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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Grundlegende Funktion des Immunsystems

Der menschliche Korper ist als Organismus stindig einer Vielzahl verschiedenster
Mikroorganismen ausgesetzt, die sowohl auf, als auch in ihm leben. Entwicklungsgeschichtlich
hat sich mit dem Auftreten immer hoher organisierter Organismen ein komplexes Netzwerk
verschiedenster molekularer und zellgebundener Mechanismen zur Abwehr eindringender
Pathogene entwickelt. Das dadurch entstandene Immunsystem ermoglicht ein aktives
Auseinandersetzen des Organismus mit den ihn umgebenden Mikroorganismen. Zu diesen
Mikroorganismen gehoren Bakterien, Viren, Pilze und ein- oder vielzellige Parasiten. Die ersten
Abwehrmechanismen, die ein Eindringen pathogener Erreger verhindern, sind mechanische und

chemische Barrieren wie die Haut oder die mukozilidre clearance des Respirationstraktes [1].

1.2 Das angeborene und erworbene Immunsystem

Das menschliche Immunsystem muss eine Vielzahl an komplexen Erregern erkennen und
bekdmpfen konnen. Um diesen Anforderungen gerecht zu werden, ergénzen sich die genetisch
fest kodierten Mechanismen des sogenannten angeborenen Immunsystems mit den spezifischen

Abwehrmoglichkeiten der adaptiven Immunitét, die auf den Erreger maB3geschneidert werden.

Das angeborene Immunsystem stellt die erste Abwehrlinie zur Detektion und Abwehr
verschiedenster Pathogene dar. Dieses phylogenetisch sehr alte System basiert auf einer Reihe
konservierter Rezeptor- und Effektormolekiile. Auf molekularer Ebene findet die Erkennung
mikrobieller Erreger nach dem Prinzip der Mustererkennung statt. Dabei werden bestimmte
mikrobielle Strukturen und molekulare Muster, sogenannte Pathogen-associated molecular
patterns (PAMPs) von Mustererkennungsrezeptoren (pathogen-recognition Rezeptor, PRR)
erkannt. Diese genetisch fest kodierten Rezeptoren sind teilweise ubiquitir exprimiert und
aktivieren  Signalkaskaden = zur  Initilerung  vorprogrammierter,  antimikrobieller
Abwehrprogramme. Durch die Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen,
Typ-I-Interferonen und verschiedenen antimikrobiellen Peptiden kann die Infektion auf lokaler
und zelluldrer Ebene bekdmpft werden. Dariiber hinaus werden spezialisierte Immunzellen
rekrutiert, um eine Ausbreitung auf andere Regionen zu verhindern. Dabei spielen vor allem
Makrophagen, Monozyten und dendritische Zellen eine wichtige Rolle. Diese sogenannten
Antigen-prisentierenden Zellen koénnen nach Aktivierung durch die rezeptorvermittelten
Signalkaskaden wiederum Lymphozyten aktivieren und stellen so die Verbindung zur
erworbenen Immunitdt her. Durch dieses System kann der Organismus sehr schnell und
unmittelbar auf eine Vielzahl von Erregern reagieren. Die meisten Erreger, die in den

Organismus eindringen, konnen so innerhalb von Minuten bis Stunden beseitigt werden, ohne
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dass der Organismus in seiner Integritdt beeintrachtigt wird. Die hohe Konservierung dieses
Systems bringt jedoch auch mit sich, dass die angeborene Immunitit nur unspezifisch wirken

kann und anfallig fiir verschiedene Umgehungsstrategien der pathogenen Keime ist [2-4].

Das adaptive Immunsystem ist in seiner Funktion untrennbar mit der angeborenen Immunitét
verwoben. T- und B-Lymphozyten als zellulire Vertreter konnen durch somatische
Rekombination und somatische Hypermutation eine sehr groBe Vielzahl verschiedener
Rezeptoren bilden und ermoglichen eine effektive und antigenspezifische Immunantwort.
Dieser Prozess ist bis ins Detail reguliert. So muss jeder mit seinem individuellen
Rezeptormolekiil ausgestattete Lymphozyt wihrend seiner Entwicklung einen komplexen
Prozess positiver und negativer Selektion durchlaufen, um korpereigene von korperfremden
Antigenen unterscheiden zu konnen [5]. Die Aktivierung durch das angeborene Immunsystem
kann jedoch die klonale Selektion und Proliferation von T- und B-Zellen als Antwort auf eine
Infektion initiieren [6]. Dies ermoglicht die Bildung von Antikorpern durch reife B-Zellen, die
Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen, sowie die Differenzierung von langlebigen
Gedichtniszellen, um bei einer Reinfektion schneller reagieren zu konnen. Die adaptive
Immunitit ist im Kampf gegen pathogene Keime duflerst effektiv, kann aber aufgrund des
aufwindigen Selektions- und Aktivierungsprozesses erst mit einer Latenz von einigen Tagen
seine volle Wirkung entfalten. Erst das zeitliche und funktionelle Zusammenwirken der
angeborenen und erworbenen Immunitit gewéhrleistet eine effektive und schnelle Abwehr

pathogener Mikroorganismen [1].

