D) enthélt 4500 mg/L
D-Glucose, 110 mg/L Natriumpyruvat und nichtessentielle

AS aber kein L-Glutamin

Zellkulturmedium D-MEM, Variante F-12 (Gibco-BRL,
Karlsruhe, D) enthilt 3151 mg/L D-Glucose, 110 mg/L
Natriumpyruvat und nichtessentielle AS aber kein

L-Glutamin

Zellkulturmedium (engl.: Roswell Park Memorial Institute
medium) (Gibco-BRL, Karlsruhe, D) enthilt 2000 mg/L
D-Glucose, 25 mM HEPES-Puffer, 2 g/LL Natrium-

bicarbonat und nichtessentielle AS aber kein L-Glutamin

zu den einzelnen Medien wurden je 100 Units/ml
Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin und 2 mM L-Glutamin
zugegeben, sowie eine variierende Menge (2%-10%)
inaktiviertes FCS. Die FCS Inaktivierung wurde vor der
Zugabe durch Erhitzen auf 56 °C fiir eine Stunde und
anschlieBendem  Abkiihlen auf  Raumtemperatur
durchgefiihrt.

Besondere Medienzusitze, zusitzlich zu den oben
erwihnten, wurden fiir die SKI-1/S1P-defizienten SRD-
Zellen zugesetzt, ndmlich 5 pug/ml Cholesterin, 1 mM
Natriummevalonat und 20 uM Natriumoleat. Das
komplette Herstellungsprotokoll fiir SRD-Zellmedium ist
ausfiihrlich unter Kap. 2. 4. 2. im Methodenabschnitt

ausgefiihrt.
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2. 2. Molekularbiologische Methoden

2. 2. 1. Prinzip der Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction, PCR) dient der
selektiven Vervielfiltigung von DNA. Dabei wird die DNA-Vorlage zunéchst durch
Erhitzen auf 95 °C einzelstrangig gemacht (Denaturierung). Durch kurzzeitiges
Abkiihlen lagern sich an das 5’-Ende des einen und das 3’-Ende des anderen
Einzelstranges im nidchsten Schritt Oligonukleotide (Primer) an, wenn diese
komplementir zur Matrizen-DNA sind (Hybridisierung). Durch Temperaturerhohung
auf 72 °C werden diese DNA-Komplexe enzymatisch vervielfdltigt (Amplifikation).
Durch etwa 30maliges Wiederholen dieses Zyklus aus Denaturierung, Hybridisierung
und Amplifikation kommt es zu einer exponentiellen Vermehrung des zwischen den
Primern gelegenen DNA-Abschnittes. Entscheidend ist dabei die Hitzestabilitdt der
verwendeten DNA-Polymerase. Urspriinglich wurde sie aus dem hyperthermophilen
Archaeon Thermus acquaticus (Taq-Polymerase) isoliert. Als Alternative zur Tag-
Polymerase, die eine relativ hohe Fehlerrate aufweist, bietet sich eine Pfu- oder Pwo-
Polymerase an, die beide Korrekturmechanismen besitzen, d.h. nicht oder falsch
gepaarte Nukleotide werden durch eine 3’—>5’-Exonukleaseaktivitit herausgeschnitten
und anschlieBend durch die korrekten Nukleotide ersetzt. Die Pfu-Polymerase wird aus
dem marinen Archaeon Pyrococcus furiosus isoliert, wihrend die Pwo-Polymerase aus

Pyrococcus woesei gewonnen wird.

2. 2. 2. Prinzip der rekombinanten PCR

Mit Hilfe der rekombinanten PCR kénnen Gene gezielt veriandert werden. Dabei werden
zwei PCR-DNA-Fragmente neu kombiniert und zusammengefiigt, die aus
unterschiedlichen Genen oder Genabschnitten stammen konnen. Die 3’-Region des
einen Fragmentes muss komplementir zum 5°-Ende des anderen Fragmentes sein,
sodass diese hybridisieren konnen. Nach der Hybridisierung der beiden Einzelstringe
mit den iberlappenden Enden und anschlieBender Auffiillreaktion erhédlt man ein
fusioniertes PCR-DNA-Fragment, das mittels erneuter PCR amplifiziert wird. Durch

Restriktionsendonulease-Verdau des rekombinanten PCR Produktes und darauf
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folgender Ligation konnen Genabschnitte ausgetauscht, deletiert oder substituiert

werden (Higuchi er al. 1988).

Bestimmung der DNA- und Oligonukleotidkonzentration iiber UV-Absorption
Nukleinsduren absorbieren UV-Strahlung mit einem Maximum bei 260 nm in

Abhingigkeit von ihrer Konzentration (Lambert-Beersches Gesetz). Es gelten folgende

Néherungswerte:
Oligonukleotide: 1 OD26onm ~ 20 pg/ml
Einzelstringige DNA: 1 OD26onm ~ 40 pg/ml
Doppelstringige DNA: 1 OD26onm ~ 50 pg/ml

Somit kann die DNA-Konzentration durch einfaches Messen der Absorption einer

verdiinnten DNA-Losung (z.B. 1:100 in ddH,O) bestimmt werden.

PCR
Fiir diese Arbeit wurde das Tag-PCR-Core Kit und der programmierbare Heizblock
GeneAmp PCR System 2400 von Perkin Elmer benutzt.

Reaktionsansatz:
10x PCR-Puffer 10 ul
DNA-Matrize 200 ng
Forward Primer 25 pmol
Reverse Primer 25 pmol
dNPT-Mischung 4 ul
25 mM MgCl, 2ul
Tag-Polymerase 1U
ddH,O ad 100 pl
Zyklusparameter:
Denaturierung vor dem ersten Zyklus 95 °C 5 min
30x  Denaturierung 95 °C 1 min
Primeranlagerung 50 °C 1 min
DNA-Synthese 72 °C 1 min/kb
DNA-Synthese nach dem letzten Zyklus 72 °C 10 min
4°C
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Nach Ablauf der Reaktion wurden die PCR-Fragmente mittels QIAquick PCR-
Purification Kit aufgereinigt und anschliefend durch Agarose-Gelelektrophorese (Kap.

2. 2. 4.) auf GroBle und Reinheit iiberpriift.

Hybridisierungs- und Auffiillreaktion

Fiir die Fusion der beiden PCR-DNA-Fragmente nach der ersten PCR wurden die
gereinigten Fragmente im Verhéltnis 1:1 gemischt und anschlieBend denaturiert.
Aufgrund der komplementdren Basensequenzen am 3’-Ende des einen Fragmentes und
dem 5’-Ende des anderen entsteht nach Abkiihlung ein rekombinantes DNA-Fragment,
das in wenigen PCR-Zyklen aus Denaturierung, Hybridisierung und DNA-Synthese in
Abwesenheit von Primern vervielfaltigt wird.

Dazu wurden ca. 10 ng der gereinigten PCR-DNA-Fragmente mit den passenden
tiberlappenden Enden in einem PCR-Reaktionsansatz wie oben vereinigt, allerdings
ohne Primer und 7Tag-Polyermase, die erst nach der Hybridisierungs- und

Auffiillreaktion zugefiigt wurden.

Zyklusparameter der Hybridisierungs- und Auffiillreaktion:

Zyklusparameter:

Denaturierung vor dem ersten Zyklus 95 °C 5 min

5x Denaturierung 95 °C 1 min
Hybridisierung 50 °C 2 min
DNA-Synthese 72 °C 1 min

DNA-Synthese nach dem letzten Zyklus 72 °C 10 min

4°C

Nach der Hybridisierungs- und Auffiillreaktion wurden die 100 pl des
Reaktionsansatzes in ein neues Reaktionsgefdl transferiert, in das je 0,1 nmol
(Endkonzentration 1 uM) der beiden duBleren Primer vorgelegt wurden. Es folgte eine
PCR mit den Parametern wie oben beschrieben, wobei die Zyklenzahl von 30 auf 20
reduziert wurde. Die enthaltenen DNA-Fragmente wurden gereinigt, im Agarosegel
iiberpriift und einem Restriktionsverdau unterzogen (Kap. 2. 2. 3.), um sie nach

Extraktion aus einem Agarosegel (Kap. 2. 2. 4.) fiir die Klonierung einzusetzen.
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2. 2. 3. Verdau doppelstringiger DNA mit Restriktionsendonukleasen

Doppelstringige DNA kann durch sogenannte Restriktionsendonukleasen in Fragmente
definierter Lange zerlegt werden (Restriktionsverdau), wobei am 5°- und am 3’-Ende
Basenabfolgen entstehen, deren Sequenzen durch die verwendeten Restriktionsenzyme
bestimmt werden. Fiir die verschiedenen Endonukleasen werden gemill den Angaben
des Herstellers diverse Inkubationspuffer (Restriktionspuffer) mit unterschiedlichen

Salzkonzentrationen und pH-Werten verwendet.

Analystischer DNA-Verdau zur Kontrolle nach Plasmidpriparation

Reaktionsansatz:
dsDNA (0,2 - 0,5 png) 1 ul
10x Inkubationspuffer 1 ul
Restriktionsendonukleasen (ca. 5 U) 1 ul
ddH,O ad 10 ul

Dieser Reaktionsansatz wurde 1 h bei 37 °C inkubiert, anschlieBend mit 1 pl

10x Probenpuffer versetzt und in einem 1%igem Agarosegel aufgetrennt (Kap. 2. 2. 4.).

Priaparativer DNA-Verdau

Reaktionsansatz:
dsDNA (5 - 10ug) 5-10pul
10x Inkubationspuffer Sul
Restriktionsendonukleasen (10 —-50U) 1 -5 ul
ddH,O ad 50 ul

Der Reaktionsansatz wurde 2 h in einem 37 °C-Wasserbad inkubiert. Anschliefend
wurden 5 pl aus dem Ansatz mit 1 pul 10x Probenpuffer versetzt und die Vollstandigkeit
des Verdaus in einem Agarosegel iiberpriift. War die DNA komplett verdaut, so wurden
5 ul 10x Probenpuffer zu den restlichen 45 pl des Ansatzes gegeben, und der komplette
Reaktionsansatz wurde in einem Agarosegel in 0,5x TAE-Puffer elektrophoretisch

aufgetrennt (Kap. 2. 2. 4.).
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2. 2. 4. Elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten im Agarosegel

Um Reaktionen wie die PCR und den Restriktionsverdau zu iiberpriifen, konnen DNA-
Fragmente gemil ihrer Gro3e elektrophoretisch in Agarosegelen aufgetrennt und nach
Gelfdrbung mit dem interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid (EtBr) unter
UV-Belichtung sichtbar gemacht werden. Bei Bedarf konnen die DNA-Fragmente aus
dem Gel zuriickgewonnen werden.

Agarose wurde in 1x TAE-Puffer aufgekocht und nach Abkiihlung mit EtBr versetzt
(1:100 einer 1%igen EtBr-Stammlésung). AnschlieBend wurde diese Losung als
Horizontalgel mit eingehdngtem Kamm in eine geschlossene Gelkammer gegossen und
bis zum Polymerisieren bei Raumtemperatur 30 min unter dem Abzug gelagert. Vor
dem Probenauftragen wurden diese mit DNA-Ladepuffer versetzt (Endkonzentration
1x). Als Laufpuffer diente 1x TAE-Puffer, und die Elektrophoresespannung betrug
5 V/em beziiglich des Abstandes der beiden Elektroden. Nach der Elektrophorese
wurden die Proben unter UV-Licht betrachtet. Als Kontrolle wurde ein DNA-
GroBenstandard aufgetragen, der die GroBen- und ungefihre Mengenbestimmung der

DNA-Fragmente ermdglichte.

2. 2. 5. Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen (Gelextraktion)

Nach Auftrennung iiber ein priparatives TAE-Agarosegel wurde das gewiinschte DNA-
Fragment aus dem EtBr-gefirbten Gel unter langwelliger UV-Bestrahlung (360 nm) mit
einem Skalpell ausgeschnitten, in ein tariertes Eppendorf-Reaktionsgefil} tiberfiihrt und
mit Hilfe des QIAquick Gelextraction Kits nach den Angaben des Herstellers isoliert.
Die DNA-Reinigung wurde durch Agarose-Gelelektrophorese (Kap. 2. 2. 4.) iiberpriift.

2. 2. 6. Ligation von PCR-Fragmenten

Die in den Vektor zu inserierende DNA und die Vektor-DNA wurden nach den oben

beschriebenen Methoden mit Restriktionsendonuklease verdaut (Kap. 2. 2. 3.) und

anschliefend durch Gelextraktion (Kap. 2. 2. 5.) gereinigt.
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2. 2. 7. Dephosphorylierung mit alkalischer Phosphatase

Das Enzym SAP (engl.: shrimp alkaline phosphatase) entfernt die 5’-Phosphatgruppen
von DNA-Enden. Die Dephosphorylierung verhindert die Ligation von DNA und kann
so z.B. die Rezirkularisierung des Vektors vermeiden.

Reaktionsansatz:

Restriktionsverdauter Vektor (0,1 pg/ul) 50 ul

10x SAP-Puffer 6 ul
SAP (1 U/ul) 1 ul
ddH,O ad 60 pl

Der Ansatz wurde 1 h bei 37 °C inkubiert und das Enzym danach bei 65 °C fiir 15 min

inaktiviert.

2. 2. 8. Verkniipfen von DNA-Fragmenten mit T4-DNA-Ligase

Die DNA-Ligase des Bakteriophagen T4 katalysiert die kovalente Verkniipfung von
3’-OH-Gruppen mit freien 5’-Phosphatgruppen zu Phosphodiesterbindungen.

Reaktionsansatz:
Vektor (0,1 pg/ul) 3ul
DNA-Insert (2 ng/ul) 14 ul
10x Ligationspuffer 2ul
T4-DNA-Ligase (5 U/ul) 1 ul

Die Ligationsreaktion wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Als
Ligationskontrolle diente linearisierter Vektor ohne Insert-DNA. Die Hilfte des
Ligationsansatzes wurde fiir die Transformation kompetenter Bakterien benutzt (Kap.

2.2.9)).

2. 2. 9. Herstellung und Transformation kompetenter E. coli

Bestimmte Bakterienstimme (z.B. E. coli XL1-Blue) werden durch Inkubation mit
geeigneten Chemikalien (z.B. Kalziumchlorid oder Dimethylsulfoxid) zur Aufnahme

von DNA beféhigt (Chung er al. 1989). Diese kompetenten Bakterien nehmen DNA

47



MATERIAL UND METHODEN

withrend Inkubation auf Eis auf. Zur Herstellung kompetenter Bakterien wurden 30 ml
SOB-Medium mit 600 ul einer Ubernachtkultur (UNK) von E. coli angeimpft und bis
zu einer ODgoonm von ungefidhr 0,5 bei 37 °C inkubiert. Die Bakterien wurden auf Eis
gekiihlt, fiir 10 min bei 4000 UpM, 4 °C, zentrifugiert und schlielich in 3 ml eiskaltem
TSS-Puffer (engl.: transformation and storage solution) resuspendiert. 50 pul kompetente
Bakterien wurden mit DNA versetzt und fiir 20 min auf Eis inkubiert. Danach wurde
der Transformationsansatz auf LB/Antibiotika-Platten ausplattiert und iiber Nacht bei
37 °C kultiviert. Die gewachsenen resistenten Kolonien wurden in Fliissigkultur

vermehrt und die Plasmid-DNA nach Standardmethoden isoliert und analysiert.

2. 2. 10. Plasmid-DNA-Isolierung

Die Plasmid-DNA Priparation beruht auf dem Prinzip der alkalischen Lyse von
Bakterien (Birnboim und Doly 1979) und der Adsorption von DNA an eine Silikamatrix
(fiir Isolierungen in kleinerem Mafstab mittels QIAprep 8-Plasmid Kit) oder an
Anionenaustauschersdulen (fiir Isolierungen in grolerem Malistab mit dem QIAgen
High-Speed-Maxi-Plasmid Kit) in Anwesenheit hoher Salzkonzentrationen (Vogelstein
und Gillespie 1979). Fiir die Isolierung wurden 1,5 ml bzw. 200 ml einer E. coli XL1-
Blue UNK verwendet. Die Isolierung und Reinigung der DNA erfolgte nach Angaben
des Herstellers. Die isolierte DNA wurden in ddH,O gelést und die DNA-Menge
photometrisch als OD bei 260 nm bestimmt.

2. 2. 11. Enzymatische Sequenzierung von DNA

Die Methode beruht auf der enzymatischen Synthese von DNA und Kettenabbruch
durch Dideoxynukleotide (ddNTP) in vitro (Sanger et al. 1977). Dazu wurde das ABI
Prism® Sequencing Kit verwendet. Ausgangspunkt fiir die enzymatische Synthese der
DNA entlang eines als Matrize dienenden DNA-Einzelstranges ist ein Primer, der zu
einem bestimmten Teil der Matrize komplementér ist und mit diesem hybridisieren
kann. Die AmpliTag-DNA-Polymerase FS katalysiert in Gegenwart aller vier
Deoxynukleosidtriphosphate (dNTPs) und der vier unterschiedlichen, fluoreszenz-
markierten ddNTPs die Polymerisation der zur Matrize komplementdren Sequenz.
Wihrend der Synthesereaktion, die in mehreren Zyklen ablduft, kommt es durch Einbau

der ddNTPs zu statistisch verteilten Abbriichen der Kettenpolymerisation, da die
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ddNTPs nicht die notwendige 3’-OH-Gruppe fiir die 5°-3’-Phosphodiesterbindung
besitzen. Da die vier ddNTPs mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert
sind, kann in diesem System die Sequenzierungsreaktion in einem einzigen
Reaktionsgefily durchgefiihrt werden.

Nach der Sequenzierungsreaktion wurden die DNA-Fragmente durch Ethanolfidllung
von nichteingebauten, fluoreszenzmarkierten ddNTPs gereinigt und dann in einem
Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Die Fluoreszenz wurde mit Hilfe eines

Lasers detektiert und die DNA-Sequenz iiber eine spezielle Software ausgewertet.

Sequenzierungsreaktion (ABI Prism® Sequencing Reaction Kit)

Reaktionsansatz:
Pramix 4 ul
- A-, C-, G-, T-Dye Terminator
- dITP, dATP, dCTP, dTTP
- Tris-HCI (pH 9.0), MgCl,
- Hitzestabile Pyrophosphate
- AmpliTag-DNA-Polymerase FS
dsDNA 100 ng
Primer 7.5 pmol
ddH,O ad 20 ul
Zyklusparameter:
Denaturierung vor dem ersten Zyklus 96 °C 5 min
25x  Denaturierung 96 °C 15 sec
Primeranlagerung 50 °C 15 sec
DNA-Synthese 60 °C 4 min
4°C

Reinigung der DNA-Fragmente (Ethanolfillung)

Die 20 pl Sequenzierungsansatz wurden mit 2 ul 3 M Natriumacetatlosung pH 4.6 — 5.2
und 50 pl Ethanol versetzt und anschlieBend 10 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Danach wurde die DNA durch Zentrifugation bei 13000 UpM fiir 30 min pelletiert.
Anschlieend wurde das DNA-Pellet mit 300 ul 70%igem Ethanol gewaschen, bei

Raumtemperatur getrocknet und auf das Gel aufgetragen.
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2. 3. Immunologische Methoden

2. 3. 1. Immunoblot (Western-Blot)

Zum direkten Nachweis von Proteinen in transfizierten Zellen sowie in retroviralen
Pseudotypen wurde eine Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-
PAGE) mit darauf folgendem Immunoblot (Western-Blot) durchgefiihrt.

Zelllyse

Die Zellen wurden auf Eis zweimal mit PBS™ gewaschen und mit einem Zellschaber in
500 pl eiskalte PBS®-Losung geschabt. Die bei 2000 UpM fiir 5 min und 4 °C
pelletierten Zellen wurden dann in 80 — 100 ul 4x SDS-Probenpuffer unter Zusatz von
B-Mercaptoethanol resuspendiert. Nach einer Ultraschallbehandlung bei 400 Watt fiir
3x 30 sec mittels des Sonifiers 450 (Branson, Danbury, USA) wurden die Proben fiir
5 min bei 97 °C aufgekocht und unldsliche Aggregate fiir weitere 5 min bei 13000 UpM

abzentrifugiert.

SDS-PAGE

Mittels SDS-PAGE lassen sich Proteine unter denaturierenden Bedingungen
hauptsidchlich auf Grund ihrer Masse in Polyacrylamidgelen -elektrophoretisch
auftrennen. Das Proteingemisch wird zunédchst unter Zusatz von SDS (engl.: sodium
dodecyl sulfate) gelost, einem Detergenz, das die Hydrathiille und damit fast alle
nichtkovalenten Wechselwirkungen in nativen Proteinen zerstort und sich {iiber
hydrophobe Wechselwirkungen an das Protein anlagert. Zur Reduktion von
Disulfidbriickenbindungen wurde f-Mercaptoethanol zugesetzt.

Im Gel konnen die Proteine durch Silberfarbung, Firbung mit dem Farbstoff
Coomassie-Blue oder bei radioaktiv markierten Proteinen durch Auflegen eines
Rontgenfilms nachgewiesen werden. Weiterhin konnen die Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran iibertragen werden, wo sie durch Antikdrper nachgewiesen
werden konnen, und zwar durch streptavidingekoppelte Peroxidase mit anschlieBender

Detektion der Chemolumineszenz.
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Material:

10%ige Trenngellosung (fiir 2 Gele): 3,75%ige Sammelgellosung (fiir 2 Gele):
ddH,O 3,0 ml ddH,O 3,4 ml
1,5 M Tris (pH 8.8) 3,0 ml 0,5 M Tris (pH 6.8) 0,6 ml
30% Acrylamid 3,0ml 30% Acrylamid 0,6 ml
10% SDS 90 ul 10% SDS 50 pl
TEMED 14 pl TEMED 10 pl
10% APS 40 pl 10% APS 40 pl

Auftragen der Proben und Elektrophorese:

Die Elektrophorese wurde in Keutz-Miniprotein-Gelkammern (Keutz, Reiskirchen, D)
durchgefiihrt. Das Gel wurde in die Apparatur eingebaut und die Pufferkammern mit
1x SDS-PAGE-Laufpuffer gefiillt. Die Proben wurden vor dem Auftragen in die
Taschen des Sammelgels noch einmal 5 min aufgekocht und anschlieBend kurz
abzentrifugiert.