1.3 Das Prinzip der Mustererkennung

Fine integrale Aufgabe des Immunsystems ist die Unterscheidung von Selbst und Fremd, die
untrennbar mit der Erkennung und Abwehr von Pathogenen einhergeht. Ein fiir PAMPs
wesentliches Charakteristikum ist daher, dass diese molekularen Muster im menschlichen
Organismus nicht, oder nur in bestimmten Kompartimenten vorkommen und somit ein
spezifisches Erkennungsmerkmal fiir Pathogene darstellen. Aufgrund des limitierten Repertoires
an genetisch fest kodierten Rezeptoren miissen auflerdem Muster erkannt werden, die in einer
groflen Bandbreite an pathogenen Keimen vorkommen. Um eine Umgehung der Erkennung
durch das Immunsystem durch Mutationen zu vermeiden, sind PAMPs in der Regel essenziell
fiir das Uberleben und die Integritit des Mikroorganismus und hoch konserviert [4]. Konkret
handelt es sich meist um Nukleinsduren, Peptide, Zellwandbestandteile oder komplexe
Glykopeptide.  Entsprechend  ihrer  Lokalisation = konnen  zytoplasmatische  von

membrangebundenen Signal- und Phagozytoserezeptoren unterschieden werden [3,7,8].
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Viren stellen bei der Erkennung eine Herausforderung dar, da diese keinen eigenen
Stoffwechsel besitzen und zur Replikation auf den Metabolismus der Zielzelle angewiesen sind.
Daher sind virale Bestandteile nur schwer von zelleigenen Strukturen zu unterscheiden. Virale
Infektionen werden durch PRRs meist anhand viraler Nukleinsduren erkannt. Diese verfiigen oft
iiber bestimmte korperfremde Modifikationen und Sequenzmotive, oder befinden sich in
zelluldren Kompartiments, in denen &hnliche zelleigene Strukturen nicht vorkommen [9].
Koevolutiondr zur groen Diversitdt viraler Entitdten hat sich eine Vielzahl an PRRs zur
Erkennung viraler Strukturen entwickelt. Viren besetzen und kapern wéahrend ihres
Lebenszyklus verschiedene Zellkompartimente, dementsprechend existieren fiir die

verschiedenen Kompartimente und verschiedenen viralen Entitédten spezifische PRRs [10].

Bei der Familie der sogenannten Toll-/ike Rezeptoren (TLR) handelt es sich um eine
phylogenetisch alte und hoch konservierte Gruppe von Mustererkennungsrezeptoren, die
Strukturen verschiedenster Pathogengruppen erkennen konnen. Beim Menschen sind zehn
verschiedene Vertreter beschrieben, die pathogene Muster iiber eine extrazelluldr oder
endosomal lokalisierte Leucin-reiche Region (leucin-rich region, LRR) erkennen. Die
Rezeptoren TLR 3, 7, 8 und 9 sind in endosomalen Strukturen von spezialisierten Zellen des
Immunsystems wie dendritischen Zellen lokalisiert. Sie erkennen Nukleinsduren als PAMPs,
die im Endosom prozessiert wurden und tragen so maBigeblich zur Erkennung von Viren und
bestimmter Bakterien bei. Dabei erkennen TLR 7 und 8 einzelstringige und TLR 3
doppelstrangige RNA. Das PAMP von TLR 9 ist unmethylierte CpG DNA [8,11-13].

Die zytoplasmatischen NOD-/ike Rezeptoren (NLR) benutzen wie TLRs eine LRR zur
Erkennung pathogener Muster. Sie erkennen zytoplasmatische PAMPs und kommen in
verschiedenen Zelltypen wie Makrophagen, dendritische Zellen oder Epithelzellen vor, die als
Grenze zur Umwelt regelméBig mit mikrobiellen Strukturen exponiert sind. Mitglieder der NLR
Familie sind dariiber hinaus am Aufbau einer zytoplasmatischen Signalplattform, dem
sogenannten Inflammasom, beteiligt. Neben der Expression von inflammatorischen Zytokinen

wie IL-1p kann durch die Aktivierung der NLR auch Apoptose induziert werden [14,15].

Der erst kiirzlich entdeckte Rezeptor cyclic GMP-AMP synthase (cGAS) ist ein weiterer
Rezeptor, der an der Erkennung viraler Nukleinséuren beteiligt ist. Nach der Erkennung von
DNA im Zytosol bildet cGAS den Botenstoff zyklisches GMP-AMP. Dieser 16st durch die
Bindung an das Adapterprotein STING ein komplexes antivirales Abwehrprogramm aus [16-
19].