Elektrophoresebedingungen: 60 min, 150 V.

Elektroblotting

Nach Auftrennung in einem SDS-Polyacrylamidgel konnen Proteine aus dem Gel
elektrophoretisch auf Nitrozellulosemembranen (NC-Membranen) iibertragen werden
(Kyhse-Anderson 1984). Die durch SDS bei pH > 7 negativ geladenen Proteine
wandern im elektrischen Feld aus dem Gel in Richtung Anode und bleiben dabei

irreversibel auf der NC-Membran haften.

Aufbau des Blots:
Anode

6 Filterpapiere (getrinkt mit Anodenpuffer I)

3 Filterpapiere (getrankt mit Anodenpuffer II)

NC-Membran (getrinkt mit ddH,O)

Polyacrylamidgel

Filterpapiere (getrinkt mit Kathodenpuffer)
Kathode
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Die Filterpapiere und die NC-Membran (Porengrée 0,45 pm) wurden zu einer Grof3e
von 9 cm x 6 cm geschnitten, mit den entsprechenden Puffern oder ddH,O getrinkt und
anschliefend luftblasenfrei aufeinander gelegt.

Die Stromstédrke (I), die an die Kohleplatten (Anode/Kathode) der Blotkammer (Keutz,
Reiskirchen, D) angelegt wurde, errechnete sich aus der Fliche des Gels (0,8 mA/cm?,

also 9 cm x 6 cm x 0,8 mA/cm? = 43,2 mA). Die Proben wurden fiir 1 h transferiert.

Nachweis von Proteinen auf NC-Membranen

Die auf der NC-Membran gebundenen Proteine wurden indirekt durch Antikorper gegen
das Protein nachgewiesen. Bei biotinylierten Proteinen (Kap. 2. 3. 2) erfolgt der
Nachweis durch einen Streptavidin-Peroxidase-Komplex, wobei das Streptavidin mit
hoher Affinitdt an das Biotin bindet und die Peroxidase eine Substratentwicklung mit
ECL (engl.: enhanced chemiluminescence) erméglicht.

Die NC-Membran wurde nach dem Blot fiir 30 min bei Raumtemperatur mit 3% BSA
in PBS*'/0,1%Tween abgesiittigt und anschlieBend dreimal kurz mit PBS*"/0,1%Tween
gewaschen. Danach wurde der Blot 1 h mit dem ersten Antikorper (spezifisch fiir das
nachzuweisende Protein) in PBSdef/O,l%Tween bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
dreimaligem kurzen Spiilen mit PBS*"/0,1%Tween wurde dreimal fiir 10 min bei
Raumtemperatur mit PBS*'/0,1% Tween gewaschen. Der zweite Antikorper (spezifisch
fiir den F.-Teil des ersten Antikorpers und mit Peroxidase gekoppelt) wurde ebenfalls
fir 1 h bei Raumtemperatur in einer PBSdef/O,l%Tween Losung inkubiert. Auch
hiernach wurde der Blot wie nach der Inkubation mit dem ersten Antikorper gewaschen,
bevor der Blot entwickelt wurde. Der Nachweis der biotinylierten Proben verlief wie bei
dem oben beschriebenen Verfahren. Allerdings bedurfte es in diesem Fall keiner
Inkubation mit einem zweiten Antikorper, da die Peroxidase bereits an das Streptavidin
gekoppelt war. Die Peroxidase konnte iiber ECL nachgewiesen werden. Hierzu wurde
das ECL-Super-Signal Kit oder das ECL-Super-Signal-Ultra Kit verwendet. Die
resultierende Lichtemission wurde durch Auflegen eines BIOMAX® MR Réntgenfilms
detektiert.

Ein GroBenstandard, der neben den Proben auf das Gel aufgetragen wurde ermoglichte

die Abschitzung der Molekulargewichte der einzelnen Proteine.
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Entfernen der Antikorper von der Nitrozellulose (Stripping)
Die an die Proteine auf der NC-Membran gebundenen Antikorper konnen abgeldst und
weggewaschen werden, sodass die Proteine ein weiteres Mal mit anderen spezifischen

Antikorpern nachgewiesen werden konnen.

Ablosepuffer:

1 M Tris/HCI (pH 6.7) 2 ml
SDS (20%) 3,2 ml
-Mercaptoethanol 222 ul
ddH,O 26,6 ml

Die NC-Membran wurde 30 min bei 50 °C inkubiert, dreimal kurz mit
PBSdef/O,l%Tween gewaschen und fiir mindestens 30 min mit 3% BSA in
PBS®*'/0,1%Tween abgesiittigt. Danach konnten die Proteine, wie oben beschrieben

nachgewiesen werden.
2. 3. 2. Immunprizipitation

Das Prinzip der Immunprézipitation beruht darauf, dass aus einem Proteingemisch
Proteine durch spezifische Antikorper gefillt werden konnen. An den F.-Teil der
Antikorper bindet das bakterielle Protein-A, das seinerseits an ein Trigermaterial
(Sepharose) gebunden ist. Der Komplex aus Protein, Antikorper, Protein-A und
Sepharose ldsst sich durch Zentrifugation leicht pelletieren. Zur Prizipitation von
monoklonalen Maus-Antikérpern muss, abhidngig vom IgG-Subtyp, eine Fillung

eventuell mit Protein-G-Sepharose durchgefiihrt werden.

Zelllyse fiir die Immunprizipitation

Alle nachfolgend beschriebenen Arbeitsschritte wurden auf Eis durchgefiihrt. Zellen in
6cm-Schalen wurden fiir 15 min auf Eis vorinkubiert, das Medium wurde abgenommen,
und die Zellen wurden dreimal mit eiskaltem PBS™ gewaschen. Beim letzten
Waschschritt wurde besonders darauf geachtet, dass das PBS™ vollstindig
abgenommen wurde. Danach wurden die Zellen pro 6¢cm-Schale mit 500 ul RIPA- oder
ColP-Puffer fiir 10 min lysiert. Das Zelllysat wurde abgekratzt und in einem
Reaktionsgefdl dreimal 10 sec im Eisbad mit Ultraschall behandelt. Durch 60miniitige
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Zentrifugation bei 4 °C und 13000 UpM wurden unlésliche Bestandteile pelletiert. Die
gewiinschten Proteine konnten dann iiber Nacht aus dem Uberstand (US) mit Hilfe einer

Immunprézipitation gefillt werden.

Immunoprazipitation nach Zelllyse

500 pl des Zelllysates wurden mit spezifischem Antikorper und 30 upl Protein-A-
Sepharose iiber Nacht bei 4 °C auf einem Rotator (Keutz, Reiskirchen, D) inkubiert.
Der Protein/Sepharose-Komplex wurde bei 13000 UpM pelletiert und der US
abgesaugt. Das Pellet wurde mit 500 pl eiskaltem RIPA- oder ColP-Puffer gewaschen
und kurz gemischt. Nach erneutem Zentrifugieren wurde dieser Waschschritt dreimal
wiederholt. Das Pellet wurde dann mit 100 mM Tris (pH 7.5) gewaschen und
anschlieBend mit 10 pl 4x Probenpuffer mit B-Mercaptoethanol fiir 5 min bei 97 °C
aufgekocht. Nachdem unlosliche Aggregate bei 13000 UpM abzentrifugiert waren,
wurden die Proben in einer SDS-PAGE aufgetrennt.

Oberflichenbiotinylierung

Mit Sulfo-NHS-Biotin konnen Proteine, die sich auf der Oberfliche von Zellen
befinden, selektiv markiert werden. Dabei reagieren primédre Amine der Proteine in
einer nukleophilen Reaktion mit dem N-Hydroxysulfosuccinimid-(NHS)-Ester unter
Abspaltung von NHS. Das Biotin wiederum bindet nicht kovalent, aber mit hoher
Affinitédt Streptavidin und kann somit leicht detektiert oder geféllt werden.

Nach der Markierung werden die Zellen lysiert und das gesuchte Protein entweder mit
einem spezifischen Antikorper immunprizipitiert und mit Streptavidin-Peroxidase im
Western-Blot nachgewiesen, oder biotinylierte Proteine werden mit Streptavidin-
Sepharose gefillt und dann wie unter Kap. 2. 3. 1. beschrieben im Immunoblot
detektiert. Die Fiéllung mit Streptavidin-Sepharose wurde mit 100 ul Streptavidin-
Sepharose durchgefiihrt.

Um jeglichen =zelluliren Transport zu unterbinden, miissen alle Schritte der
Oberflachenbiotinylierung auf Eis stattfinden. Nachdem das Medium von den Zellen
entfernt wurde und die Zellen dreimal mit eiskaltem PBS™" gewaschen waren, wurde
jede 6cm-Schale zweimal 15 min mit 2 ml einer Biotinldsung (1 mg Sulfo-NHS-Biotin
frisch in 1 ml PBS™ gelost) bei 0 °C behandelt. Danach wurde das iiberschiissige Biotin
durch Waschen mit einer Glyzinlésung (0,1 M Glyzin in PBS™) gebunden. Dann

wurden die Zellen wie oben beschrieben lysiert, und die Prézipitation der Proteine
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wurde mit spezifischen Antikdrpern oder mit Streptavidin-Sepharose wie oben

dargestellt durchgefiihrt.

2. 4. Zellkultur-Technik

Zur Expression von Fremdproteinen mittels Expressionsvektoren wurden folgende
Saugertierzellen verwendet: 293-, CHO-, ®NXgp-, SRD-12B- und Vero-Zellen. Die
Zellen wurden in 75cm3-Zellkulturflaschen geziichtet: fiir CHO-, SRD-12-B- und Vero-
Zellen Flaschen der Firma Greiner, wohingegen fiir 293- und ®NXgp-Zellen Flaschen
der Firma Corning verwendet wurden. Das unterschiedliche Wachstumsverhalten der
einzelnen Zellen in verschiedenen Zellkulturflaschen wurde empirisch bestimmt. Die
Zellziichtungen wurden in Brutschrinken bei 5%-CO,-Begasung bei einer konstanten
Temperatur von 37 °C durchgefiihrt. Des Weiteren wurden samtliche Arbeiten mit den
Zellkulturen unter sterilen Bedingungen an einer Sicherheitswerkbank ausgefiihrt, um

Kontaminationen mit Mikroorganismen zu vermeiden.

2. 4. 1. Passagieren der Zelllinien

Als Kulturmedium wurde fiir 293-, ®NXgp- und Vero-Zellen D-MEM mit 10% FCS
verwendet, wohingegen CHO- und SRD-12B-Zellen in D-MEM/F-12 mit 10% FCS
passagiert wurden. Der konfluente Zellrasen einer 75cm3-Zellkulturflasche wurde mit
10 ml PBS*' gewaschen und anschlieBend mit 1 ml einer Trypsin/EDTA-LOsung
behandelt, wodurch sich die Zellen vom Plastikboden der Flasche ablosten. Die
abgelosten Zellen wurden in 9 ml Medium resuspendiert und auf eine neue
Kulturflasche verteilt (1/20). Innerhalb von drei bis sieben Tagen nach dem Umsetzen
wuchsen die Zellen zu einer Einzellschicht (Monolayer) zusammen, woraufhin sie

wieder abgeldst und in neue Gefil3e tiberfithrt wurden.

2. 4. 2. Herstellung des Mediums fiir SRD-12B-Zellen

Da es sich bei den SRD-12B-Zellen um eine SKI-1/S1P-defiziente Zelllinie handelt und
SKI-1/S1P eine wichtige Rolle bei der Cholesterinbiosynthese spielt, muss dem
Medium dieser Zellen 5 pg/ul Cholesterin (Stammlosung: 2 mg/ml Ethanol), 1 mM

Natriummevalonat und 20 uM Natriumoleat zugesetzt werden. Fiir Natriummevalonat
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und Natriumoleat wurde jeweils wie folgt eine Stammlosung erzeugt, die steril filtriert
und aliquotiert bei -20 °C aufgewahrt wurde. Mevalonat-Lacton wurde in einer
Konzentration von 1 M in 10 mM KH,PO,-Puffer (pH 4.5) gelost (1 g in 7,7 ml). Zur
Herstellung von Natriumoleat Stammlosung (10 mM Na-Oleat in 12% BSA, 150 mM
NaCl) ist zundchst die Herstellung einer 24%igen (w/v) BSA-Losung in 150 mM
(pH 7,4) erforderlich. Hierzu wurden 12 g BSA in 2 g Portionen iiber 5 h und unter
standigem Riihren zu 35 ml einer 150 mM NaCl-Losung gegeben. Anschliefend wurde
der pH mit 5 N NaOH auf 7.5 eingestellt und die Losung auf 50 ml aufgefiillt. Diese
Losung kann bei -20 °C gelagert werden. Parallel dazu wurden 76 mg Natriumoleat
(304 g/mol) und 10 ml 150 mM NaCl fiir 5 min unter Rithren in einem Glas-
Erlenmayerkolben auf 60 °C erhitzt. Zu der noch warmen Losung wurden 12,5 ml 24%
BSA gegeben und nach vollstindigem Losen des Oleats das Volumen auf 25 ml

eingestellt.

2. 4. 3. Transfektion von Zellen mit Lipofectamin® 2000

Lipofectamin® 2000 ist eine Liposomenmischung aus kationischen Phospholipiden.
Nach Zugabe von DNA bilden sich spontan Lipid-DNA-Komplexe aus, die von der
Zelle aufgenommen werden konnen. In der Zelle kommt es dann zur Expression der
transfizierten DNA.

Transfektionsansatz fiir eine 6cm-Zellkulturschale (fiir andere Schalengréfen wurden

die unten angegebenen Menge entsprechend modifiziert):

A: 500 ul OptiMEM B: 500 ul OpitMEM
20 ul Lipofectamin® 2000 8 ng DNA

Die Losungen A und B wurden jeweils 5 min einzeln bei Raumtemperatur inkubiert,
bevor A und B vereinigt, kurz gemischt und fiir 20 min bei Raumtemperatur inkubiert
wurden. Das Transfektionsmedium wurde zusammen mit 3,5 ml Medium (inklusive
FCS, ohne Antibiotika) auf die Zellen gegeben. Nach 4 — 6 h wurde das Medium

gewechselt und nach weiteren 16 — 48 h konnte die Expression analysiert werden.

56



MATERIAL UND METHODEN

2. 5. Rekombinanter Zell-Zellfusionsassay (RZZFA)

In diesem Assay wurde die Lassa-Virus GP-induzierte Zell-Zellfusion in vitro
untersucht. Der Assay beruht darauf, dass zwei Zellpopulationen fusionieren konnen,
von denen eine Lassa-Virus GP exprimiert, wohingegen die andere funktionelle Lassa-
Virusrezeptoren exprimieren muss. Wenn durch eine Anderung des pH-Wertes im
umgebenden Zellmedium die GP-Konformation derart gedndert wird, dass dieses
fusionskompetent wird, konnen benachbarte Membranen fusionieren (hier die
Membranen der beiden Zellpopulationen). Die Fusion wird quantifiziert, indem die
Expression des [-gal-Reportergens (unter HIV-1 LTR-Expressionskontrolle,
Expressionsvektror pJK2) in einer der beiden Zellpopulationen spezifisch durch das
HIV-1 Transaktivator-Protein Tat aus der anderen Zellpopulation ausgelost wird, und
zwar durch Bindung von Tat an LTR. Das Transaktivierungsprinzip eines Reportergens
zur Messung der Zell-Zellfusion wurde erstmals 1995 von Nussbaum ef al. beschrieben
und abgewandelt im nachfolgend beschriebenen Verfahren angewandt. Das Prinzip des

Assays ist in Abb. 9 dargestellt.

Zell-Zellfusion nach pH-Shift
293-Zellen 293-Zellen

s @ 2
9, \
o]

Vero-m

C

Vero-Zelle ‘ °
Transfektio ) ® 0®
Im r %o
0 0®
' Lassa-Virus GP ® HIV-1 LTR-B-Gal _J HIV-1 Tat Ed oDG

Abb. 9: Prinzip des RZZFA. Zwei Zellpopulationen, von denen eine mit Lassa-Virus GP und dem
HIV-1 LTR-induzierbaren Reportergen B-gal transfiziert wurde und die andere mit dem HIV-1 LTR-
Aktivatorprotein HIV-1 Tat, wurden im Verhiltnis 1:1 gemischt und anschlieBend einem pH-Shift
unterzogen. Bei erfolgter Zellfusion konnte Tat an den LTR binden, und somit die Expression von -gal
induzieren. Gemessen wurde die Zellfusion kolorimetrisch nach der Lyse fusionierter Zellen.
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Vero- und 293-Zellen wurden in 6well-Platten ausgesidt, so dass die Boden der
einzelnen Wells am Tag des Versuches ca. 95% konfluent bewachsen waren. Beide
Zellpopulationen wurden dann mittels Lipofectamin® 2000 transfiziert (2. 4. 3.) und
zwar mit 4 ug DNA pro Well. Die Vero-Zellen wurden mit 2 ug pJK2 und 2 pg viralem
Glykoprotein (Influenza-Virus HA, Lassa-, LCM- oder Junin-Virus GP) kotransfiziert,
wohingegen die 293-Zellen mit 4 pg pL3tat transfiziert wurden. 4 h nach der
Transfektion wurden die Zellen gewaschen, mit 200 ul Trypsin-EDTA pro Well
inkubiert und anschlieBend in 2 ml D-MEM/10%FCS resuspendiert. Dann wurde der
Inhalt je eines Wells Vero-Zellen mit dem eines Wells 293-Zellen gemischt und
schiittelnd 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Je 1 ml dieser Suspension wurde dann
auf insgesamt vier Wells einer 12well-Platte verteilt und iiber Nacht inkubiert.

Am nichsten Tag wurden die Zellmischungen gewaschen und 15 min bei 37 °C mit
vorgewdrmtem Fusionsmedium unterschiedlicher pH-Werte inkubiert. Beim
Fusionsmedium handelte es sich um RPMI-1640 mit 2% FCS, welches durch
tropfenweise Zugabe einer sterilen 1 M Citratlosung auf unterschiedliche pH-Werte
(pH 7.0 bis pH 3.0) eingestellt wurde. Nach diesem sogenannten pH-Shift wurde das
Fusionsmedium entfernt, die Zellen wurden zweimal mit PBS™ gewaschen und dann
iiber Nacht mit D-MEM/10%FCS inkubiert (um die bei erfolgter Fusion induzierte
B-gal-Expression zu ermoglichen). 24 h nach dem pH-Shift wurden die Zellen einmal
mit PBS™ gewaschen und anschlieBend mit 100 pl pro Well B-gal-Reportergen
Lysepuffer inkubiert. Die Lyse wurde fiir 10 min bei Raumtemperatur durchgefiihrt,
wonach der Puffer mit den Zellresten in Eppendorff Reaktionsgefif3e iiberfiihrt wurde.
Durch zweiminiitige Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit in einer Haereus®
Biofuge® (Kendro, Hanau, D) konnte ein klarer US vom Zelltriimmer-Pellet abgetrennt
werden. 50 pl des US wurden schlieBlich in einer Flachboden-ELISA-Platte mit 50 pl
einer | mM CPRG-Losung gemischt und fiir 15 — 30 min bei 37 °C inkubiert bis ein
Farbumschlagen von gelb nach rot zu beobachten war. Zum Quantifizieren der pB-gal-
Aktivitdt wurde die Extinktion der US abschlieBend bei 570 nm in einem ELISA-

Platten-Lesegerit (Dynatech, Denkendorff, D) gemessen.

2. 6. Pseudotypen-Infektiositiatsassay

In diesem Versuch wurde die Infektiositit von Lassa-Virus GP untersucht. Da Lassa-

Viren unter die hochste biologische Sicherheitsstufe BSL-4 fallen, wurde GP auf der
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Oberfliche von retroviralen Partikeln, sogenannten retroviralen Pseudotypen (rPT),
exprimiert, und mit diesen wurden Lassa-Virus-permissive Vero-Zellen anschliefend
infiziert (ein ,,Transduktion genannter Vorgang). Die Arbeiten mit den rPT konnten
dann unter BSL-2-Bedingungen durchgefiihrt werden, da diese replikationsdefizienten
Partikel nach erfolgter Transduktion keine neuen rPT produzierten.

Die Infektiositit konnte quantifiziert werden, da die GP-tragenden rPT die genetische
Information fiir das [-gal-Reportergen enthielten, welches bei erfolgreicher
Transduktion gemessen werden konnte. Das Funktionsprinzip der Pseudotypisierung

von retroviralen Partikeln mit Lassa-Virus GP ist in Abb. 10 schematisch dargestellt.

MLYV-gag-pol Aenv- Lassa-Virus GP- Retrovirales ¥- und Reportergen-
Expressionsplasmid Expressionsplasmid Expressionsplasmid
O e > > I >
o
ONXgp- -
Zellen Transfektion
] InE—)> \ "o
H [ :l \ o]
\ /' RNA

{:}J

' Lassa-Virus GP Infektion (Transduktion) mit : {
MLV-Lassa-Virus-GP-
. p-gal rPT-enthaltendem US
) MLV-Pol
() MLV-Gag /
Vero-Zellen P . .
B4 oDG

Abb. 10: Prinzip der Lassa-Virus GP-vermittelten Pseudotypsierung von retroviralen Partikeln.
ONXgp-Zellen, die stabil die gag- und pol-Gene des Murinen-Leukémie-Virus (MLV) exprimierten,
wurden mit Lassa-Virus GP und einer retroviralen Verpackungssignalsequenz (¥) mit downstream-
gelegenem B-gal-Reportergen kotransfiziert, woraufhin diese Zellen rPT produzierten und in den US
entlieBen. Diese rPT inkorporierten Lassa-Virus GP auf ihrer Oberfliche, was es ermdglichte sie nach
US-Reinigung fiir Infektionsexperimente (Transduktionen) von a-DG-exprimierenden Vero-Zellen zu
verwenden. Bei erfolgreicher Transduktion synthetisierten infizierte Zellen p-Gal, was kolorimetrisch
quantifiziert wurde.
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2. 6. 1. Pseudotypen-Herstellung

ONXgp-Zellen enthalten stabil ins Genom integriert die gag- und pol-Gene von MLV
(Murines-Leukidmie-Virus, Familie: Retroviridae, Unterfamilie: Onkoviren, Genus:
C-Typ Viren). Die gag-Gene kodieren fiir gruppenspezifische Antigene, wohingegen
die pol-Gene fiir die enzymatischen Aktivititen von MLV kodieren. Kotransfiziert man
ein Reportergen mit MLV-Verpackungssignalsequenz zusammen mit Lassa-Virus GP
in ®NXgp-Zellen, produzieren diese MLV-dhnliche Partikel (Pseudotypen), welche
Lassa-Virus GP auf ihrer Oberfldche tragen. Das Prinzip der hier durchgefiihrten rPT-
Produktion beruht auf Arbeiten von Soneoka et al. und wurde 1995 beschrieben. In
Abwandlung des darin beschriebenen Protokolls mussten durch die Verwendung von
ONXgp-Zellen hier nur zwei Plasmide kotransfiziert werden, um rPT herzustellen,
ndmlich pAdApt-Lassa-Virus-GP und pCnBg.

ONXgp-Zellen wurden so in 10cm-Zellkulturschalen ausgesit, dass die Schalenboden
am Versuchstag zu 95% konfluent bewachsen waren. Die Zellen wurden dann mittels
Lipofectamin® 2000 (Kap. 2. 4. 3.) mit 12 pug pCnBg und 12 pg pAdApt-Lassa-
Virus-GP (Wildtyp oder FPS-Mutanten) kotransfiziert. Als Negativkontrolle wurde
anstelle von pAdapt-Lassa-Virus-GP der pAdApt-Leervektor kotransfiziert. 4 h nach
der Kotransfektion wurden die Zellen zweimal mit PBS™ gewaschen, anschlieBend mit
10 ml D-MEM/3%FCS iiberschichtet und schlieflich fiir 72 h bei 37 °C inkubiert.
Wihrend dieser dreitdgigen Inkubationsphase entlieBen solchermafen kotransfizierte
ONXgp-Zellen rPT-Partikel in den US.

Zur Uberpriifung der Transfektionseffizienz wurden die Schalen mit den ®NXgp-Zellen
fiir 5 min bei Raumtemperatur mit 0.5%Gluthardialdehyd-PBS**(v/v) fixiert und nach
Waschen mit PBS™ fiir 10 min bei 37°C mit X-Gal-Firbelosung inkubiert. Nach
Wegwaschen der Firbelosung mit PBS™ wurden die Zellen unter dem Lichtmikroskop

betrachtet und die eventuelle Blaufidrbung positiv transfizierter Zellen dokumentiert.

2. 6. 2. Pseudotypen-Titration

Nach dreitigiger rPT-Produktion wurden die US der transfizierten ®NXgp-Zellen
abgenommen, 5 min bei 1000 rpm zentrifugiert und durch ein 0,2 um-Filter filtriert, um
eventuell verbliebene Zelltriimmer zu entfernen. Dann wurden 50 pl dieser US direkt

mit 15 pl 4x SDS-PAGE-Probenpuffer gemischt und in zwei Ansétzen zu jeweils 20 pl
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einer SDS-PAGE mit anschlieBendem Western-Blot unterzogen. Ein Ansatz wurde
dabei auf Lassa-Virus GP-Expression getestet, wohingegen der zweite gegen das MLV-
Capsidprotein p30 gefirbt wurde. Anhand der Bandenintensitit von p30 wurden die US
gegen Lassa-Virus Wildtyp-GP-rPT titriert und entsprechend in D-MEM verdiinnt fiir
die Infektions- bzw. Transduktionsexperimente eingesetzt. Die Auswertung der p30-
Bandenintensititen erfolgte mit der TINA2.09-Software von Raytest-Isotopen-

messgerite (Straubenhardt, D).

2. 6. 3. Pseudotypen-Transduktion

Da das Virus (bzw. der rPT) zur Oberfliche der Zellen diffundieren und adsorbieren
muss, um die Transduktion auszulosen, muss die elektrostatische Abstoung
iiberwunden werden, die durch die negative Ladung der Zelloberfliche und die
abstoBenden, sterischen, entropischen Krifte erzeugt wird. Geladene Polymere, wie z.B.
das kationische Hexadimethrinbromid (Polybrene), konnen diesen Prozess durch
Ladungsabschirmung beeinflussen, wobei Polybrene die elektrostatische Abstoung
verringert, indem es die Zelloberflichenladung neutralisiert. So wurde durch Zugabe
von 8 pug/ml Polybrene zu NIH-3T3-Zellen (Maus-Fibroblasten-Zelllinie) die
Zelloberflachenladung um 61,4% verringert (Davis et al. 2004). Zusitzlich erhohte
diese Polybrene-Konzentration zehnfach die (rezeptor- und hiillproteinunabhéngige)
Virusadsorption (Davis et al. 2002). Daher wurden die rPT-Transduktionsexperimente
sowohl in Gegenwart von 8 pg/ml Polybrene als auch ohne Polybrene durchgefiihrt.

Die gemiB der p30-Intensititen titrierten rPT-enthaltenden US wurden auf 1 ml mit
D-MEM aufgefiillt (ggf. inkl. 8 ug/ml Polybrene, hier: 8 ul einer Stammlésung mit
1 mg/ml Polybrene) und zu 95% konfluenten Vero-Zellen in 12well-Platten gegeben,
welche dann sofort 1 h bei Raumtemperatur in einer ELISA-Platten-Zentrifuge (Hettich,
Tuttlingen, D; Model: Rotanta 460R) zentrifugiert wurden. AnschlieBend wurden die
Zellen einmal mit PBS*™ gewaschen, mit D-MEM/3%FCS iiberschichtet und fiir 2 d bei
37 °C inkubiert. Bei den Inhibitionsexperimenten mit NH4Cl wurde nach der Infektion
und vor der D-MEM/3%FCS-Zugabe 1 ml einer 50 mM NH4CI-Losung zu den Zellen
gegeben und 4 h bei 37 °C inkubiert. Nach dem Entfernen der NH4Cl-Losung wurden
die Zellen zweimal mit PBS™ gewaschen, mit D-MEM/3%FCS-Medium versetzt und
2 d bei 37 °C inkubiert. Die Quantifizierung der Transduktion erfolgte wie fiir den Zell-

Zellfusionsassay beschrieben (Kap. 2. 5.), ndmlich durch Bestimmung der [-gal-
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Reportergenaktivitit in Lysaten von Vero-Zellen, die wie oben beschrieben mit rPT

infiziert wurden.

2. 7. Inhibitionsstudien

Drei synthetische Peptide (Analoga folgender Lassa-Virus GP-2-Dominen: N-FPS,
I-FPS und CPI-Helix) sowie Seren von Lassafieberpatienten wurden auf deren
inhibitorische Wirkung im RZZFA und im rPT-Assay getestet. Im RZZFA wurden die
Peptide und die Seren sowohl im sauren Medium wéhrend des pH-Shifts als auch im
normalen Medium bis 24 h nach dem pH-Shift appliziert. Im rPT-Assay wurden die
Hemmstudien wie in Kapitel 2. 6. 3. fiir die NH;Cl-Hemmung beschrieben
durchgefiihrt, jedoch mit dem Zusatz, dass die Peptide und Seren zusitzlich 1 h vor der
Infektion im Zellmedium inkubiert wurden.

Die Seren wurden dazu jeweils 1:20 verdiinnt, und die Peptide wurden in verschiedenen
nano- und mikromolaren Konzentrationen zugegeben (sieche Ergebnissteil, Kap. 3. 8.).
In den Negativkontrollen der Peptid-Inhibitionen wurde anstelle der Peptide die

entsprechende Menge DMSO zu den einzelnen Ansitzen zugegeben.

2. 8. Hydrophobizititsanalyse des Lassa-Virus GP-2-N-Terminus

Der ,,Wimley-White-Hydrophobizitits-Index” (WWHI) wurde mittels des Programms
,Membrane Protein Explorer vom Stephen White Labor (UC Irvine, USA) berechnet
(http://blanco.biomol.uci.edu/mpex/). Die Einstellung der ,.interfacial hydrophobicity*
wurde gewidhlt, welche Segmente berechnet, die bevorzugt in die
Membrandoppelschicht integrieren. Dabei wurden den einzelnen AS experimentell
bestimmte freie Transferenergiewerte zugeteilt, die deren Hydrophobizitit
widerspiegeln. Mit diesen Werten wurde dann die Gesamthydrophobizitit der
untersuchten AS-Sequenzen errechnet. Die Fenstergrofle, die verwandt wurde, betrug
neunzehn AS-Reste (Jaysinghe et al. 2006).

Neben dem  Lassa-Virus  GP-2-N-Terminus wurde eine  entsprechende
Hydrophobizititsanalyse auch mit den N-Termini der Fusionsproteine folgender Viren
durchgefiihrt: LCM-, Mopeia-, Junin-, Tacaribe-, Machupo-, Influenza-, HI- und Ebola-

Virus.

62



ERGEBNISSE

3. ERGEBNISSE

3. 1. Lassa-Virus GP-induzierte Zell-Zellfusion nach Ansiduerungspuls

Die Membranfusion von umhiillten Viren kann in rekombinanten Zell-Zellfusionsassays
(RZZFA) simuliert werden. Die Fusion von Kokulturen zweier Zellpopulationen, von
denen eine das virale Hiillprotein und die andere den Virusrezeptor exprimieren, wurde
durch die spezifische Transaktivierung des -gal-Reportergens bestimmt (Nussbaum et

al. 1995).
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Abb. 11A: RZZFA mit Lassa-, LCM-, Junin- und Influenza-Virus Glykoproteinen. Vero- und 293-
Zellen wurden wie oben beschrieben im RZZFA eingesetzt und mit unterschiedlichen viralen
Glykoproteinen kotransfiziert (Lassa-Virus GP, LCMV GP, Junin-Virus GP oder Influenza-Virus HA).
Als Negativkontrollen wurden statt der Glykoproteine entweder Lassa-Virus NP oder Leervektor
kotransfiziert. 24 h nach einem pH-Shift zu den auf der Abszisse angegebenen Werten wurden die
Fusionsraten der einzelnen Ansitze als Reportergenaktivitiit (gemessen als Extinktion bei 570 nm) wie im
Text beschrieben bestimmt. Gezeigt ist das Ergebnis einer Versuchsreihe mit Standardabweichung von
drei unabhingigen Versuchsansitzen, die jeweils in Dreifachansitzen durchgefiihrt wurden.

Influenza-Virus HA wurde als Positivkontrolle verwendet, da bekannt war, dass HA
nach einem pH-Shift von pH 5.5 Zell-Zellfusion auslosen konnte (White er al. 1982).
Wie in Abb. 11A zu sehen ist, 16ste HA Zell-Zellfusion aus, wenn ein pH-Shift
zwischen 5.5 und 4.0 appliziert wurde. Ahnliches galt fiir das GP des Neuwelt-
Arenavirus Junin-Virus: hier konnte die Zell-Zellfusion beginnend bei pH 5.5 detektiert
werden, und bei pH 5.0 wurde der hochste Fusionswert des Junin-Virus GP gemessen.
Lassa-Virus GP dagegen induzierte Zell-Zellfusion erst ab pH-Werten unterhalb 4.5,
genau wie LCMV GP. Am stirksten war die beobachtete Lassa/LCM-Virus
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GP-induzierte Zell-Zellfusion bei pH 4.0. Als Negativkontrollen wurden sowohl Lassa-
Virus NP- als auch pAdApt-(Leervektor)-kotransfizierte Vero-Zellen im RZZFA
eingesetzt, was in beiden Féllen nicht zur Zell-Zellfusion fiihrte.

Das vorgestellte Testsystem des RZZFA zeigte somit, dass der Membranfusionsprozess
den umhiillte Viren zum Eintritt in ihre Zielzellen bendtigen, von den
oberfliachenstindigen Glykoproteinen bewerkstelligt wird — gezeigt hier fiir die
Glykoproteine von Lassa-, LCM-, Junin- und Influenza-Virus.

Um zu kontrollieren, dass gleiche Zellzahlen in den einzelnen Ansidtzen vorlagen,
wurde bei diesen nach der Lyse die Menge von -Aktin mittels Western-Blot-Analyse
bestimmt. Gleiche Bandenintensitit zeigte an, dass in allen Ansitzen gleiche Zellzahlen
vorhanden waren, was exemplarisch fiir eine Ansatzserie der Lassa-Virus GP-

transfizierten Zellen aus Abb. 11A dargestellt ist (Abb. 11B).

pH7.0 pH 6.0 pHS5.8 pHS5.5 pHS5.0 pH4.5 pH 4.0 pH3.5 pH 3.0

—Akln_, H-—-—--——

Abb. 11B: Zellzahlkontrolle im RZZFA. Zelllysate von Vero-293-Zellmischungen wurden einer SDS-
PAGE-Analyse mit anschlieBendem Western-Blot unterzogen, in dem spezifisch das Zytoskelettprotein
B-Aktin nachgewiesen wurde (Ladekontrolle). Rechts neben dem Blot sind die molaren Massen von zwei
Liangenmarker-Referenzproteinen in kDa angegeben.

3. 2. Reifespaltung von Lassa-Virus GP-C als Fusogenititsvoraussetzung

GP-C wird durch die zelluldre Protease SKI-1/S1P in die Untereinheiten GP-1 und
GP-2 gespalten (Lenz et al. 2001). Da SRD-Zellen SKI-1/S1P-defizient sind, konnte
mit diesen Zellen getestet werden, inwieweit die GP-C-Spaltung fiir die Fusion
erforderlich ist. SRD-Zellen sind gentechnisch verdnderte CHO-Zellen, denen das
SKI-1/S1P-Gen fehlt (Rawson ef al. 1999). Demzufolge wurde zunichst getestet, ob in
wildtypischen CHO-Zellen Zell-Zellfusion im oben vorgestellten Zell-Zellfusionsassay
gemessen werden konnte. Abb. 12A zeigt, dass Lassa-Virus GP-kotransfizierte
Wildtyp-CHO-Zellen nach einem pH-Shift von pH 4.0 Zell-Zellfusion zeigten. Die
Fusionsaktivitit von Wildtyp-CHO-Zellen wurde dann mit der von SRD-Zellen
verglichen, und wie Abb. 12A zeigt, fusionierten Lassa-Virus GP-transfizierte

SRD-Zellen nicht nach pH-4.0-Inkubation. Wurden SRD-Zellen jedoch zusitzlich zu
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Lassa-Virus GP mit einem Plasmid fiir die exogene Expression von SKI-1/S1P
(pCDNA-SKI-1/S1P) kotransfiziert, zeigten diese Zell-Zellfusion. Die hierbei
gemessene Fusogenitit der GP-/SKI-1-kotransfizierten SRD-Zellen erreichte die gleiche
Starke, wie diejenige in GP-/Leervektor-kotransfizierten Wildtyp-CHO-Zellen.

Zur Verfikation der korrekten Prozessierung des Lassa-Virus GP-C in diesem
Experiment wurde mit einem zusétzlichen Versuchsansatz eine Western-Blot-Analyse
durchgefiihrt, deren Ergebnis in Abb. 12B zu sehen ist. Ungespaltenes GP-C konnte in
allen Ansitzen detektiert werden, in denen Lassa-Virus GP transfiziert wurde.
Zusitzlich konnte das Spaltprodukt GP-2 nachgewiesen werden, und zwar in Wildtyp-
CHO-Zellen und in SRD-Zellen, die mit GP und SKI-1/S1P kotransfiziert worden
waren. Demgegeniiber konnte GP-2 nicht in SRD-Zellen detektiert werden, die nur mit

dem Lassa-Virus GP-Vektor kotransfiziert worden waren.

CHO-Zellen SRD-Zellen (SKI-1/S1P)
A 0,6 -
0,5 -
E 04 -
E OpH7.0
z 03 W pH 4.0
2
02 -
®
=
0’1 7 ALi
0 - T
+ + + - Lassa Virus GP-Transfektion
- - o - SKI-1/S1P-Transfektion
B GP-C
—_— - - o 62
GP-2
o — R 32.5

Abb. 12: Die Reifespaltung von GP-C in die Untereinheiten GP-1 und GP-2 ist Voraussetzung fiir
dessen Fusogenitit. (A) Lassa-Virus GP-kotransfizierte CHO- und SRD-Zellen zeigten nur dann Zell-
Zellfusion nach einem pH-4.0-Shift im RZZFA, wenn GP-C gespalten vorlag. Dabei zeigten SRD-Zellen,
denen die GP-C-Prozessierungsprotease SKI-1/S1P fehlte, nur im Falle einer exogenen
Komplementierung mittels Kotransfektion von pCDNA-SKI-1/S1P Fusion. SRD-Zellen, die mit GP
alleine kotransfiziert wurden, zeigten hingegen keine Fusion nach pH-4.0-Shift. Gezeigt ist das Ergebnis
einer Versuchsreihe mit Standardabweichung von drei unabhingigen Versuchsansitzen, die jeweils mit
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Dreifachansitzen durchgefiihrt wurden. (B) Western-Blot-Analyse von Lassa-Virus GP- bzw. SKI-1/S1P-
kotransfizierten CHO- und SRD-Zelllen. Wihrend CHO-Zellen GP-C ohne Kotransfektion von SKI-
1/S1P spalteten, zeigten SRD-Zellen nur im Falle einer SKI-1/S1P-Kotransfektion Reifespaltung, hier
gezeigt durch das Vorhandensein einer GP-2-Bande. Rechts neben dem Blot sind die molaren Massen
von zwei Lingenmarker-Referenzproteinen in kDa angegeben.

Die fehlende Reifespaltung von GP-C in GP-1 und GP-2 verhinderte also die Zell-
Zellfusion. Dieses Experiment zeigte somit, dass die Spaltung von GP-C eine

Voraussetzung fiir die Fusionseigenschaft des Lassa-Virus Glykoproteins darstellte.

3. 3. Einfluss der GP/Z/NP-Koexpression auf die Zell-Zellfusion

Im Inneren eines Lassa-Viruspartikels befindet sich der zytoplasmatische Anteil des
Fusionsproteins GP-2 (C-Terminus) in raumlicher Nidhe des Matrixproteins Z (Neuman
et al. 2005). In einer Arbeit zur Bestimmung der LCM-Virionenmorphologie wurde ein
Crosslinking-Experiment durchgefiihrt, welches zeigte, dass GP-2 und NP assoziiert
vorlagen (Burns und Buchmeier 1991). Beide Befunde lieBen daher vermuten, dass
diese viralen Proteine als Proteinkomplexe vorliegen konnten. Demzufolge wurde im
RZZFA untersucht, ob Koexpression dieser drei Lassa-Virusproteine die Zellfusion
beeinflusst.

Dazu wurden Vero-Zellen wie in Kap. 3. 1. beschrieben im RZZFA eingesetzt und
dabei zusitzlich zum Lassa-Virus GP mit Lassa-Virus Z- und/oder Lassa-Virus NP-
kodierenden Plasmiden kotransfiziert. Diese Ansédtze — zusammen mit Kontrollen, in
denen kein GP-Plasmid kotransfiziert wurde — wurden mit Medium unterschiedlicher
pH-Werte inkubiert (pH 7.0, pH 6.0, pH 5.0 und pH 4.0) und 24 h spiter auf B-gal-
Aktivitat, d. h. auf Fusion, getestet.

Abb. 13A zeigt, dass GP-transfizierte Ansdtze Zellfusion auslosten, wenn pH 4.0
appliziert wurde. Dabei konnte entsprechend den in Kap. 3. 1. beschriebenen Befunden
in keinem Ansatz Fusion bei einem pH-Wert > pH 4.0 beobachtet werden. Ferner
zeigten Kotransfektionsansidtze von GP mit Z und/oder NP keine gesteigerten
Fusionsaktivitdten nach pH-4.0-Shift. Es konnte in diesen Ansitzen eine leichte (jedoch
nichtsignifikante, vgl. Fehlerbalken der Standardabweichungen) Verminderung der
Fusion beobachtet werden.

Um die Expression der einzelnen Lassa-Virus Proteine zu verifizieren, wurden Western-
Blot-Analysen der einzelnen Ansitze durchgefiihrt, die bestitigten, dass die einzelnen

Proteine in den jeweiligen Proben exprimiert wurden. Als Kontrolle, dass jeder Ansatz
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die gleiche Anzahl von Zellen enthielt, wurde die Expressionsstiarke des 3-Aktins durch
Western-Blot-Analyse  bestimmt. Dabei konnte bestitigt werden, dass die

unterschiedlichen Ansétze gleiche Zellzahlen aufwiesen (Abb. 13B).
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Abb. 13A: Beeinflussung der Fusogenitiit von Lassa-Virus GP durch Koexpression mit Lassa-Virus
Z und/oder Lassa-Virus NP. Kotransfektionsansitze von Lassa-Virus GP mit NP und/oder Z in
verschiedenen Kombinationen wurden, wie auf der Abszisse angegeben, im RZZFA eingesetzt und mit
verschiedenen pH-Werten inkubiert. 24 h post-pH-Shift wurden die Ansétze lysiert und auf B-gal-
Aktivitdt getestet, die als Extinktion bei 570 nm gemessen wurde. Die vier pH-Werte, mit denen die
einzelnen Ansétze geshiftet wurden, sind wie folgt dargestellt: pH 7.0 (weil3), pH 5.0 (schraffiert), pH 4.0
(schwarz) und pH 3.0 (quergestreift). Gezeigt ist das Ergebnis einer Versuchsreihe mit
Standardabweichung von drei unabhdngigen Versuchsansdtzen, die jeweils mit Dreifachansétzen
durchgefiihrt wurden.
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Abb. 13B: Verifikation der Lassa-Virusproteinexpressionen mittels Western-Blot-Analyse. Die in
Abb. 13A dargestellten Ansdtze wurden 48 h nach der Kotransfektion entweder im RZZFA eingesetzt
(Abb. 13A) oder in 4x SDS-PAGE-Probenpuffer aufgenommen und nach SDS-PAGE mit den
angegebenen Antikorpern im Western-Blot nachgewiesen. Dabei wurden die polyklonalen anti-Lassa-
Virus-Peptid-Antiseren mit einem sekundidren anti-Kaninchen-Antikorper detektiert, wihrend der
monoklonale anti-B-Aktin-Antikorper mit einem sekundéren anti-Maus-Antikorper nachgewiesen wurde.
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3. 4. Strukturelle Analyse der Lassa-Virus Fusionsdoménen

Der N-Terminus des Lassa-Virus Fusionsproteins GP-2 enthdlt zwei hydrophobe
Bereiche, die beide als FPS-Doménen postuliert wurden (Kap. 1. 6. 7.). In Tab. 3 ist
derjenige Abschnitt des GP-2-N-Terminus im Einbuchstaben-AS-Kode dargestellt, der
beide putativen FPS-Doménen beinhaltet. Beim Lassa-Virus GP-2 handelt es sich dabei
um einen 39 AS-Reste langen Bereich (AS 260 — AS 298 in der Nummerierung des
Josiah Lassa-Virus GP), welcher sich an die Reifespaltungsspaltstelle mit dem
Spaltmotiv RRLL anschlief3t.

Vergleichend dazu sind die GP-2-N-Termini zweier weiterer Altwelt-Arenaviren
(LCM- und Mopeia-Virus) und dreier Neuwelt-Arenaviren (Junin-, Tacaribe- und
Machupo-Virus) dargestellt. Mittels des Computerprogramms ,,Membrane Protein
Explorer* wurden diese N-terminalen Dominen auf ihre Hydrophobizitét hin untersucht
(Stephen White Labor, UC Irvine, USA). Das Programm errechnete dabei die
Hydrophobizitit als WWHI, indem es jeder einzelnen AS einen gewissen
Hydrophobizititswert zuwies. Der berechnete Wert des WWHI gibt dabei an, welche
Regionen am wahrscheinlichsten in Membranen integrieren kénnen, denn je hoher die
Hydrophobizitit des entsprechenden Bereiches ist, desto energetisch begiinstigter ist die
Interaktion von (hydrophober) Membran und (hydrophobem) FPS (Jaysinghe et al.
2006).

Als Kontrollen wurden die WWHI der N-Termini von drei anderen viralen
Fusionsproteinen bestimmt, deren FPS bereits charakterisiert sind: Influenza-, Ebola-
und HI-Virus (Earp et al. 2004). Wie Tab. 3 zeigt, liegen die FPS dieser drei
Kontrollviren (jeweils fett hervorgehoben) ganz oder teilweise in den errechneten,
wahrscheinlichsten Membraninsertionsbereichen (jeweils unterstrichen). Dies zeigte,
dass die Berechnung des WWHI-Wertes fiir die Bestimmung von viralen FPS valide
Daten lieferte. AuBlerdem wiesen die errechneten WWH-Indices von Influenza-, Ebola-
und HI-Virus allesamt hohere freie Transferenergiewerte auf als die untersuchten
Arenaviren, was bedeuten konnte, dass Arenaviren weniger starke Fusogene sind als die

drei untersuchten Kontrollviren.
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Tab. 3: WWHI-Vorhersage der N-Termini der membranverankerten
Glykoproteinuntereinheiten von Altwelt- und Neuwelt-Arenaviren sowie von

Influenza-, Ebola- und HI-Virus.

Virus Spalt- AS-Sequenz des Transmembranprotein- WWHI
motiv N-Terminus [kcal/mol]
Lassa® RRLL GTFTWTLSDSEGKDTPGGYCLTRWMLIEAELKCFGNTAV 0.44
260/1 298/39
LCM? RRLS GTFTWTLSDSSGVENPGGYCLTKWMILAAELKCFGNTAV 2.11
Mopeia® RRLL GLFTWTLSDSEGNDMPGGYCLTRSMLIGLDLKCFGNTAT 1.99
Junin® RSLK AFFSWSLTDSSGKDTPGGYCLEEWMLVAAKMKCFGNTAV 1.12
Tacaribe” RTLK AFFSWSLTDPLGNEAPGGYCLEKWMLVASELKCFGNTAT 1.24
Machupo® RSLK AFFSWSLTDSSGKDMPGGYCLEEWML IAAKMKCFGNTAV 1.49
Influenza® RRKR GLFGAIAGFIENGWEGLVDGWYCFRHONAQGEGTAADYK 2.35
Ebola? RRTRR | EATVNAQPKCNPNLHYWTTQDEGAAIGLAWIPYFGPAAF. 2.80
HIVY REKR AVGILGAMFLGFLGAAGSTMGAASVTLTVQARQLLSGIV 321

Die membranverankerten Glykoproteinuntereinheiten der Altwelt-Arenaviren Lassa-Virus Stamm Josiah

(GeneBank Accession Nr. AAA46286), LCMV Stamm WE (P07399) und Mopeia-Virus (AAC08700),

die Neuwelt-Arenaviren Junin-Virus Stamm MC2 (BAAO00964), Tacaribe-Virus (NP_694849) und

Machupo-Virus (AAS77879) sowie Influenza-Virus (A/FPV/Weybridge(H7N7)) (AAA56803), Zaire

Ebola-Virus (AAA96744) und HIV-1 (AARO00908) wurden mittels des Programms ,Membrane Protein

Explorer* untersucht. Das Programm berechnete die neunzehn AS-Reste langen Proteinregionen, deren

Membraninsertion am wahrscheinlichsten ist (Regionen jeweils unterstrichen). Fiir Influenza-, Ebola- und

HI-Virus sind die FPS fett und kursiv hervorgehoben (Earp ef al. 2004). Die Nummerierung des Lassa-

Virus GP-2 erfolgte gemédll der GP-Nummerierung (260-298) und gemil der GP-2-Nummerierung

(1-39). Diejenigen AS, die in der weiter unten beschriebenen FPS-Mutationsanalyse ausgetauscht

wurden, sind fett hervorgehoben. Der WWHI ist als freier Transferenergiewert AG (Reaktionsrichtung:

Membran—->Wasser) in kcal/mol angegeben.

* N-Termini und SKI-1/S1P-Spaltstellen experimentell bestimmt (Lenz ez al. 2001, Beyer et al. 2003)

® N-Terminus experimentell bestimmt (Burns und Buchmeier 1993)

“ N-Termini und SKI-1/S1P-Spaltstellen vorhergesagt (York et al. 2004)

¢ N-Termini und Furin-Spaltstellen experimentell bestimmt (Stieneke-Grober ef al. 1992, Volchkov et al.
1998, Garten et al. 1994)

Tab. 3 verdeutlicht, dass beim Auswéhlen eines neunzehn AS-Fensters zur Berechnung

des WWHI-Wertes zwei unterschiedliche Membraninsertionsregionen fiir die GP-2-
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N-Termini von Altwelt- und Neuwelt-Arenaviren errechnet wurden. Wihrend die
Neuwelt-Arenaviren eine N-terminale Region der AS-Sequenz
,, FESWSLTDSSGKDTPGGYC* als hydrophobsten, wahrscheinlichsten
Membraninsertionsbereich — aufwiesen, zeigten die Altwelt-Arenaviren einen
entsprechenden weiter C-terminal gelegenen, internen Bereich der AS-Abfolge
,GGYCLTRWMLIEAELKCFG*.

Diese Ergebnisse zeigten, dass trotz der relativ hohen Sequenzkonservierung der
arenaviralen N-Termini unterschiedliche Bereiche als FPS fiir Altwelt- und Neuwelt-
Arenaviren in Frage kommen konnten. Auflerdem zeigte der N-Terminus des Lassa-
Virus GP-2, verglichen mit allen anderen untersuchten viralen Fusionsproteinen, mit
0.44 kcal/mol den geringsten, errechneten WWH-Index, was bedeuten konnte, dass das

Lassa-Virus das schwichste Fusogen der untersuchten Gruppe darstellt.

3. 5. Funktionelle Analyse der Lassa-Virus Fusionsdoméinen

Da Mutationen in den FPS-Doménen von viralen Fusionsproteinen hidufig mit einem
Verlust der Fusionseigenschaften einhergehen, und solche Mutationen als ein positives
Kriterium zur Identifizierung viraler FPS herangezogen werden konnen (Kap. 1. 7. 5.),
wurden hydrophobe und konservierte AS in beiden postulieren FPS einzeln zu Alanin,
Arginin oder Leuzin ausgetauscht und im Weiteren biochemisch sowie im Hinblick auf

deren Fusogenitit und Infektiositédt untersucht.

3. 5. 1. Mutationsanalyse der beiden postulierten Fusionsdominen im GP-2

Fiir eine Mutationsanalyse der beiden postulierten FPS-Dominen im Lassa-Virus GP-2
(Kap. 1. 6. 7.) wurden achtzehn verschiedene hydrophobe AS-Reste, sowie ein Prolin-
und ein Cystein-Rest in beiden FPS ausgewihlt und einzeln zu Alanin, Arginin oder
Leuzin mutiert. In Abb. 14 ist zusammenfassend dargestellt, bei welchen AS-Resten

dies durchgefiihrt wurde.

70



ERGEBNISSE

GP-2
C-Terminus
4—

N-Terminus )
> N-FPS
/
N-terminale
Alpha-Helix
\
5 .
G e > I-FPS
(Y o)
298/39 o o
Ol

Abb. 14: Schema der FPS-Mutanten, die fiir diese Arbeit hergestellt wurden. Dargestellt ist die
vorhergesagte Sekundarstruktur des Lassa-Virus GP-2-N-Terminus (verdndert nach Gallaher et al. 2001).
Beginnend mit dem N-terminalen Glyzinrest (Position 260 im GP, Position 1 im GP-2) sind die einzelnen
AS bis zum Valin am Position 298 (GP-Nummerierung) angegeben. Hydrophobe und konservierte AS
innerhalb dieses GP-2-Bereiches wurden einzeln zu Alanin, Arginin oder Leuzin ausgetauscht und
funktionell untersucht (sieche Text). Zusitzlich zu erkennen sind die Positionen der beiden putativen FPS-
Dominen (N-FPS und I-FPS) gemif3 den Befunden von Glushakova et al. 1991 (I-FPS) sowie Gallaher et
al. 2001 (N-FPS). Erzeugte Mutanten im N-FPS sind mit gelben Pfeilen markiert, wohingegen I-FPS-
Mutanten mit griinen Pfeilen gekennzeichnet sind. Die Positionen G271 und P275 zwischen beiden FPS-
Domiinen sind purpurn hervorgehoben. Aufler P275, das nach Arginin ausgetauscht wurde, wurden alle
markierten AS-Reste nach Alanin ausgetauscht. Die erste GP-2-AS Glyzin wurde zusitzlich jeweils
einzeln zu Arginin und zu Leuzin ausgetauscht.

Nach Herstellung der Mutanten mittels rekombinanter PCR (Kap. 3. 5. 2.) wurden diese
durch Sequenzierung auf Korrektheit iiberpriift und dahingehend untersucht, ob sie (i)
korrekt reifegespalten wurden (Kap. 3. 5. 3.), (ii) gespaltenes Fusionsprotein an die
Zelloberflache transportiert wurde (Kap. 3. 5. 4.), (iii)) inwiefern sie die Fusion
beeinflussten (Kap.3.6.) und (iv) wie sie sich auf die Infektiositit auswirkten

(Kap. 3. 7.).
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3. 5. 2. Herstellung von Lassa-Virus FPS-Mutanten mittels rekombinanter PCR

Die oben benannten Lassa-Virus FPS-Mutanten wurden mit rekombinanter PCR
erzeugt. Dazu wurden fiir jede Mutante in einem ersten PCR-Schritt zwei Fragmente
erzeugt, die vom Start-Codon bis zur einzufithrenden Mutation (Fragment 1) bzw. von
der einzufiihrenden Mutation bis zum Stopp-Codon (Fragment 2) reichten. Nach
Hybridisierung beider Fragmente und einem anschlieBenden zweiten PCR-Schritt mit
den Start- und Stopp-Codon-umspannenden Primern (inkl. Restriktionsschnittstellen fiir
die nachfolgende Klonierung) wurde ein neues Volllinge-Fragment erzeugt
(Fragment 1 + Fragment 2), welches dann fiir die weitere Klonierung eingesetzt wurde.
Am Beispiel der Mutante L280A (im I-FPS gelegen) ist in Abb. 15 beispielhaft

dargestellt, wie dieser Mutageneseprozess bewerkstelligt wurde.

Abb. 15: Erzeugung der Lassa-Virus FPS-Mutanten mittels rekombinanter PCR. Die weiter oben
spezifizierten Einzel-AS-Austauschmutanten wurden mittels rekombinanter PCR erzeugt. Am Beispiel
der Mutante L280A ist gezeigt, wie die Mutation ins Lassa-Virus GP-Gen eingefiigt wurde. (A) Erster
PCR-Schritt zur Erzeugung zweier Fragmente mit tiberlappenden, mutationstragenden Enden (Fragment 1
mit 280(AS)*3(Bp/AS)=840Bp, Fragment 2 mit (492-280)(AS)*3(Bp/AS)=636Bp). (B) Zweiter PCR-
Schritt nach Hybridisierung beider Fragmente (840Bp+636Bp=1476Bp). (C) Verifizierung einer positiv
transformierten E. coli-UNK (nach Miniprep und analytischem Restriktionsverdau mit HindIII und Xbal).
LM: DNA-Lingenmarker (Spezifizierung einiger Lingenmarkerbanden links neben den Gelen);
F1: PCR-Fragment 1; F2: PCR-Fragment 2; VL: Volllinge-Fragment; K1: Klon 1 von diversen
Minipreps; Agarosegele in TAE-Puffer je 1% (w/v).
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3. 5. 3. Spaltung der Lassa-Virus FPS-Mutanten

Da sich die eingefiihrten Mutationen in den postulierten FPS-Dominen des Lassa-Virus
GP nahe der Reifespaltungsstelle fiir SKI-1/S1P befinden, wurde zunichst untersucht,
ob die einzelnen Mutanten reifegespalten wurden (Abb. 16).

Dabei ergab die Spaltungsanalyse der zweiundzwanzig FPS-Mutanten, dass bis auf
G260L alle Mutanten reifegespalten wurden. Allerdings zeigte sich, dass die Spaltung
im Vergleich zum Wildtyp-GP unterschiedlich effizient war, was die unterschiedlich

starken GP-2-Bandenintensititen des Western-Blots in Abb. 16 verdeutlichten.
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Abb. 16: Spaltung der Lassa-Virus FPS-Mutanten. Zweiundzwanzig FPS-Mutanten des Lassa-Virus
GP wurden nach transienter Expression in Vero-Zellen mittels SDS-PAGE und folgendem Western-Blot
auf ihre Reifespaltung untersucht. Sieben Mutanten mit Mutationen im N-FPS, dreizehn Mutanten im
I-FPS und zwei dazwischenliegende wurden untersucht. Das Vorhandensein der GP-2-Bande zeigte
Spaltung an, die in Bezug auf ihre Ausprigung mit nichtmutiertem Wildtyp-GP verglichen wurde. Die
Benennung der Mutanten zeigt zunédchst die im Wildtyp vorliegende AS, gefolgt von der AS-Position
(GP-Nummerierung) und nachfolgend die neu eingefiigte AS an dieser Position. Die G260L-Mutante
wurde nicht gespalten, wohingegen die sechs GP-Mutanten G260R, T261A, M284A, L285A, 1286A und
F293A bedeutet schwiicher gespalten wurden als der Wildtyp. Die SDS-PAGE wurde unter reduzierenden
Bedingungen mit einem 12%igen Polyacrylamidgel durchgefiihrt. Rechts neben dem Blot sind die
molaren Massen von zwei Langenmarker-Referenzproteinen in kDa angegeben.

Grundsitzlich lieBen sich zwei Gruppen von gespaltenen FPS-Mutanten beobachten: (i)
fiinfzehn Mutanten mit Wildtyp-GP-vergleichbarer Spaltungsintensitidt (G260A, F262A,
W264A, L266A, G271A, P275R, G276A, G277A, Y278A, L280A, W283A, L290A,
C292A, G294A und V298A) und (ii) sechs Mutanten mit schwicherer Spaltung als der
Wildtyp (G260R, T261A, M284A, L285A, 1286A und F293A).
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3. 5. 4. Oberflichenexpression der Lassa-Virus FPS-Mutanten

Nach der Reifespaltungsanalyse der FPS-Mutanten wurde untersucht, ob gespaltenes
GP-2 auch an die Zelloberflache von transient tranfizierten Vero-Zellen transportiert
wurde. Dazu wurde eine Oberflichenbiotinylierung mit anschlieBender
Immunprizipitation durchgefiihrt. Diese Methode beruhte darauf, dass zunichst alle
Oberflachenproteine einer transfizierten Zelle mit Biotin markiert und anschliefend
nach Zelllyse mit Strepdavidin-Sepharose gefillt wurden. Nach SDS-PAGE konnten
GP-C und GP-2 spezifisch auf einer Nylonmembran mittels Western-Blot-Analyse mit
dem polyklonalen GP-2-spezifischen Kaninchen-Antikorper anti-GP477 immun-
prazipitiert werden. Mit dieser Methode wurden Lassa-Virus Wildtyp-GP und die
zweiundzwanzig FPS-Mutanten auf ihre Zelloberflichenexpression getestet. In
Abb. 17A ist dargestellt, dass fiir alle Mutanten zwar ungespaltenes GP-C auf der
Oberflidche von transient transfizierten Vero-Zellen zu finden ist, das Spaltprodukt GP-2
jedoch nicht fiir alle Mutanten auf der Zelloberfliche nachgewiesen werden konnte. Fiir
acht der einundzwanzig reifegespaltenen FPS-Mutanten konnte kein GP-2 an der
Zelloberfldache detektiert werden: T261A, F262A und L266A im N-FPS sowie M284A,
L285A, 1286A, C292A und F293A im I-FPS. GP-2 der Mutanten G260R, W264A,
G271A, P275R und L280A wurde zwar an der Zelloberfliche gefunden, jedoch in
geringerer Menge als beim Wildtyp. Fiir die restlichen acht FPS-Mutanten konnte GP-2
in dem Wildtyp vergleichbarer Menge nachgewiesen werden. Dabei handelte es sich um
die Mutanten G260A im N-FPS, sowie G276A, G277A, Y278A, W283A, L290A,
G294A und V298A im I-FPS. Standardisiert wurde dieses Experiment durch den
Nachweis des -Aktins, was in Abb. 17B gezeigt ist.

Diese Untersuchung zeigte damit, dass, korrelierend mit der unterschiedlichen
Spaltungseffizienz der einzelnen GP-2-Mutanten, auch der Transport zur Zelloberfldche
nach transienter Expression beeintridchtigt war. Die Tatsache, dass fiir alle Mutanten
sowie fiir den Wildtyp ungespaltenes GP-C an der Oberfliche von Zellen detektiert
wurde, entspricht der in vivo Situation von infizierten Vero-Zellen, allerdings wird
ungespaltenes GP-C im weiteren Infektionsverlauf nicht in sich von der Zellmembran

abschniirende Partikel inkorporiert (Lenz et al. 2001).
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Abb. 17A: Zelloberflichenexpression der Lassa-Virus FPS-Mutanten. Zweiundzwanzig Lassa-Virus
GP-2-Mutanten wurden nach transienter Expression in Vero-Zellen oberflichenbiotinyliert und immun-
préazipitiert. Nach SDS-PAGE (12% Polyacrylamid, reduzierend) und folgendem Western-Blot wurden
die sieben N-FPS-Mutanten, dreizehn I-FPS-Mutanten sowie zwei zwischen den postulierten FPS
liegende Mutanten untersucht. Das Vorhandensein einer GP-2-Bande zeigte Oberflichentransport der
Reifespaltungsprodukte an, was in allen Féllen mit der GP-2-Intensitdt von nichtmutiertem Wildtyp-GP
verglichen wurde. Die Mutantenbenennung erfolgte analog Abb. 16. Rechts neben dem Blot sind die
molaren Massen von zwei Langenmarker-Referenzproteinen in kDa angegeben.
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Abb. 17B: Zellzahlkontrolle beim Oberfléichenbiotinylierungsexperiment. Vero-Zellen, die transient
mit den oben angegebenen Lassa-Virus GP-Konstrukten transfiziert wurden, wurden entweder
oberfldchenbiotinyliert und immunprizipitiert (Abb. 17A) oder ohne Biotinylierung (Parallelansitze)
einer SDS-PAGE (12% Polyacrylamid, reduzierend) mit anschlieBendem Western-Blot unterzogen, in
dem spezifisch das Zytoskelettprotein f-Aktin nachgewiesen wurde. Gleiche Bandenintensititen zeigten
an, dass in allen Ansitzen gleiche Zellmengen vorlagen. Rechts neben dem Blot sind die molaren Massen
von zwei Lingenmarker-Referenzproteinen in kDa angegeben.

Grundsitzlich lieBen sich durch die in den Kap. 3. 5. 1. — 3. 5. 4. dargestellten
biochemischen Untersuchungen zwei Gruppen von FPS-Mutanten charakterisieren: eine
Gruppe mit Mutationen, die keinen Einfluss auf Reifespaltung und
Zelloberflachentransport zeigten, sowie eine weitere Gruppe von Mutanten, die
entweder fehlende oder eingeschrinkte Reifespaltungseigenschaften (und demzufolge
auch eingeschrinkten Oberfldchentransport) zeigten oder trotz wildtypischer Spaltung
nicht oder in verringertem Ausmal} an die Zelloberflache transportiert wurden. In Tab. 4

sind die einzelnen GP-2-Mutanten dahingehend zusammengefasst.
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Tab. 4: Zusammenfassende strukturelle und biochemische Charakterisierung der

Lassa-Virus FPS-Mutanten.

Mutante FPS- WWHI* Reife- Oberflichen-
Lokalisation | [kcal/mol] spaltung expression
Wildtyp - 0,44 +++ +++
G260R N-FPS 0,44 (+) +)
G260L N-FPS 0,44 - -
G260A N-FPS 0,44 +++ +++
T261A N-FPS 0,44 (+) -
F262A N-FPS 0,44 +++ -
W264A N-FPS 0,44 +++ ++
L266A N-FPS 0,44 +++ -
G271A - 0,44 +++ ++
P275R - 0,44 +++ ++
G276A I-FPS 0,28 +++ +++
G277A I-FPS 0,28 +++ +++
Y278A I-FPS 0 +++ +++
L280A I-FPS 0 +++ ++
W283A I-FPS 0 +++ +++
M284A I-FPS 0,04 +) -
L285A I-FPS 0 +) -
1286A I-FPS 0 (+) -
L290A I-FPS 0 +++ +++
C292A I-FPS 0,03 +++ -
F293A I-FPS 0 (+) -
G294A I-FPS 0,28 +++ +++
V298A I-FPS 0,44 +++ +++

Einzel-AS-Austauschmutationen in beiden postulierten Lassa-Virus FPS-Doménen (N-FPS und I-FPS)
wurden wie oben beschrieben gentechnisch erzeugt, mittels WWHI-Analyse strukturell analysiert und
biochemisch auf Reifespaltung und Zelloberflichenexpression getestet. Dargestellt sind neben der
Benennung der einzelnen Mutanten und deren Zugehorigkeit zu den postulierten FPS-Doménen die
Intensitidten der gefundenen Reifespaltungen und Oberflichenexpressionen, jeweils im Vergleich zum

Wildtyp (+++: wie Wildtyp, (+): weniger als Wildtyp jedoch detektierbar,

- nicht detektierbar).

*Dargestellt sind die WWHI der gesamten neununddreiflig AS-Reste langen GP-2-N-Termini mit den

jeweiligen Mutationen.
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3. 6. Fusogenitit der Lassa-Virus FPS-Mutanten

Mit Hilfe des RZZFA wurde nun das Fusionsverhalten der einzelnen Lassa-Virus FPS-
Mutanten mit derjenigen des Wildtyp-GP verglichen, was in Abb. 18 graphisch
dargestellt ist.

100, o

a [ » w
e e 2 2

(RN
S

Prozentuale Zell-Zellfusion des Wildtyps
[ wm
S S

-
)
Lk

I~

5 5 & 2 <« <« <« <« < < o < < <« 43 £ < < <4 « <« < <«

§g§§ssss§:a&tr&§§§a£a|gagg

L [\ a ey a g 9 §

s> d g e R g3 dalge A IR AT EF S
N-FPS-Mutanten I-FPS-Mutanten

Abb. 18: Relative Fusogenitit der Lassa-Virus FPS-Mutanten im RZZFA. Im Vergleich zu
wildtypischem Lassa-Virus GP zeigten Einzel-AS-Austauschmutanten in den beiden postulierten Lassa-
Virus FPS-Dominen (N- oder I-FPS) verdnderte Zell-Zellfusion (dargestellt als Prozent Zell-Zellfusion
des Wildtyps). Keine Fusion konnte gemessen werden bei den N-FPS-Mutanten T261A, F262A, W264A
und L266A sowie der I-FPS-Mutanten G277A, Y278A, L280A, M284A, L285A, 1286A, C292A und
F293A (gleiche Fusionsstirke wie der Leervektor), wohingegen die N-FPS-Mutanten G260A und
G260R, die zwischen N- und I-FPS gelegenen Mutanten G271A und P275R, sowie die I-FPS-Mutanten
G276A, W283A, L290A, G294 A und V298A fusogen waren, allerdings maximal zur Hilfte der Wildtyp-
intensitdt. Unterstrichene Mutanten zeigen diejenigen AS-Austausche an, die (in unterschiedlichem
Ausmafle) gespalten und zur Zelloberfldche transportiert wurden (vgl. Abb. 16 und 17A). Gezeigt ist das
Ergebnis einer Versuchsreihe mit Standardabweichung von drei unabhiingigen Versuchsansitzen, die
jeweils mit Dreifachansitzen durchgefiihrt wurden (Balken: eine Standardabweichung).

Im RZZFA mit den FPS-Mutanten wurde fiir diejenigen weiter oben bezeichneten
Mutanten, die nicht oder nur in geringerem Malle als der Wildtyp an die Zelloberflidche
von transfizierten Vero-Zellen transportiert wurden (s. Abb. 17A u. Tab. 4), festgestellt,
dass diese Mutanten keine Zell-Zellfusion induzieren konnten. Es handelte sich dabei
um folgende Mutanten: G260L, T261A, F262A, W264A und L266A aus dem N-FPS
sowie L280A, M284A, L285A, I1286A, C292A und F293A aus dem I-FPS.
Demgegeniiber konnte eine verringerte Fusogenitit im Vergleich zum Wildtyp beim
Grofteil derjenigen FPS-Mutanten beobachtet werden, die in Wildtypstiarke bzw. in
leicht verringertem Maf3e verglichen mit Wildtyp-GP an die Zelloberfldche transportiert
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wurden. Dies waren G260A und G260R im N-FPS, G271A und P275R zwischen den
postulierten FPS sowie G276A, W283A, L290A, G294A und V298A im I-FPS. Die
Fusogenitit dieser Mutanten war jeweils um mindestens 50% gegeniiber dem Wildtyp
reduziert. Fiir zwei FPS-Mutanten jedoch, die in Wildtypstirke an die Zelloberflache
transportiert wurden, konnte keine Zell-Zellfusionsaktivitit gefunden werden. Es
handelte sich dabei um die Mutanten G277A und Y278A, die beiden N-terminalen
Reste des I-FPS. Diese beiden FPS-Mutanten waren somit nicht aufgrund von
Beeintrichtigungen wihrend der Glykoproteinreifung und des Glykoproteintransports

nichtfusogen, sondern vielmehr aufgrund verdnderter Fusionseigenschaften.

3. 7. Retroviraler Pseudotypenassay (rPT-Assay)

3.7. 1. Lassa-Virus GP-vermittelte Pseudotypisierung von MLV-Partikeln

Um die funktionelle Bedeutung der Lassa-Virus FPS-Mutanten in einem weiteren
in vitro Verfahren zu untersuchen, wurde ein weiter oben beschriebenes Testsystem
entwickelt (Kap. 2. 6.), welches Lassa-Virus GP-vermittelte Infektionen in einem
rekombinanten System ermoglichte. Die Pseudotypisierung von MLV-Partikeln mit
LCMV GP wurde bereits frither gezeigt (Beyer et al. 2002). Hier wurde nun erstmals
die MLV-Pseudotypisierung mit Lassa-Virus GP durchgefiihrt (Abb. 19A), was dadurch
bestitigt wurde, dass unmutiertes Lassa-Virus GP Vero-Zellen transduzierte. Dies
wurde durch die B-gal-Aktivitdt in solchermallen transduzierten Zellen gezeigt, die das

quantifizierbare Resultat einer rPT-Infektion darstellte (Abb. 19B).

Lassa-Virus GP + pCnBg Leervektor + pCnBg Negativkontrolle

Abb. 19A: Transfektionseffizienz der rPT-Produktion. ®NXgp-Zellen wurden mit den angegebenen
Konstrukten kotransfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden die US geerntet, und die verbliebenen
Zellen wurden nach Gluthardialdehyd-Fixierung mit X-Gal gefiarbt, um die B-gal-Expression (,,Trans-
fektionseffizienz*) darzustellen (Balken: ca. 200 um).

78




ERGEBNISSE

0,5 ml US 1ml US 1,5 ml US

Abb. 19B: Transduktion von Vero-Zellen mit MLV-Lassa-Virus-GP-rPT. Vero-Zellen wurden wie
im Methodenteil beschrieben mit MLV-Lassa-Virus-GP-rPT infiziert, wobei unterschiedliche Mengen
rPT-enthaltender US (0,5 ml, 1 ml und 1,5 ml) verwandt wurden. Die einzelnen Ansitze wurden 48 h
nach der Infektion fixiert und durch Zugabe von X-Gal gefirbt. Blaue Zellen im dargestellten,
lichtmikroskopischen Gesichtsfeld der rPT-infizierten Zellen zeigten positivtransduzierte Zellen an.
MLV-Lassa-Virus-GP-rPT sind replikationsdefizient, d.h. sie infizieren nur einmal, und solchermaf3en
infizierte Zellen bilden keine weiteren rPT. Als Negativkontrollen wurden Vero-Zellen mit US infiziert,
die von mit pAdApt-Leervektor und pCnBg kotransfizierten ®NXgp-Zellen abgenommen worden waren
(Balken: ca. 200 um).

MLV-Lassa-Virus-GP-rPT

Negativkontrolle

Die Bestimmung der MLV-Lassa-Virus-GP-rPT-Titer wurde durch Auszihlen von
mindestens zehn lichtmikroskopischen Gesichtsfeldern von transduzierten Vero-Zellen
durchgefiihrt, wovon einige in Abb. 19B dargestellt sind. Bei Infektionen mit 1 ml
rPT-US (Abb. 19B, oben, Mitte) wurden im gezeigten Beispiel acht positivtransduzierte
(blaugefirbte) Vero-Zellen gezdhlt, von etwa 460 Zellen insgesamt im gezihlten,
lichtmikroskopischen Gesichtsfeld. Dies entsprach also ca. 2 * 10* TU/ml (Transfer-
einheiten [engl.: transfer units] pro ml). Diese TU-Titer fiir Wildtyp-GP-tragende MLV-
Lassa-Virus-GP-rPT wurden typischerweise bei den hier durchgefiihrten Experimenten
beobachtet. Im Vergleich hierzu lagen die TU-Titer fir MLV-LCMV-GP-rPT, die
bereits friiher beschrieben wurden, bei ca. 10° TU/ml (Beyer et al. 2002). Versuche zur
Optimierung der TU-Titer bei der MLV-Lassa-Virus-GP-rPT-Produktion (Kap. 2. 6. 1.)
mit Kombinationen unterschiedlichen Mengen transfizierter DNA oder Lipo-
fectamin® 2000 wurde durchgefiihrt, ergaben allerdings keine hoheren TU-Titer (Daten

nicht gezeigt).
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3.7. 2. Hemmung von MLV-Lassa-Virus-GP-rPT mit NH4Cl

Das hier vorgestellte auf rPT basierende Infektionssystem wurde benutzt, um die pH-
Abhiéngigkeit der Fusion zu untersuchen.

Dazu wurde die MLV-Lassa-Virus-GP-rPT-Infektion in Anwesenheit der
lysosomotropen Substanz NH4Cl durchgefiihrt. NH4Cl hemmt die Ansduerung von
Endosomen und Lysosomen. Durch die hervorgerufene Hemmung sollten MLV-Lassa-
Virus-GP-rPT-Partikel nicht mehr in der Lage sein, Vero-Zellen zu transduzieren, weil
sie nicht mehr endosomal/lysosomal aufgenommen werden kdnnen. Abb. 20 zeigt, dass
die Zugabe von NH4Cl (50 mM Endkonzentration) fiir 1 h nach der rPT-Infektion

tatsdchlich die Transduktion von Vero-Zellen verhindern konnte.

0,3

0,2

Extinktion [570 nm]

0,1 -

- - + + MLYV-Lassa-Virus-GP-
rPT-Infektion

NH,CI-Zugabe
- + - + (50 mM)

Abb. 20: NH,Cl-induzierte Hemmung der MLV-Lassa-Virus-GP-rPT-Transduktion. Vero-Zellen,
die mit MLV-Lassa-Virus-GP-rPT infiziert wurden, wurden fiir 1 h nach Abnahme des infektiosen rPT-
enthaltenden US mit 50 mM NH,CI-Losung inkubiert, und 2 d nach der Infektion wurde die
Transduktionseffizienz mit nicht-NH,Cl-behandelten Ansitzen verglichen. Es zeigte sich, dass die
NH,Cl-Behandlung die MLV-Lassa-Virus-GP-induzierte Transduktion verhinderte. Gezeigt ist das
Ergebnis einer Versuchsreihe von drei unabhingigen Versuchsansitzen, die jeweils mit Dreifachansétzen
durchgefiihrt wurden (Balken: eine Standardabweichung).

3. 7. 3. Titration von MLV-Lassa-Virus-GP-rPT

Um die oben erwédhnte Untersuchung der Infektiosititen der Lassa-Virus FPS-Mutanten
durchzufiihren, wurden rPT fiir alle Mutanten wie oben beschrieben hergestellt. Da die

dazu verwendeten Zellen wegen der benotigten Mengen an Zellmaterial nicht fiir alle
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Mutanten gleichzeitig durchgefiihrt werden konnte, wurden die gewonnen rPT-
enthaltenden US bei -80°C gelagert bis die rPT aller Mutanten vorlagen. Um diese dann
auf gleiche rPT-Mengen einzustellen (Titration) wurden die partikelhaltigen US
aufgetaut und standardisiert.

Vor der Infektion mit MLV-Lassa-Virus-GP-rPT wurden die rPT der unterschiedlichen
FPS-Mutanten mittels Vergleichs der Intensititen des MLV-Capsidproteins p30 titriert.
Dazu wurden die einzelnen geernteten rPT-US direkt mittels eines Western-Blots
analysiert und p30 mit einem kommerziellen anti-p30-Anitserum nachgewiesen sowie
quantifiziert. Die gefundene, unterschiedlichstarke p30-Bandenintensitit ist in Abb. 21
dargestellt. Der Western-Blot zeigte, dass nicht alle transfizierten ®NXgp-Zellen
gleiche Mengen an MLV-LASV-GP-rPT produzierten. Die dabei gefundenen
quantitativen Unterschiede schwankten zwischen 19% und 119% des Wildtyps. Die
p30-Bandenintensititen der einzelnen Mutanten (sowie der Negativkontrolle, fiir die
kein virales Glykoprotein in ®NXgp-Zellen kotransfiziert wurde) wurde mit derjenigen

vom Wildtyp-GP verglichen und entsprechend eingestellt.
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Abb. 21: rPT-Tiration mittels quantitativer Western-Blot-Analyse. MLV-Lassa-Virus-GP-rPT
(Wildtyp und FPS-Mutanten) wurden mittels SDS-PAGE (12% Polyacrylamid, reduzierend) und
anschlieBendem Western-Blot auf deren Expressionsstirke des MLV-Capsidproteins p30 untersucht. Eine
stirkere p30-Bande zeigte an, dass in solchen Proben mehr rPT als im Wildtyp vorlag, und entsprechend
wurden die einzelnen rPT-enthaltenden US fiir die nachfolgende Infektion/Transduktion eingestellt. Unter
den Banden ist der mittels TINA2.09-Softwareanalyse ermittelte Wert der Bandenintensititen angegeben
(als Prozentsatz Wildtypintensitit relativ zum Blothintergrund), mittels dessen die rPT dann vor den
Infektions-/Transduktionsexperimenten entsprechend eingestellt wurden. Rechts neben dem Blot ist die
molare Masse von zwei Liangenmarker-Referenzproteinen in kDa angegeben.

3. 7. 4. Inkorporation der Lassa-Virus FPS-Mutanten in rPT

Im Folgenden wurden die Lassa-Virus FPS-Mutanten dahingehend untersucht,

inwieweit diese nach Inkorporation in rPT-Partikel Vero-Zellen transduzieren konnten.
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Zunichst wurde dazu iiberpriift, welche FPS-Mutanten MLV-Partikel pseudotypsieren
konnten. In Abb. 22 ist zusammenfassend dargestellt, wie die einzelnen FPS-Mutanten
in rPT inkorporiert wurden.

Der Einbau des Lassa-Virus GP in rPT-Partikel wurde durch Western-Blot-Analyse in
infektiosen US von ®NXgp-Produzentenzellen direkt nachgewiesen (Abb. 22). Dabei
zeigte sich, dass neben dem Wildtyp auch neun Lassa-Virus FPS-Mutanten in rPT-
Partikel inkorporiert werden konnten: G260R und G260A (im N-FPS gelegen), G271A
und P275R (zwischen N- und I-FPS) sowie G276A, G277A, L280A, W283A und
L290A (im I-FPS lokalisiert). Fiir all diese FPS-Mutanten, die als gespaltenes GP-2 in
rPT inkorporiert wurden, konnte weiter oben gezeigt werden, dass diese in Wildtyp-GP-
dhnlichen Mengen an die Zelloberflache von transfizierten Zellen transportiert wurden
(Kap. 3. 5. 4.). Diese FPS-Mutanten konnten MLV also effizient pseudotypisieren.
Auch alle anderen FPS-Mutanten pseudotypisierten MLV, allerdings konnte bei diesen
nur das ungespaltene GP-C-Vorlduferprotein in die Partikel eingebaut werden. Dies ist

im Western-Blot in Abb. 22 dargestellt.
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Abb. 22: Inkorporation von Lassa-Virus GP in MLV-Partikel. MLV-Partikel wurden wie oben
beschrieben mit unterschiedlichen Lassa-Virus GP-Varianten (Wildtyp oder FPS-Mutanten) dekoriert.
Nach SDS-PAGE (12% Polyacrylamid, reduzierend) der einzelnen, unverdiinnten rPT-enthaltenden Us,
wurde GP-C bzw. GP-2 mit dem anti-GP477 Antikorper im Western-Blot nachgewiesen. Rechts neben
dem Blot sind die molaren Massen von zwei Langenmarker-Referenzproteinen in kDa angegeben.

Diese Experimente zeigten, dass Lassa-Virus GP retrovirale Vektoren pseudotypisieren
konnte. Allerdings waren die rPT-Titer gering, und nicht alle GP-/FPS-Mutanten
wurden als gespaltenes GP-2 inkorporiert. Im Unterschied zur in vivo Situation, in der
kein ungespaltenes GP-C auf der Lassa-Virushiille zu finden ist (Lenz et al. 2000),

wurde es demgegeniiber im hier vorgestellten Assay-System sehr wohl als

82




ERGEBNISSE

ungespaltener Vorlidufer in MLV-Partikel eingebaut. Gleiches wurde bereits friiher fiir

LCMYV GP-pseudotypisierte MLV-Partikel gezeigt (Beyer et al. 2002).

3. 7. 5. rPT-Infektiositit der Lassa-Virus FPS-Mutanten

Die titrierten MLV-Lassa-Virus-GP-rPT der unterschiedlichen GP-2-Mutanten sowie
des Wildtyps und der Negativkontrolle (Leervektor) wurden nachfolgend fiir die
Transduktion von Vero-Zellen verwendet. Dabei wurde die Transduktionseffizienz
(Infektiositdt) mittels der jeweiligen [-gal-Expressionsstirken in lysierten,
transduzierten Ansdtzen zwei Tage nach der Infektion quantifiziert. Die dabei
gefundenen unterschiedlichen B-gal-Expressionraten der einzelnen Mutanten sind in
Abb. 23 dargestellt. Zusitzlich wurde die rPT-Infektiositit der Mutanten in zwei
verschiedenen Versuchsansidtzen verglichen: Zunidchst wurde die Infektion in
Gegenwart des kationischen Polymers Polybrene durchgefiihrt (schwarze Balken in
Abb. 23). Polybrene verstiarkt die rPT-Adsorption an Zellen dadurch, dass es elektrische
Ladungen der Zelloberfldache neutralisiert und somit die Diffusion und Adsorption der
Partikel beschleunigt (Davis et al. 2004). Da dieser adsorptionsverstirkende Effekt bei
Retrovirusinfektionen rezeptorunabhingig ist, wurden die hier durchgefiihrten
Transduktionsexperimente mit Lassa-Virus GP-Mutanten-rPT in einem Parallelansatz

ohne Polybrene durchgefiihrt (weil3e Balken in Abb. 23).
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Abb. 23: rPT-Infektiositit von Lassa-Virus FPS-Mutanten. MLV wurde mit den angegebenen Lassa-
Virus GP-Varianten pseudotypisiert, und Vero-Zellen wurden mit diesen ohne (weifle Balken) oder mit
Zugabe von 8 pg/ml Polybrene (schwarze Balken) infiziert. Zwei Tage nach der Infektion wurde die
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Transduktionseffizienz als Reportergenaktivitdt bestimmt (als Extinktion bei 570 nm). Wihrend Lassa-
Virus-Wildtyp-GP-rPT-Partikel Vero-Zellen effizient transduzierten, konnten nur die Mutanten G260A,
G260R, G271A, P275R und L290A ebenfalls transduzieren. In Gegenwart von Polybrene zeigten
zusitzlich zu den erwihnten auch die Mutanten G276A, W283A, G294A und V298A ebenfalls
Transduktion von Vero-Zellen. Gezeigt sind die Resultate von zwei Versuchsreihen von jeweils drei
unabhingigen Versuchsansitzen, die jeweils mit Dreifachansédtzen durchgefiihrt wurden (Balken: eine
Standardabweichung).

Wie Abb. 23 zeigt, transduzierten einige Lassa-Virus GP-Mutanten Vero-Zellen
effizient, wohingegen andere dies nicht vermochten. Dabei konnte beobachtet werden,
dass insgesamt neun FPS-Mutanten in der Lage waren, Vero-Zellen zu transduzieren.
Es waren dies die Mutanten G260R und G260A (im N-FPS lokalisiert, erster AS-Rest
des Lassa-Virus GP-2), G271A und P275R (zwischen beiden postulierten FPS liegend)
und G276A, W283A, L290A, G294 A und V298A (im I-FPS befindlich). In Gegenwart
von Polybrene zeigten alle transduzierenden rPT hohere Reportergenaktivititen als ohne
Polybrene. Vier Mutanten, die ohne Polybrenezugabe keine Transduktion von Vero-
Zellen aufwiesen, zeigten Transduktion sogar nur in Gegenwart von Polybrene (G276A,
W283A, G294A und V298A).

Fiir alle anderen FPS-Mutanten wurde — korrelierend mit deren fehlender Zell-

Zellfusogenitit — keine Transduktionsfahigkeit festgestellt.

3. 8. Inhibitionsstudien

Um mogliche anti-Lassa-virale Substanzen zu identifizieren, wurden die nachfolgend
benannten synthetischen Peptide aus dem Lassa-Virus GP-2 im RZZFA und im rPT-
Assay getestet:

(i) N-FPS-Analogon (AS-Sequenz: GTFTWTL)

(i1) I-FPS-Analogon (AS-Sequenz: GGYCLTRWMLIEAELKCFGNTAYV) und

(ii1) CPI-Helix-Analogon (AS-Sequenz: DDIEQQADNMITEMLQKEYMERQ).
Ebenso wurden acht Seren von rekonvaleszenten Lassafieberpatienten aus der

westafrikanischen Republik Guinea in beiden Assays getestet.

3. 8. 1. Inhibition mit synthetischen Peptiden

In diesem Versuch wurde analysiert, wie die Lassa-Virus GP-vermittelte Zell-Zellfusion

und Infektiositdt von rPT-Partikeln durch synthetische Peptide beeinflusst wird. Dazu

wurden Peptide verwendet, die den beiden postulierten Lassa-Virus FPS und der
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C-terminalen Alpha-Helix (CPI-Helix) entsprechen. Von einem I-FPS-Peptidanalogon
wurde berichtet, dass es Liposomen fusionierte (Glushakova et al. 1991), und das CPI-
Helix-Analogon T-20 des HIV Fusionsproteins gp41 ist ein potenter Fusionshemmer
(Kap. 1. 7. 7., Kilby et al. 1998).

Im RZZFA wurden die Analoga beider postulierter Lassa-Virus FPS jeweils in
mikromolaren Konzentrationen sowohl wihrend als auch 24 h nach dem pH-Shift mit
den Zellen inkubiert. Abb. 24 zeigt, dass beide Peptide in den getesteten
Konzentrationen keine Wirkung im Vergleich zu pH-geshifteten aber ohne Peptid

inkubierten Zellen auf die Zell-Zellfusion hatten.
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Abb. 24: Einfluss von synthetischen Lassa-Virus FPS-Analoga auf die Zell-Zellfusion. Die auf der
Abszisse angegebenen mikromolaren Konzentrationen der synthetischen N-FPS- und I-FPS-Peptide
wurden wihrend und 24 h nach pH-4.0-Shift im RZZFA mit den Lassa-Virus GP- und HIV-1 Tat- bzw.
LTR-B-gal-(ko)transfizierten Zellen inkubiert. Ansitze ohne Peptide, jedoch mit entsprechenden Mengen
DMSO (pos), und Ansitze ohne GP-Transfektion, jedoch mit je 5 uM N- und I-FPS-Peptid (neg), wurden
als Kontrollansitze getestet. Der ,,pos“-Ansatz wurde dabei auf pH 4.0 geshiftet, wihrend der ,,neg“-
Ansatz mit pH 7.0 inkubiert wurde. Gezeigt ist das Ergebnis eines reprisentativen Experiments von
Dreifachansitzen von drei unabhiingigen Experimenten (Balken: eine Standardabweichung).

Die Inhibitionsexperimente mit Lassa-Virus Wildtyp-GP-exprimierenden rPT wurden
ebenfalls mit den N- und I-FPS-Peptidanaloga in den entsprechenden Konzentrationen
durchgefiihrt. Dabei wurden Vero-Zellen mit den Peptiden sowohl 1 h vor als auch
wihrend der Infektion inkubiert. Abb. 25 zeigt das Ergebnis eines repridsentativen

Experiments aus Dreifachansétzen.
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Abb. 25: Einfluss von synthetischen Lassa-Virus FPS-Analoga auf die rPT-Infektion. Die
angegebenen mikromolaren Konzentrationen der synthetischen N-FPS- und I-FPS-Peptide wurden
sowohl 1 h vor als auch wihrend der gesamten Dauer der rPT-Infektion inkubiert. Ansédtze ohne Peptide,
jedoch mit entsprechenden Mengen DMSO (pos) und Ansitze mit Leervektor-pseudotypisierten rPT mit
je SUMN- und I-FPS-Peptid (neg), wurden als Kontrollansitze getestet. Das Ergebnis eines
reprasentativen Experiments von Dreifachansidtzen von drei unabhingigen Experimenten ist gezeigt
(Balken: eine Standardabweichung).

Fiir beide FPS-Analoga konnte weder ein Effekt auf die Zell-Zellfusion noch auf die
rPT-Infektiositit beobachtet werden.

Das CPI-Helix-Analogon mit der Sequenz DDIEQQADNMITEMLQKEYMERQ
wurde entsprechend den FPS-Peptiden im RZZFA und im rPT-Infektionsassay
verwendet. Abb. 26 und 27 zeigen die beobachteten Effekte von unterschiedlichen

Konzentrationen des Peptids (von 350 nM bis 35 uM) in beiden Assay-Systemen.
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Abb. 26: Einfluss des synthetischen Lassa-Virus CPI-Helix-Analogons auf die Zell-Zellfusion. Die
angegebenen Konzentrationen des synthetischen Peptids wurden wihrend und 24 h nach pH-Shift im
RZZFA mit den Lassa-Virus GP- und HIV-1 Tat- bzw. LTR-B-gal-(ko)transfizierten Zellen inkubiert.
Ansitze ohne Peptide, jedoch mit der entsprechend grofiten Menge DMSO (pos) und Ansédtze ohne GP-
Transfektion, jedoch mit je 35 uM Peptid (neg), wurden als Kontrollansitze getestet. Das Ergebnis eines
reprasentativen Experiments von Dreifachansidtzen von drei unabhingigen Experimenten ist gezeigt
(Balken: eine Standardabweichung).

Extinktion [570 nm]
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Abb. 27: Einfluss des synthetischen Lassa-Virus CPI-Helix-Analogons auf die rPT-Infektion. Die
angegebenen Konzentrationen des CPI-Helix-Analogons wurden sowohl 1 h vor als auch wiéhrend der
gesamten Dauer der rPT-Infektion inkubiert. Ansédtze ohne Peptid jedoch mit der entsprechend grofiten
Menge DMSO (pos) und Ansitze mit Leervektor-pseudotypisierten rPT mit 35 uM Peptid (neg) wurden
als Kontrollansitze getestet. Das Ergebnis eines reprisentativen Experiments von Dreifachansitzen von
drei unabhéngigen Experimenten ist gezeigt (Balken: eine Standardabweichung).

3. 8. 2. Inhibition mit Seren von Lassafieberpatienten

Versuche, die arenavirusinduzierte Zell-Zellfusion zu inhibieren wurden fiir Seren von
Junin-Virusinfizierten beschrieben (Castilla et al. 2005). Hier wurden Seren von
Personen aus Guinea, die eine Lassa-Virusinfektion erlitten hatten, auf ihre Effekte auf
die Zell-Zellfusion und die rPT-Infektiositédt getestet. Die Seren stammten von gesunden
Probanden, bei denen eine abgelaufene Lassa-Virusinfektion serologisch nachgewiesen
worden war (ter Meulen et al. 2000 und 2004).

Die Seren wurden, wie oben fiir die synthetischen Peptide beschrieben, in den beiden
Assays eingesetzt, wobei 1:20-Verdiinnungen der Seren in den entsprechenden
Zellmedien verwendet wurden. Abb. 28 und 29 zeigen die Effekte der Seren auf die
Zell-Zellfusion, und Abb. 30 zeigt deren Effekte auf die rPT-Infektiositit von Lassa-
Virus GP-pseudotypisierten MLV-Partikeln.
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Abb. 28: Hemmung der Lassa-Virus GP-induzierten Zell-Zellfusion mit humanen Seren. Die
Reportergenaktivitdt im RZZFA nach Lassa-Virus GP-Transfektion wurde nach pH-4.0-Shift ohne Serum
(pos), ohne GP-Transfektion (neg) oder in Gegenwart von 1:20-verdinnten, humanen Seren der auf der
Abszisse benannten Serenspender durchgefiihrt. Die Benennungen der Seren erfolgte gemaR friher
veroffentlichter Daten mit den dabei zuletzt 1999 bestimmten anti-Lassa-Virus-NP-Titern (ter Meulen et
al. 2000). Gezeigt ist ein reprasentatives Experiment von dreien, die jeweils in Dreifachansatzen
durchgefiihrt wurden (Balken: eine Standardabweichung). Anmerkung: Das mit Kékoura
gekennzeichnete Serum wies im Lassa-Virus Neutralisationstest einen Titer von 1:80 auf (ter Meulen et
al. 2004).

Drei Seren, die im RZZFA unterschiedliche Effekte auf die Lassa-Virus Wildtyp-GP-
induzierte Zell-Zellfusion bewirkten (komplette Inhibition (Kékoura), 50%ige
Inhibition (8-1-10) und keine Inhibition (1. B. F.)), wurden im nachfolgend dargestellten
Experiment verwendet, um das oben beschriebene einzigartige Fusions- und
Infektionsverhalten der vier FPS-Mutanten G276A, W283A, G294A und V298A
genauer zu untersuchen. Diese Mutanten zeigten zwar Zell-Zellfusion (geringer als der
Wildtyp, Kap. 3. 6.), in rPT-Partikel inkorporiert jedoch, zeigten sie lediglich in
Gegenwart von Polybrene Transduktion von Vero-Zellen (Kap. 3. 7. 5.). Daher lag die
Vermutung nahe, dass die rPT-Infektion dieser Mutanten bereits an einem Schritt vor
der Fusion, mutmalilich der Rezeptorbindung, durch die eingebrachten Mutationen
beeinflusst sein konnte. Daher wurden diese Mutanten mit folgenden humanen
Lassafieberpatientenseren, wie oben fir Wildtyp-GP beschrieben, im RZZFA-
Inhibitionsexperiment eingesetzt: Serum A (Kékoura), Serum B (Patient 8-1-10) und

Serum C (1. B. F.). Abb. 29 zeigt das Ergebnis dieses Experiments.
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Abb. 29: Effekte humaner Seren auf die Lassa-Virus GP-induzierte Zell-Zellfusion der FPS-
Mutanten G276A, W283A, G294A und V298A. Die auf der Abszisse bezeichneten Lassa-Virus GP-
Mutanten sowie der Wildtyp und die Leervektorkontrolle wurden analog der Beschreibung zu Abb. 28 im
RZZFA eingesetzt und mit drei humanen Lassafieberpatientenseren wéhrend und nach dem pH-4.0-Shift
inkubiert. Die Balken zeigen die gemessenen Reportergenaktivititen als Extinktion bei 570 nm im
RZZFA. Die Benennung der einzelnen Ansétze ist iiber dem Diagramm dargestellt, wobei die Seren
folgendermafien bezeichnet sind: Serum A (Kékoura), Serum B (8-1-10), Serum C (I. B. F.), siche
Erlduterung zu Abb. 28. Gezeigt ist ein reprisentatives Experiment von dreien, die jeweils in
Dreifachansitzen durchgefiihrt wurden (Balken: eine Standardabweichung).

Die drei getesteten Seren zeigten keinen Einfluss auf die Zell-Zellfusion der jeweiligen
Lassa-Virus FPS-Mutanten. Lediglich das Serum von Patient 8-1-10 zeigte eine ca.

60%ige Inhibition der V298 A-induzierten Zell-Zellfusion.
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Abb. 30: Effekte humaner Seren auf die Lassa-Virus GP-vermittelte rPT-Infektiositat. Die B-gal-
Reportengenaktivitdt nach Infektion mit Lassa-Virus GP-dekorierten rPT wurde ohne Serum (pos), nach
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Infektion mit undekorierten rPT (neg), oder in Gegenwart von 1:20-verdiinnten Seren von Lassa-
Virusinfizierten bestimmt. Dabei wurden die Seren 1 h vor der Infektion und wéhrend der gesamten
Dauer der Infektion mit den Seren inkubiert und die B-gal-Aktivitit 2 d nach Infektion bestimmt. Die
Benennung der Seren und der anti-Lassa-Virus-NP-Titer erfolgte wie im Text zu Abb. 28 beschrieben.
Gezeigt ist ein reprisentatives Experiment von dreien, die jeweils in Dreifachansitzen durchgefiihrt
wurden (Balken: eine Standardabweichung).

Fiir wildtypisches Lassa-Virus GP lassen sich die Inhibitionsstudien mit den Lassa-
fieberpatientenseren wie folgt zusammenfassen: Diese Seren zeigten weder einen Effekt
auf die Zell-Zellfusion noch auf die rPT-Infektiositat: 2-4-31, 8-2-24, 10-3-35 und
I.B.F. Demgegeniiber zeigten folgende Seren eine hemmende Wirkung auf die Zell-
Zellfusion: 1-2-19, 8-1-10, 9-2-15, 10-2-22, 13-5-27 und Kékoura. Im rPT-
Infektionsassay jedoch zeigten diese fusionshemmenden Seren und das Serum mit
nachgewiesenen neutralisierenden Antikorpern (Kékoura) nur eine geringe, jedoch

nichtsignifikante, Reduktion der Infektiositit im Vergleich zum Wildtyp.

90



DISKUSSION

4. DISKUSSION

Anhand der hier vorgestellten Testsysteme und den daraus gewonnenen Ergebnissen
werden nachfolgend vier wichtige Punkte des molekularen Lassa-Viruseintritts-
mechanismus diskutiert: (i) die Bedeutung der beobachteten Unterschiede zwischen
Altwelt- und Neuwelt-Arenaviren im RZZFA, (ii) die Bedeutung des extrem niedrigen
pH-Wertes zur Induktion der Fusion, (iii) die Bedeutung der FPS-Mutationsanalyse
sowie ein daraus entwickeltes Modell des Lassa-Viruseintritts und (iv) die Bedeutung

der Inhibitionsstudien.

4. 1. Unterschiede zwischen Alt- und Neuwelt-Arenaviren beim Zelleintritt

Altwelt- und Neuwelt-Arenaviren scheinen unterschiedliche Zelleintrittsmechanismen
aufzuweisen, da das GP des Junin-Neuwelt-Arenavirus Zellfusion bei einem weniger
sauren pH-Wert ausloste, als dies bei den GP der Altwelt-Arenaviren von Lassa- und
LCM-Virus der Fall war.

Auch in anderen Aspekten des viralen Replikationszyklus scheinen wichtige
Unterschiede zwischen Altwelt- und Neuwelt-Arenaviren zu bestehen. Ein wesentlicher
Unterschied liegt in der Nutzung verschiedener Rezeptoren als erstem Schritt in der
Virus-Wirtszellinteraktion. So nutzen alle Altwelt-, jedoch nur die Neuwelt-Arenaviren
der Untergruppe C, a-DG als zelluldren Rezeptor, wohingegen die humanpathogenen
Neuwelt-Arenaviren der Untergruppen A und B (zu der alle himorrhagischen Neuwelt-
Arenaviren zédhlen) Zellen ohne a-DG-Expression infizieren konnen (Spiropoulou et al.
2002). Neuere Arbeiten zeigten zusitzlich, dass a-DG nicht der einzige Rezeptor zu
sein scheint, den oben erwihnte Arenaviren nutzen. Es zeigte sich, dass mit LCMV-
Cl113-GP-pseudotypsierte MLV-Partikel Zellen unabhingig von a-DG infizieren
konnten. Dieser Befund kontrastierte friihere Befunde, die besagten, dass LCMV-CI113
a-DG-Knock-out-Zellen nicht infizieren konnte, was dafiir spricht, dass LCMV-CI13
mindestens einen weiteren Rezeptor aufweist, den die Zellen aus den
Infektionsexperimenten der fritheren Arbeit nicht trugen (Kunz et al. 2005; Reignier et
al. 2006). Fiir Lassa-Virus GP konnte jedoch sowohl im Viruskontext als auch in rPT-
Partikel inkorporiert gezeigt werden, dass a-DG absolut notwendig fiir die Infektion ist.
Daher ist fraglich, ob auch Lassa-Viren einen weiteren Rezeptor zum Infizieren nutzen

(Kunz et al. 2005, Reignier et al. 2006). Fiir die himorrhagischen Neuwelt-Arenaviren
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wurde bei Infektionsexperimenten mit MLV-basierenden rPT beobachtet, dass diese ein
a-DG-unabhiéngiges Infektionsmuster zeigten und viele verschiedene Maéuse- und
Human-Zelllinien infizieren konnten, darunter Lymphozyten (Reignier et al. 2006).

Ein weiterer wichtiger Unterscheid zwischen Altwelt- und Neuwelt-Arenaviren besteht
bei der ,sichtbaren Zellfusion® (Synzytien- oder Polykaryonbildung). Wohingegen
Junin-Virusinfektion zur Synzytienbildung in Vero-Zellen fiihrte (Castilla et al. 1994),
filhrte eine LCMV-Infektion (Stamm Arm-4) von BHK21-Zellen nicht zur
Synzytienbildung (Di Simone et al. 1994). Di Simone et al. diskutieren, dass LCMV
insgesamt wohl ein eher schwaches Fusogen sei, was durch die in dieser Arbeit
durchgefiihrten Vergleiche der Hydrophobizititen der postulierten Arenavirus-FPS mit
denen des Influenza-Virus HA2-N-Terminus gestiitzt wird. Im Vergleich zum HA2-N-
Terminus zeigten die postulierten FPS von Lassa- und LCM-Virus ndmlich ein deutlich
kleineres hydrophobes Moment (0.44 [Lassa], 2.11 [LCMV], 1.12 [Junin] sowie 2.35
[Influenza], s. Tab. 3). Auch Lassa-Virusinfektion von Vero-Zellen mit bis zu 3.0 moi
fiihrte nicht zur Synzytienbildung (personliche Beobachtung von O. Lenz). Aufgrund
der publizierten Daten und unserer Beobachtungen lédsst sich spekulieren, dass die

Membranfusion bei Arenaviren in verschiedenen Untergruppen unterschiedlich verladuft.

4. 2. Ort der Fusion von Virus und Wirtszellmembran

Die Mutationsanalyse der mittels des RZZFA simulierten Fusionsreaktion des Lassa-
Virus GP zeigte, dass die virale Fusion ein GP-2-abhingiger Prozess ist und dass das
GP-2 das Fusionsprotein des Lassa-Virus ist. Ein vergleichbares Testsystem fiir die
Virus-Zellfusion wurde fiir Arenaviren bisher nur fiir Neuwelt-, nicht jedoch fiir
Altwelt-Arenaviren etabliert (York er al. 2004). Die dabei gefundenen Daten zeigten,
dass Junin-Virus bei pH 5.0 fusionierte. In der hier durchgefiihrten Studie jedoch wurde
beobachtet, dass die Altwelt-Arenavirus GP-induzierte Membranfusion erst bei
pH-Werten unterhalb pH 4.5 stattfand, das Optimum bei pH 4.0 erreichend.

Neben den Unterschieden zur Junin-Virusfusion steht dieser Befund auch im Gegensatz
zu bisherigen experimentellen Daten, die besagten, dass Arenaviren nach endosomaler
Aufnahme mit endosomalen Membranen bei pH-Werten von ca. 5.5 fusionieren (Di
Simone et al. 1995). Allerdings konnte im RZZFA nach einem pH-5.5-Shift keine

Arenavirus GP-induzierte Zell-Zellfusion beobachtet werden.
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Die iiberraschend niedrigen pH-Werte, die zur Auslosung von LCM- und Lassa-Virus
GP-vermittelter Fusion erforderlich sind, wurden bisher fiir virale Typ I Fusionsproteine
noch nicht beobachtet. Jedoch zeigten die Befunde von Glushakova et al. (1992) und Di
Simone et al. (1995), dass bei Dequenching-Experimenten mit einem Lassa-Virus
[-FPS-Peptid (Glushakova) sowie mit fluoreszenzmarkierten LCM-Viren (Di Simone),
der Dequenching-Prozess zwar bei pH 5.5 beobachtet werden konnte, er allerdings bei
pH 4.5 jeweils am stidrksten war. Da pH 4.5 als physiologisch nicht relevant angesehen
wurde, wurde eine weiterfiihrende Kinetik des LCMV-induzierten Dequenchings bei
pH 5.3 durchgefiihrt, weil dieser am besten zum vermuteten Modell der endosomalen
Fusion passte (Di Simone et al. 1995).

Der hier vorgestellte RZZFA stellt ein Modellsystem fiir die Virus-Zellmembranfusion
dar, und das saure Milieu der Endosomen/Lysosomen konnte durch unterschiedliche
pH-Shift-Medien simuliert werden. Dabei zeigte sich, dass das Lassa-Virus GP-2 einen
pH-Wert von < 4.5 benétigt, um fusionsaktiv zu werden. Um die Giiltigkeit des Assays
zu untersuchen, wurden daher die Glykoproteine anderer Viren verwendet, von denen
die pH-Optima der Fusion bereits bestimmt waren. Dass Junin-Virus GP und Influenza-
Virus HA bei typischen endosomalen pH-Werten fusionierten, zeigt, dass der RZZFA
valide Daten liefert.

Die pH-Werte in endosomalen Kompartimenten reichen von pH 6.3 in frithen
Endosomen bis pH 3.8 in Lysosomen (Maxfield und Yamashiro 1991). Zelluldre
Kompartimente, die iiber einen pH-Wert verfiigen, mit dem im hier etablierten System
Lassa-Virus GP-induzierte Fusion ausgelost wurde, sind Lysosomen. Diese weisen pH-
Werte von 3.8 bis 4.8 auf (Van Dyke 1996).

Wichtig sind in diesem Zusammenhang auch Befunde von Sakai et al., die die
Influenza-Virus HA2-induzierte Fusion untersuchten (2006). Dabei wurde festgestellt,
dass eine Widerspriichlichkeit existiert zwischen endosomalen und optimalen pH-
Werten fiir die biologische Aktivitit des HA2. Influenza-Viren fusionierten bereits in
friihen Endosomen (pH 6.3), obwohl das pH-Optimum der HA2-induzierten
Fusionsreaktion in rekombinanten Fusionsassays zwischen 5.25 und 5.75 (fiir
unterschiedliche HA-Subtypen) beobachtet wurde (Huang et al. 1981; White et al
1982). Interessant ist dabei auch, dass die Genauigkeit von pH-Werten in frithen
Endosomen mit Vorsicht zu bewerten ist: Ein pH 6.0 entspricht lediglich zwei bis drei

Protonen in kleinen Endosomen (200 nm Durchmesser) (Sakai et al. 2006).
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Die in dieser Arbeit erhobenen Befunde deuten darauf hin, dass das Lassa-Virus spit im
endosomalen Pathway, evtl. sogar in Lysosomen, fusioniert. Falls die Fusion in
Lysosomen stattfindet, miisste das Virus resistent gegen die dort stattfindende
Proteolyse sein. Dies wire vereinbar mit dem hohen Glykosylierungsgrad der
Glykoproteine (11 N-Glykosylierungsstellen), der deren Degradation verhindern kdnnte
(Eichler et al. 2006).

Weiterhin lieBe sich spekulieren, dass das Lassa-Virus GP-2 nach Transit in die
Lysosomen gespalten wird. Dort sind bestimmte Cystein-Proteasen (Cathepsine)
resident, von denen unter anderem gezeigt wurde, dass sie fiir den Ebola-Viruseintritt in
Zellen unabdingbar sind. Uber die subzellulire Verteilung von Cathepsinen existieren
Studien mit Monozyten, die zeigten, dass die beiden Cathepsine CatB und CatL in den
Lysosomen residieren, wohingegen CatS in spdten Endosomen lokalisiert ist (Schmid et
al. 2002, Greiner et al. 2003). Fiir CatB und CatL wurde mit Gen-Knock-out-Zellen und
mit spezifischen CatB- und CatL-Inhibitoren gezeigt, dass diese fiir den Ebola-
Viruseintritt in infizierte Zellen benotigt werden. Mit Ebola-Virus GP-pseudotypisierte
VSV-Partikel konnten CatB- und CatL-Knock-Out-Zellen nicht infizieren, wohingegen
CatB**- und CatL"*-Zellen infizierbar waren (Chandran et al. 2005). Auch fiir das
Fusionsprotein S des SARS-Coronavirus (SARS-CoV) wurde beschrieben, dass dieses
durch CatL-Behandlung (nicht jedoch durch CatB-Behandlung) fusionsaktiviert wird. In
einem Pseudotypen-Fusionsassay, bei dem SARS-CoV-S-(SARS-CoV-Fusionsprotein)-
Pseudotypen mit ACE-2-(SARS-CoV-Rezeptor)-Pseudotypen fusioniert wurden,
erfolgte die Fusion nur nach pH-abhédngiger CatL-Behandlung der Pseudotypen (pH-
Optimum bei pH 5.0) (Simmons et al. 2005).

Dass Viren erst nach endosomaler Aufnahme und Transit in Lysosomen mit der
Wirtszelle fusionieren, wurde bisher nur fiir Reoviren beschrieben (Chandran et al.
1999). Reoviren sind nichtumhiillte Vogel- und Séugetierpathogene mit
doppelstringigem RNA-Genom. Ihre Hiille besteht hauptsidchlich aus den beiden
Proteinen ul und o3, wobei letzteres das Fusionsprotein darstellt (Shmulevitz et al.
2004). Neben der lysosomalen Aufnahme konnen Reoviren aber auch pH-unabhingig
und ohne endosomale Aufnahme mit der Plasmamembran fusionieren und Zellen somit
infizieren (Nibert et al. 1996).

Fiir das Lassa-Virus wire jedoch neben der lysosomalen Aufnahme auch denkbar, dass
bestimmte zelluldre Faktoren frither im endosomalen Pathway mit Lassa-Virus GP-2

interagieren und dieses somit bereits bei weniger saurem pH-Wert fusionskompetent
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machen konnten. Dies konnten beispielsweise Rab-Proteine oder endosomale
Cathepsine sein (siche oben). Auch eine Interaktion mit Proteinen des endosomalen
,,Vesucular-Protein-Sorting-Pathways* (wie z.B. der AAA-ATPase hVsp4 oder dem
Mannose-6-Phosphat-Rezeptor) wire denkbar, wie sie als essentiell fiir den Influenza-
Viruseintritt beschrieben wurde (Khor et al. 2003).

Ob Lassa-Viren allerdings wirklich erst nach endosomaler Aufnahme und Transit in die
Lysosomen Zellen betreten, wurde hier nicht untersucht. Weiterfithrende Studien dazu,
etwa mittels Koimmunfluoreszenzmikroskopie von lysosomalen Markerproteinen mit
GP, wiren dazu notig. Ebenso wiirden Studien zur Cathepsin-Hemmung, dhnlich den

oben beschriebenen, eine Klidrung dieser Frage voranbringen.

4. 3. FPS-Mutationsanalyse / Fusionsmodell

Im Allgemeinen sind FPS reich an hydrophoben AS sowie an Alanin- und Glyzin-
Resten. In dieser Arbeit wurden hydrophobe AS in den postulieren Lassa-Virus FPS
gegen Alanin ausgetauscht, da Alanin eine Alpha-Helix-formende Tendenz zeigt, und
so der Effekt der Mutationen auf die Struktur des FPS im GP-2 minimiert wurde (Lyu et
al. 1990).

Das FEinfiihren von Alanin-Austauschmutationen in die FPS-Doménen des Lassa-Virus
GP-2 fiihrte zu vielfdltigen Auswirkungen: Mutanten, deren Reifespaltungen
beeintrichtigt waren, Mutanten, die nicht mehr an die Zelloberfliche transportiert
wurden, Mutanten, deren Fusogenitit verloren ging oder stark abgeschwicht wurde und
Mutanten, deren Infektiositidt in rPT reduziert wurde oder komplett verloren ging. Die
Ergebnisse der Mutationsanalyse miissen daher vorsichtig diskutiert werden, und
letztlich kann man nicht immer ausschlieBen, dass eventuell weitere Einfliisse die
Funktionen der GP-2-Mutanten verdndert haben konnten (z. B. unterschiedliche
Proteinfaltungen und damit einhergehende Strukturverdnderungen oder Veridnderungen
der Wechselwirkungen mit benachbarten Proteindoménen). Insgesamt gesehen scheinen
die postulierten, fusionsaktiven Dominen des Lassa-Virus jedoch sehr sensitiv fiir
Mutationen zu sein, was auch der hohe Konservierungsgrad dieser Regionen innerhalb
der Arenaviridae unterstreicht (vgl. Tab. 3). Da die hohe Konservierung und
Mutationssensivitit auch ein positives Kriterium der FPS-Identifikation darstellt (Epand
2003), unterstreichen die beobachteten Ergebnisse, dass der gesamte N-Terminus des

GP-2 bzw. beide postulierten FPS tatsédchlich die Fusionsdoméinen sind.
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4. 3. 1. FPS-Analyse

Mutationsanalysen von viralen FPS liefern wichtige Erkenntnisse iiber den
Fusionsprozess der betreffenden Viren. Nachfolgend sind einige wichtige Parameter der
Virus-Zellfusion beschrieben, die durch Mutationsanalysen ermittelt wurden.

Glyzin- zu Alanin-Mutationen in den FPS der Paramyxoviren Simian-Virus 35,
Newcastle-Disease-Virus und des humanen Parainfluenza-Virus-Typ-3 erzeugten
Virusmutanten, die im Vergleich zum jeweiligen Wildtyp verstirkte Zell-Zellfusion
erzeugten (Russell er al. 2004). Glyzin-Reste scheinen beim Fusionsprozess generell
eine wichtige Rolle zu spielen. Mutationsanalysen im Influenza-Virus HA2, bei denen
die Glyzin-Reste der Positionen eins und vier gegen Glutaminsdure ausgetauscht
wurden, ergaben, dass die resultierenden Mutanten entweder keine Fusion mehr zeigten
(G1E) oder eine verringerte Fusion mit erhohtem pH-Schwellenwert — pH 5.6 anstatt
pH 5.2 — (G4E) im Vergleich zum Wildtyp aufwiesen (Gething et al. 1986). Position
eins des Influenza-Virus FPS wurde in weiteren Studien gegen sechs verschiedene AS
ausgetauscht (Alanin, Serin, Valin, Glutaminsidure, Glutamin und Lysin). Dabei konnten
neben dem Wildtyp nur die Alanin- und die Serin-Mutanten Lipidmixing erzeugen
(Ubergang eines lipidloslichen Farbstoffes aus dem Membranraum einer Zelle in den
Membranraum einer anderen; Erzeugung der Hemifusion), und nur der Wildtyp und die
Alanin-Mutante konnten komplette Fusion erzeugen (Ubergang eines wasserloslichen
Farbstoffs von einer Zelle in die andere). Somit konnte die G1S-Mutante als
Hemifusionsphédnotyp postuliert werden (Qiao et al. 1999). Bei Analysen mit
synthetischen Peptiden des Influenza-Virus FPS wurden durch Einzel-AS-
Austauschmutationen der hydrophoben AS an Position drei (Phenylalanin) und Position
sieben (Alanin) zu Glutaminsdure Mutanten erzeugt, deren Membranpenetrationstiefe
im Vergleich zum Wildtyp geringer war (Kantchev et al. 2004).

Um beide putativen Lassa-Virus FPS-Kandidaten im GP-2 (N-FPS und I-FPS)
hinsichtlich ihrer Rolle beim Fusionsprozess zu untersuchen, wurde in dieser Arbeit
eine Mutationsanalyse durchgefiihrt, bei der hydrophobe AS in beiden FPS ausgetauscht
wurden. Dabei konnten vier Mutanten identifiziert werden, die aufgrund ineffizienter
Reifespaltung und darauf folgendem fehlendem Oberfldchentransport weder Fusion
zeigten noch Infektiositdt vermittelten: T261A im N-FPS sowie M284A, L.285A und
F293A im I-FPS. Vier Mutanten — lokalisiert in beiden FPS — wurden identifiziert,

welche alle 1im  Vergleich zum  Wildtyp verdnderte  Reifespaltung,
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Zelloberflachenexpression, Fusogenitit und Infektiositit zeigten (F262, L266, 1286,
C292). Diese Mutanten wiesen zwar eine dem Wildtyp #dhnliche Reifespaltung auf,
GP-2 konnte allerdings bei keiner dieser Mutanten an der Zelloberflache nachgewiesen
werden. Moglicherweise haben diese Mutanten Konformationsdnderungen, oder sie
konnen nicht mehr an Chaperone binden, wie beispielsweise das Signalpeptid des GP
(Kap. 1. 6. 7., Eichler et al. 2003a).

Folgende Mutanten zeigten trotz wildtypischer  Reifespaltung und
Zelloberflachenexpression beeintridchtigte Fusion: zwei Mutationen im N-FPS (G260A
und W264A) und acht Mutationen im I[-FPS (G276A, G277A, Y278A, L280A,
W283A, L290A, G294A, V298A). Dabei liel sich feststellen, dass diese
fusionsreduzierenden Auswirkungen auf aromatische AS-Reste am ausgeprigtesten
waren. Im rPT-Assay zeigten G260A und L290A sowohl mit als auch ohne Polybrene
Transduktion von Vero-Zellen, wohingegen G276A, W283A, G294A und V298A nur
in Gegenwart von Polybrene transduzierten. Dies ldsst vermuten, dass diese vier I-FPS-
Mutationen nicht nur die Fusion, sondern auch Schritte vor der Fusion, moglicherweise
bereits bei der Rezeptorbindung, beeinflussen. Polybrene erhohte in den hier
durchgefiihrten rPT-Transduktionsexperimenten durch die Neutralisierung elektrischer
Ladungen der Zelloberflidche die rPT-Adsorption an die Zellen (Davis et al. 2004). Da
dieser Effekt rezeptorunabhingig ist (Davis et al. 2002), konnte bei den erwihnten
Mutanten die Gegenwart von Polybrene dazu fiihren, dass trotz gestorter
Rezeptorbindung eine Transduktion von Vero-Zellen moglich ist.

Demgegeniiber zeigte die Mutante G271A, die zwischen beiden FPS lokalisiert ist, ca.
60% Zellfusion im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 18) und im rPT-Assay in Gegenwart
von Polybrene eine dem Wildtyp vergleichbare Infektiositit, welche ohne
Polybrenezugabe sogar hoher als diejenige des Wildtyps war (Abb. 23). Diese
Hyperinfektiositit konnte damit erklédrt werden, dass im rPT-Assay moglicherweise eine
starkere Bindung von G271A an o-DG als beim Wildtyp erfolgte. G271A fusionierte
dann moglicherweise weniger stark als der Wildtyp, allerdings waren relativ zum
Wildtyp mehr rPT-Partikel an Vero-Zellen gebunden. Fiir Ebola-Virus GP-2-Mutanten,
bei denen Alanin-Austausche in den C- und N-terminalen Alpha-Helices durchgefiihrt
wurden, wurde gezeigt, dass die Mutante L585A eine 1,5fach stidrkere Bindung an ein
anti-Ebola-GP-2-Kaninchen-Serum als der Wildtyp aufwies, wenn diese als
rekombinante Proteine exprimiert wurden. Bei Infektionsstudien mit VSV-Pseudotypen,

welche mit den Ebola-Virus GP-2-Mutanten dekoriert waren, zeigte L585A eine
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dementsprechend groere Infektiositit als der Wildtyp (Watanabe et al. 2000). In
Gegenwart von Polybrene zeigte die Lassa-Virus FPS-Mutante G271A dann die gleiche
rPT-Infektiositdt wie der Wildtyp, weil Polybrene die moglicherweise stirkere
Rezeptorbindung durch Ladungsneutralisierung der Zelloberflichen reduziert haben
konnte (Davis et al. 2004).

Mindestens vier wichtige Mutanten wurden hier identifiziert, die bei 100%iger
Konservierung innerhalb der Altwelt- und Neuwelt-Arenaviren und trotz dem Wildtyp
vergleichbarer Spaltung und Oberflachenexpression keine Fusion zeigten: W264A im
N-FPS sowie G277A, Y278A und L280A im I-FPS. Diese stellen deshalb
entscheidende AS-Position fiir den Fusionsprozess dar und legen den Schluss nahe, dass
beide FPS-Regionen am Fusionsprozess beteiligt sind.

Viren mit zwei FPS wurden bereits beschrieben (Peisajovich und Shai 2003). So wurde
fiir das Sendai-Virus (SV), ein RNA-Virus aus der Familie der Paramyxoviridae,
postuliert, dass dieses ebenfalls iiber mehrere Fusionsdominen verfiigt. Fiir das
fusionsaktive Oberflichenglykoprotein F; des SV, welches ebenfalls durch
Reifespaltung eines inaktiven Vorldufers generiert wird, wurde eine Organisation
postuliert, wie fiir Typ I Fusionsproteine beschrieben. Zusitzlich zum N-FPS wurde ein
I-FPS nachfolgend der N-terminalen Heptad-Repeat-Helix charakterisiert. Peptide, die
die AS-Sequenz dieser Region aufwiesen, zeigten neben der Fihigkeit zur Fusion von
unilamellaren Vesikeln auch die Fihigkeit SV-Infektion zu hemmen, wahrscheinlich
durch Blockierung der Konformationsinderungen im Fusionsprotein (vgl. auch Kap.
4.4.). Neuere Studien zeigten des Weiteren eine zusitzliche fusionsaktive Doméine im
F,-Protein von SV (Peisajovich et al. 2002). Eine Region, direkt auf das N-FPS folgend
und vor der N-terminalen Heptad-Repeat-Helix liegend, =zeigte Fusion von
unilamellaren Vesikeln, und zwar mit gleicher Stirke wie das N-FPS allein. Ein Peptid,
das die AS-Sequenz beider fusionsaktiver Regionen aufwies (das N-FPS und die
folgende Region, exklusive Helix-Region), zeigte eine noch hohere Fusionsaktivitit als
beide Regionen fiir sich allein genommen. Diese Befunde lieen auf eine Beteiligung
beider Doménen am Fusionsprozess schlieBen. Da die dem N-FPS folgende
fusionsaktive Region weniger hydrophob war als das N-FPS selbst, wurde allerdings
spekuliert, dass keine direkte Interaktion dieser Region mit der Membran stattfinden
konnte (Peisajovich et al. 2002). Dennoch verdeutlichen diese Studien, dass mehrere
Regionen eines viralen Fusionsproteins an den komplexen Prozessen wihrend der

Membranfusion beteiligt sind.
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4. 3. 2. Fusionsmodell

Nach der pH-abhidngigen Aktivierung des Lassa-Virus Fusionsproteins GP-2 konnte
dieses laut den hier vorgestellten Daten mit beiden FPS in die Zielzellmembran
inserieren und so den Fusionsprozess von Virus- und Zielzellmembran initiieren. Die
Insertion der beiden FPS ist der Ausloser fiir weitere Konformationsidnderungen des
GP-2, die nachfolgend den Fusionsprozess vollenden (Kap. 1. 7. 6.). In Abb. 31 ist

schematisch dargestellt, wie die Doppel-FPS-Membraninsertion stattfinden konnte.

TGP-2 C-Terminus

b

XIPH-1ydury
XIPH-IdD

Zielzellmembran

Abb. 31: Schematische Darstellung des moglichen Penetrationsmechanismus des Lassa-Virus GP-2
in die Zielzellmembran. GP-2 (hier aus Griinden der Ubersichtlichkeit als Monomer abgebildet; in vivo
Trimer oder Tetramer) liegt wihrend der Membranfusion C-terminal in der Virusmembran verankert vor,
wihrend der N-Terminus in die Zielzellmembran eindringt. Dabei inseriert womoglich sowohl das N-FPS
(gelbes Rechteck) als auch das I-FPS (hellblaues Rechteck) direkt in die Membran. Der zwischen den
FPS gelegene hydrophile Teil ist nicht in die Membran inseriert, und aufgrund eines zentralen Prolin-
Restes mit Knick dargestellt (rote Linie). Die beiden a-Helices mit Heptad-Wiederholung (Amphi- bzw.
CPI-Helix) liegen antiparallel zueinander (griine Rechtecke), wobei sie in vivo als trimerer Komplex ein
stabiles Sechs-Helix-Biindel ausbilden, das den fusogenen Zustand des GP-2 stabilisiert. Der zwischen
den Membranen gelegene antigenische Apex mit vier N-Glysylierungsstellen (Dreizacke) ist angedeutet.
Die blauen Sterne in den FPS zeigen die AS-Positionen an, die in der vorliegenden Arbeit als wichtige
Fusionsdeterminanden bestimmt wurden (W264A, G277A, Y278A und L280A). Abb. angelehnt an Lai et
al. 2006.
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Dass die Region zwischen den beiden FPS eine geknickte Form einnehmen konnte,
konnte an dem hochkonservierten Prolin-Rest in der Region zwischen den beiden FPS
liegen. Dieser Rest wurde als essentiell fiir die Fusion beim Ebola-Viruseintritt
beschrieben (Gémara et al. 2004). So zeigte eine P537R-Austauschmutante des Ebola-
Virus Fusionsproteins GP-2 zwar Assoziation an Lipidmembranen, jedoch konnte es
diese nicht mehr destabilisieren, sprich keine Fusion auslésen. Durch ,,Begradigung*
des Knicks konnte das Ebola-Virus FPS der Mutante P537R also hydrophob mit der
Membran wechselwirken, allerdings lag das FPS dann parallel zur Membran und die
Penetration blieb aus. Gleiches wurde fiir das N-FPS von Influenza-Virus HA2
beschrieben. Eine G1V-Austauschmutante konnte zwar an Membranen binden,
allerdings verhinderte die Mutation die FPS-Penetration (Tamm 2003).

Da auch fiir das Lassa-Virus GP-2 eine ,,Turn-Struktur“ zwischen N-FPS und I-FPS
vorhergesagt wird (Gallaher et al. 2001), wurde im Schema der Abb. 31 die Zwischen-
FPS-Region ebenfalls mit Knick dargestellt. Das darin befindliche Prolin (P275) wurde
in dieser Arbeit zur Arginin mutiert, um den Knick zu entfernen. Die P275R Mutante
zeigte zwar reduzierte Zell-Zellfusion, allerdings 16ste sie nur noch etwa 50% Fusion im
Vergleich zum Wildtyp aus (Abb. 18), und auch ein ca. 50%iger Infektiosititsverlust im
Vergleich zum Wildtyp im rPT-Experiment wurde bei dieser Mutante beobachtet
(Abb. 23). Bei Mutationsanalysen des I-FPS des Ebola-Virus zeigte lediglich eine
P537A Mutante noch etwa 75% Wildtyp-Infektiositdt, wenn mittels VSV-Pseudotypen
analysiert, wohingegen die P537R-Mutante (siche auch oben) keine Infektiositéit
vermittelte (Ito et al. 1999). Im Unterschied zum Ebola-Virus FPS scheint das Lassa-
Virus FPS den Austausch des Prolins also zu tolerieren, was dafiir spricht, dass im Falle
dieser P275R-Mutation das Lassa-Virus N-FPS das alleinige fusionsauslosende FPS
sein konnte. Das I-FPS lagert sich bei dieser Mutante dann moglicherweise nur parallel
zur Membran an, ohne diese zu penetrieren.

Ein &hnlicher Knick wie im Ebola-Virus Fusionsprotein findet sich ebenfalls im
Influenza-Virus HA2-FPS, allerdings wird dieser nicht durch ein Prolin gebildet. Der
Knick an sich ist aber essentiell fiir die Fusionsreaktion, wie neuere Arbeiten von Lai et
al. zeigten (2006). Alanin-Austauschmutationen, die den Knick innerhalb einer
amphipathischen Region des N-FPS des Influenza-Virus HA2 zerstorten (E11A und
WI14A) fithrten dazu, dass Hemifusion zwar noch moglich war, d.h. die duBleren
Membranblitter verschmelzen konnten, die Porenoffnung fiir die komplette Fusion war

allerdings bei diesen Mutanten nicht mehr moglich. Auch fiir das FPS des pl10 des
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Nelson-Bay-Reovirus wurde eine Knickstruktur beschrieben (Shmulevitz et al. 2004).
Diese Befunde zeigen, dass unterschiedliche Viren dhnliche mechanistische Elemente
aufweisen, die dem Membranfusionsprozess zugrunde liegen.

Eine Nutzung der beiden FPS fiir die Membranpenetration und dadurch induzierte
GP-2-Konformationsénderungen mit nachfolgender Fusion wie hier vorgeschlagen wire
also moglich. Fiir das Lassa-Virus konnte die extrem lange hydrophobe FPS-Doméne
(N-FPS und I-FPS sind zusammen neununddreiflig AS-Reste lang) eine verbesserte
Verankerung in der Zielzellemembran bedeuten, was die Fusion effizienter und den
Membranverankerungskomplex stabiler machen konnte. Da die komplette
neununddreiBBig AS-Reste lange FPS-Region im Vergleich zu anderen Viren allerdings
eine relativ geringere Hydrophobizitit aufweist (Kap. 4. 2.), fusionieren Altwelt-

Arenaviren jedoch insgesamt schwicher als andere Viren.

4. 4. Inhibitionsstudien

Die hier gewonnenen Erkenntnisse iiber den molekularen Fusionsmechanismus des
Lassa-Virus konnten von grofler Bedeutung im Hinblick auf die Entwicklung antiviral
wirkender Medikamente sein. Eine Viruserkrankung bei einem der frithesten Schritte
der Infektion zu inhibieren ist ein wiinschenswertes Ziel, da das Virus an seiner
weiteren Ausbreitung gehindert wird und schwerwiegende Schiadigungen von
Infizierten vermieden werden konnten. In dieser Arbeit wurden drei synthetische
Peptide (N-, I-FPS und CPI-Helix des Lassa-Virus GP-2) und acht humane Seren mit
Lassa-Virus Antikorpern auf ihre Effekte auf Fusion und rPT-Infektiositdt untersucht.
Inhibitionen der Fusionsreaktionen mit Analoga der FPS wurden beispielsweise bei
Paramyxoviren beobachtet (Inocencio et al. 1990). Im Falle des Lassa-Virus zeigten die
beiden nichtoptimierten FPS-Peptide allerdings keine Effekte auf Fusion oder Infektion.
Das Lassa-Virus CPI-Helix-Analogon, das dem HIV-Fusionsinhibitor T-20 homolog
ist, zeigte ebenfalls keine Effekte auf Zell-Zellfusion und rPT-Infektiositdt. T-20 ist
bereits im klinischen Einsatz in Kombinationstherapie mit anderen antiretroviralen
Medikamenten. Allerdings haben sich in letzter Zeit T-20-resistente Escapemutanten
herausgebildet. Die AS 36 des HIV-1 gp41 (ein Glyzin) ist dabei von besonderer
Bedeutung, obwohl diese nicht in der alpha-helikalen, C-terminalen Proteindoméne
lokalisiert ist, deren AS-Sequenz T-20 entspricht. Ist G36 nach D mutiert, fusioniert das

resultierende Virus zwar schwicher, aber die Fusion ist noch ausreichend fiir effiziente
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Infektion. Und diese Escapemutation, obwohl nicht im HIV-1 FPS lokalisiert,
beeinflusst die gp41 Struktur in ihrer fusionsaktiven Form dergestalt, dass sie das
Ausbilden der Sechs-Helix-Biindel trotz Prisenz von T-20 moglich macht (Kinomoto et
al. 2005). Fiir pH-abhingige Viren wurden ebenfalls T-20-Homologe getestet,
allerdings verhinderten diese die Fusion nicht. Nur die Fusion von pH-unabhéngigen
Viren konnte bisher mit solchen Substanzen inhibiert werden (Earp et al. 2004).

Fiir die Neuwelt-Arenaviren wurde mit einem CPE-Assay (engl.: cytopathic effect) eine
Substanzklasse identifiziert, die den Viruseintritt von Tacaribe- und Junin-Virus
hemmte. Das fluorierte Hyrazinamid ST-294, welches in nanomolekularen
Konzentration die Virusreplikation beider Neuwelt-Arenaviren hemmte, wurde dabei
als optimaler Inhibitor beschrieben (Bolken et al. 2006). In erwihnter Studie wurden
vier Tacaribe-Virus ST-294-Escapemutanten identifiziert, und alle charakterisierten
Einzel-AS-Escapemutanten wiesen Mutationen in oder um die Transmembrandoméne
des GP-2 auf. Interessanterweise wies die Mutante DR#3.1 einen Austausch von Serin
(Tacaribe-Virus GP-2) nach Isoleuzin innerhalb der Transmembrandomine auf, und der
entsprechende im Lassa-Virus GP-2 befindliche AS-Rest ist ebenfalls ein Isoleuzin.
Gegen Lassa-Virusinfektion war ST-294 nicht wirksam, wobei allerdings nicht klar ist,
ob dieser Transmembrandoménen-AS-Rest fiir die Unwirksamkeit gegen Lassa-
Virusinfektion verantwortlich ist. Allerdings ist dieser Befund moglicherweise ein
zusitzlicher  Anhaltspunkt  dafiir, dass Neuwelt- und Altwelt-Arenaviren
unterschiedliche Viruseintrittsmechanismen aufweisen (Kap. 4. 1.). Aullerdem unter-
streichen die Befunde von Bolken et al., dass mehrere Dominen des arenaviralen GP-2
am Fusionsprozess beteiligt sind (Kap. 4. 3.). Denkbar wére, dass bei Mutationen
innerhalb der Transmembrandomiéne das GP-2 in einem anderen Winkel in der
Membran verankert ist, und somit die zur Fusion notigen Proteinfaltungsprozesse nicht
mehr moglich sind oder dass die postulierte Interaktion des FPS mit den Alpha-Helices
im Postfusionszustand gestort ist.

Auch die Antigenitit von Altwelt- und Neuwelt-Arenaviren zeigt interessanterweise
grof3e Unterschiede. So weist die GP-1-Untereinheit des Glykoproteins eine heterogene
N-Glykosylierung (N-Gly) auf. Wihrend Tacaribe-Virus eine extreme starke GP-1-
Verzuckerung mit elf potentiellen N-Gly-Stellen aufweist, zeigen Lassa- und LCM-
Viren mit sechs bis sieben N-Gly-Stellen eine moderatere Verzuckerung. Junin-Virus
besitzt dagegen nur vier N-Gly-Stellen, und damit die wenigsten innerhalb der

Arenavirus-Familie (Eichler et al. 2006). In offensichtlichem Zusammenhang stehen
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damit Befunde, die zeigten, dass das Vorhandensein von neutralisierenden Antikdrpern
(nAK) bei Virusinfizierten komplementidr zum GP-1-N-Gly-Muster ist. Wihrend bei
Tacribe-Virusinfektionen keine nAK gegen GP-1 gefunden werden, finden sich nAK
gegen LCM- und Lassa-Virusinfektionen zwar spit im Krankheitsverlauf, sie sind aber
detektierbar und charakteristisch (Fischer-Hoch er al. 2000; Pinschewer et al. 2004).
Junin-Virus allerdings erzeugte gute nAK-Antworten in Infizierten, und es existiert ein
abgeschwichtes Junin-Virus als Impfstoff (Candid-1), das diese ebenfalls hervorrufen
kann. Das Junin-Virus ist damit das einzige Arenavirus, gegen das eine wirksame,
humorale Immunitét aufgebaut werden kann (Ambrosio et al. 2006). Gegen alle anderen
Arenaviren existiert zur Zeit kein Impfstoff.

Fiir fiinf Seren von Lassafieberpatienten wurden ausgeprégte, inhibitorische Effekte im
RZZFA beobachtet. Im rPT-Infektionsassay jedoch zeigten diese fusionshemmenden
Seren und das Serum mit nachgewiesenen neutralisierenden Antikdrpern (,,Kékoura*)
keine signifikante Inhibition, allerdings einen ,,inhibierenden Trend*. Diese Ergebnisse
konnten dahingehend interpretiert werden, dass (i) Inhibition der Fusion im RZZFA und
Neutralisation der rPT-Infektiositit nicht korrelieren oder (ii) der rPT-Assay
moglicherweise kein geeignetes Substitut fiir einen Virus-Neutralisationstest ist, da das
eine Serum mit Lassa-Virus neutralisierenden Antikorpern in diesem Assay negativ
reagierte. Diese Hypothesen miissen anhand einer gro3eren Anzahl von Seren iiberpriift
werden. Alle die Zell-Zellfusion inhibierenden Seren wiesen im Jahre 1999 einen
positiven anti-Lassa-Virus-NP-Titer auf (ter Meulen er al. 2000). Die
fusionsreduzierenden Eigenschaften der Seren konnten darauf beruhen, dass die
enthaltenen Antikorper Fusionsdomédnen des GP-2 binden. Der RZZFA als
gentechnisches Werkzeug zur Identifizierung von Fusionsinhibitoren lieferte damit erste

potentiell anwendungsrelevante Ergebnisse.

4. 5. Ausblick

Die hier prisentierten Ergebnisse zeigten, (i) dass die Fusion des Lassa-Virus mit der
Zielzelle ein GP-2-gesteuerter Prozess ist, (ii) dass der komplette hydrophobe
N-Terminus (AS 1-39) des GP-2 fiir die Fusion essentiell ist, seine Struktur und
Funktion analog zum Ebola-Virus GP-2 sein konnten sowie (iii) dass die entwickelten
Assay-Systeme zum Testen potentiell antiviral wirksamer Substanzen verwendet

werden konnen.
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Zur Validierung des hier vorgeschlagen Membranpenetrationsmodells (Abb. 31) wiren
Daten zur Auflosung der atomaren Struktur des Lassa-Virus GP-2 wichtig. Mit einem
solchen Modell lieBe sich moglicherweise auch die Interaktion des GP-2-FPS mit der
Zielzellmembran analysieren. Die fiir diese Arbeit erzeugten FPS-Mutationen, die eine
Vielzahl von unterschiedlichen Effekten induzierten (z.B. verdnderte Reifespaltung und
Oberfliachentransport sowie verdndertes Fusions- und Infektionsverhalten), konnten
eventuell anhand eines atomaren Modells genauer erklidrt werden.

Um die endosomalen Kompartimente zu bestimmen, in denen die Fusion des Lassa-
Virus mit der Zelle stattfindet, wéiren Kolokalisationsstudien des GP-2 mit
Markerproteinen der einzelnen endosomalen Kompartimente wichtig. Diese konnten
den genauen Viruseintrittsort bestimmen helfen, am besten durch Infektionsexperimente
mit Lassa-Virus, da die rPT-Titer zu niedrig sind.

Des Weiteren wiren Studien wichtig, die die Rolle von Cathepsinen im Lassa-
Virusaufnahmeprozess untersuchen. FEin zweite Spaltung des Lassa-Virus
Glykoproteins in den Lysosomen — eventuell durch Cathepsine — wire denkbar, und ein
weitere Erkldrung dafiir, warum Lassa-Viren erst im Lysosom fusionieren.
Moglicherweise fiihrt eine weitere Spaltung im Endosom oder Wechselwirkungen mit
Rab- oder anderen Endosomen-Proteinen zur Fusion bei physiologischem pH.

Die Entwicklung und das Austesten weiterer antiviraler Substanzen mit den beiden in
dieser Arbeit vorgestellten Assay-Systemen wiren weitere, wichtige Schritte hin zur

Identifizierung von anti-Lassa-viralen Medikamenten.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

5. 1. Zusammenfassung (deutsch)

Ein wichtiger Schritt beim Eintritt des Lassa-Virus in die Zielzelle ist die Fusion von
Virus- und Zellmembran nach endosomaler Aufnahme. In dieser Arbeit wurde
untersucht, ob das GP-2-Hiillprotein des Lassa-Virus das funktionelle Fusionsprotein
des Virus darstellt und welche Aminosduren des N-Terminus des Proteins maf3geblich
daran beteiligt sein konnten. Hierzu wurde ein rekombinanter Assay (RZZFA)
entwickelt, der auf Expression des Glykoproteins und Quantifizierung der Fusion von
Indikatorzellen beruht. Mit Hilfe des RZZFA wurde GP-2 als das Fusionsprotein des
Lassa-Virus identifiziert, und es konnte gezeigt werden, dass sowohl die Reifespaltung
des GP-2-Vorlduferproteins GP-C als auch seine Aktivierung durch ungewdhnlich
sauren pH-Wert die Voraussetzungen fiir die Fusogenitit darstellen. Experimente mit
anderen Vertretern derselben Familie Arenaviridae zeigten, dass sich die
Fusionsproteine der sogenannten Altwelt-Arenaviren (Lassa-Virus, Lymphozytires-
Choriomeningitis-Virus) von denen der Neuwelt-Arenaviren (Junin-Virus) in Bezug auf
das pH-Optimum der Fusion deutlich unterscheiden. Um den fiir die Fusion
verantwortlichen Bereich des N-Terminus des GP-2 zu bestimmen, wurden
zweiundzwanzig individuelle Aminosduren nach Alanin ausgetauscht und die
rekombinanten Konstrukte auf Reifespaltung, Oberflichenexpression und Aktivitit im
RZZFA getestet. Hierbei konnte gezeigt werden, dass, im Gegensatz zu den
Fusionsproteinen anderer Viren, der gesamte N-Terminus des Lassa-Virus GP-2 in die
Fusion involviert ist.

Um die Infektiositit der Konstrukte zu testen, wurde zudem ein retroviraler
Pseudotypen-Infektionsassay entwickelt, bei dem Partikel erzeugt werden, die aus
einem Retrovirus-Capsid mit einer Lassa-Virushiille bestehen. Die Untersuchung der
GP-2-Mutanten ergab, dass Fusogenitit funktionell eng mit Infektiositit korreliert.
Anhand der beobachteten Ergebnisse wurde ein Modell der Interaktion des N-Terminus
des Lassa-Virus GP-2 mit der endosomalen Zellmembran entwickelt. Dieses Modell
weist Ahnlichkeiten mit dem vermuteten Fusionsprozess des Ebola-Virus auf.

Versuche, die Fusion des GP-2 mittels kurzer Peptide zu inhibieren, gelangen nicht,
jedoch zeigten Seren von rekonvaleszenten Lassafieberpatienten zum Teil starke

inhibitorische Wirkung.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

5. 2. Zusammenfassung / Summary (englisch)

An important step of Lassa virus entry is the fusion of viral and cellular membranes
after endosomal uptake. In the present work it was examined if the Lassa virus envelope
protein GP-2 is the functional fusion protein of the virus, and additionally it was tested
which amino acids within the N-terminus of the protein are crucially involved in the
fusion process. To examine these questions a quantitative GP-2-expression-based
recombinant cell-cell fusion assay (RCCFA) was developed, which identified GP-2 as
the fusion protein of the virus. Additionally it was shown that the cleavage of the GP-2-
precursor protein GP-C as well as activation by unusually low pH are prerequisites for
fusogenicity. Experiments with other members of the same viral family Arenaviridae
revealed differences between the fusion proteins of old world arenaviruses (Lassa virus,
Lymphocytic choriomeningitis virus) and new world arenaviruses (Junin virus) in
regard to the pH-optimum of the fusion process.

In order to map the region responsible for fusion in the N-terminus of GP-2 twenty-two
individual amino acids were exchanged to alanine and the recombinant constructs were
tested for cleavage, cell surface expression and activity in the RCCFA. It was found that
— in contrast to fusion proteins of other viruses — the entire N-terminus of Lassa virus
GP-2 is involved in the fusion process.

To additionally test the infectivity of the constructs a retroviral pseudotype assay was
developed in which particles are generated consisting of a retroviral capsid and a Lassa
virus envelope.

Examination of the GP-2 mutants revealed that fusogenicity strongly correlated with
infectivity. Based on the observed results a membrane interaction model of Lassa virus
GP-2 with the endosomal target membrane was developed. This model showed
similarities with the presumed fusion process of Ebola virus.

Attempts to inhibit fusion with short synthetic peptides failed, whereas several sera of

convalescent Lassa fever patients showed a strong inhibitory effect.
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Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure

Desoxycholat

doppelstriangige Desoxyribonukleinsidure
Escherichia coli

enhanced chemiluminescence (verstirkte Chemilumineszenz)
Ethylendiamintetraessigsidure

englisch

Endoplasmatisches Retikulum
Ethidiumbromid

Ethanol
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FCS
FPS
FPV

Q QUa 09

P
GP-C
GTP

HA
HEPES
HIV-1
HR
I-FPS
IGR
inkl.

kDa

LCMV
LTR

moi
MEM
mAK
u
MLV
min
mRNA
n

Na
NaAc
nAK
NC
N-FPS
N-Gly
NHS
NIAID
NL
NP
N-Terminus
NWA
OD
ORF

p
PAGE
PBS
PCR

Fusionsprotein-Untereinheit der Paramyxoviridae
fotales Kélberserum

Fusionspeptidsegment

fowl plague virus

Gramm

Gravitationskoeffizient

Guanin

Glykoprotein

Glykoproteinvorldufer

Guanosidtriphosphat

Stunde

Hémagglutinin
N-[2-Hydroxyethyl]piperazine-N’-[2-ethanesulfanic acid]
Humanes-Immunodefizienz-Virus Typ-1
Heptad-Repeat

Internes Fusionspeptidsegment
Intergenische-Region

inklusive

Kalium

Kilodalton

Liter

Lymphozytires-Choriomeningitis-Virus

long terminal repeat (retrovirale Nukleotidsequenz)
Milli-

Molar

multiplicity of infection

Minimal Essential Medium

monoklonaler Antikorper

Mikro-

Murines-Leukidmie-Virus

Minuten

Boten-Ribonukleinsédure

Nano-

Natrium

Natriumazetat

neutralisierende Antikorper

Nitrozellulose

N-terminales Fusionspeptidsegement
Asparagin-Glykosylierung
N-Hydroxysulfosuccinimid

National Institut of Allergy and Infectious Diseases (USA)
Niederlande

Nukleoprotein

Aminoterminus

Neuwelt-Arenavirus

optische Dichte

offener Leserahmen

Piko-

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

phosphate buffered saline (phosphatgepufferte Kochsalzlosung)
polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion)
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PFA
PFU
pH
ONXgp
PMSF
PM
PML
RIPA
RMP
RNA
RPMI
rPT

RT
RZZFA
SAP
SARS
SARS-CoV
sec
SDS
SDS-PAGE
S-NHS
sog.

SP
SPase
SRD
ssDNA
SSP

SV
SV40

T

Tab.
TAE
Tat
TBE-Virus
TEMED
™
Tris
TSS
TTP
TU

U

UNK
Us
USA
UpM
VSV
\ZA%

w/v
w/w
WWHI
z. B.

Paraformaldehyd

plaque forming unit

potentia hydrogenii

293-Zellen mit ins Genom integrierten MLV gag- und pol-Genen
Phenylmethylsulfonylfluorid
Plasmamembran
Promyelozytisches-Leukdmie-Protein
radio immunoprecipitation assay
Ribavirin-Monophosphat
Ribonukleinsdure

Roswell Park Memorial Institute medium
retroviraler Pseudotyp

Raumtemperatur

Rekombinanter Zell-Zellfusionsassay
shrink alkaline phosphatase

severe acute respiratory syndrome
severe acute respiratory syndrome coronavirus
Sekunden

sodium dodecyl sulfate (Natriumdodecylsulfat)
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
Sulfosuccinimidobiotin

sogenannt

Signalpeptid

Signalpeptidase

sterol regulatory deficient
einzelstringige Desoxyribonukleinsdure
stabiles Signalpeptid

Sendai-Virus

Simian-Virus-40

Thymidin

Tabelle

Tris-Azetat-EDTA-Puffer
transactivator of transcription (retroviraler Transkriptionsfaktor)
tick borne encephalitis virus
N,N,N’N’-Tetramethylethylendiamin
Transmembrandoméne
Trishydroxymethylaminomethan
transformation and storage solution
Thymidintriphosphat

transfer units (Transfereinheiten)
internationale Einheit

Ubernachtkultur

Uberstand

United States of America
Umdrehungen pro Minute
Vesikulidres-Stomatitis-Virus

Volumen pro Volumen

Gewicht pro Volumen

Gewicht pro Gewicht
Wimley-White-Hydrophobizitits-Index
zum Beispiel
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Abkiirzungen der Aminosduren

Ala
Cys
Asp
Glu
Phe
His
Gly
Ile
Lys
Leu
Met
Asn
Pro
Gln
Arg
Ser
Thr
Val
Try
Tyr

ME<RNIOTZZNR-QIIET AP

Adenin
Cystein
Asparaginsiure
Glutaminsiure
Phenylalanin
Histidin
Glyzin
Isoleuzin
Lysin

Leuzin
Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin

Serin
Threonin
Valin
Tryptophan
Tyrosin
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