Die RIG-I-/ike Helikasen sind Gegenstand der vorliegenden Arbeit und werden im Folgenden

detaillierter beschrieben.
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1.4 RIG-I-like-Helikasen

Die Familie der RIG-I-like Helikasen (RLH) besteht aus drei Vertretern: Retinoic acid-inducible
gene-I (RIG-I), Melanoma differentiation-associated gene 5 (MDAS) und Laboratory of
genetics and physiology 2 (LGP2) (siehe Abb. 1.1). Im Gegensatz zu anderen Rezeptoren des
angeborenen Immunsystems kommen die RLHs fast ubiquitér in allen kernhaltigen Zellen des
Korpers vor [20,21]. Bei den RLHs handelt es sich um eine Familie von RNA Rezeptoren, die
essenziell zur Erkennung einer grolen Bandbreite an RNA Viren und einiger DNA Viren sind.
Nach Aktivierung wird eine Signalkaskade ausgelost, die schlussendlich ein komplexes
antivirales Abwehrprogramm startet, das wesentlich auf der Produktion von Typ-I-Interferonen

basiert [22].

SF2 ATPase Domane
RIG-| 1 CAEQ Cﬁg | HEL1 | | HEL2i| HEL2 [I 925 A8
106 kDa :

SF2 ATPase Domane

MDAS I : &
' 1025 AS
116 kDa 1 | CARC CARﬁ HEL1 HEL2i HEL2 i

SF2 ATPase Domane

I7-6Gkr;2a 1 HEL1 HEL2i HEL2 678 AS
Abbildung 1.1 Schematische Darstellung der RIG-I-like-Helikasen

Modifiziert nach Yoneyama et al. und Schmidt et al. [23,24].

1.4.1 RIG-I

Der namensgebende Vertreter der RLH Familie RIG-I wurde urspriinglich als Gen beschrieben,
das in promyelozytischen Leukdmiezellen nach Therapie mit Retinolsdure verstirkt exprimiert
wird und die Expression von Interferon-f (IFN-B) induzieren kann [22,25]. Erst 2004 konnte
RIG-I als Rezeptor fiir virale RNA und Induktor des Promotors von Typ-I-Interferonen
identifiziert werden [26].

RIG-I gehort wie die anderen Mitglieder der RLH-Familie zur Gruppe der superfamily 2 (SF2)
Helikasen. Am carboxy-terminalen Ende (C-Terminus) tragt RIG-I eine regulatorische Doméne
(RD), welche iiber die Ligandenspezifitit entscheidet und bei der Erkennung und Bindung
viraler RNA eine wichtige Rolle spielt [27,28].

Das Zentrum von RIG-I wird von einer ligandenabhidngigen DExD/H-box RNA Helikase
Doméne (ATPase Domine) eingenommen. Die Funktion der von ihr vermittelten

ATP-Hydrolyse ist noch nicht zweifelsfrei geklért. Das sogenannte Walker-A-motif, das als
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zentrale Sequenz fiir die Hydrolyse von ATP zustindig ist, ist fiir die Signaltransduktion durch
RIG-I jedoch essenziell [26,29].

Am amino-Terminus (N-Terminus) ist RIG-I mit zwei caspase activation and recruitment
domain (CARD) Dominen ausgestattet. Diese sind modulare Bausteine zur Protein-Protein

Interaktion und ebenfalls essenziell fiir die Signaliibertragung [26,30].

Das zum Zeitpunkt der Anfertigung dieser Arbeit angenommene Modell zur molekularen
Aktivierung von RIG-I basiert hauptsdchlich auf kristallographischen Analysen. In Abwesenheit
von RNA Liganden befindet sich RIG-I in einer inaktiven Konformation, wobei die RD-
Domine die Helikase Domine bedeckt. Die CARD-Doménen werden durch intramolekulare
Bindungen mit der ATPase Doméne im Sinne einer sterischen Hinderung maskiert, wodurch die
Aktivierung von RIG-I blockiert wird [31-33]. Nach der Bindung von RNA findet eine ATP-
abhéngige Konformationsdnderung statt, wodurch der auto-inhibierte Zustand aufgehoben wird
[28,31,34]. Erst jetzt werden die CARD-Doménen durch die Hydrolyse von ATP exponiert und
eine Interaktion mit den CARD-Doménen des mitochondrialen Adapterproteins mitochondrial-
antiviral-signaling Protein (MAVS) ermoglicht [35]. Unter ATP-Hydrolyse erfolgt dariiber
hinaus die Translokation von RIG-I entlang des RNA Liganden [36]. Dadurch wird das 5°-
Triphosphat Ende wieder fiir die Erkennung durch andere RIG-I Proteine frei gegeben, sodass
eine Oligomerisierung von RIG-I entlang der RNA ermoglicht wird. Diese filamentdse
Oligomerisierung ist jedoch kein kooperativer Prozess der einzelnen RIG-1 Molekiile, sondern
ist eher mit dem Auffideln von Perlen entlang einer Schnur vergleichbar [37,38]. Die
aufgereihten CARD-Doménen von RIG-I kdnnen jetzt mit den CARD-Doménen von MAVS
interagieren [37,39,40]. Dadurch wird eine Signalkaskade aktiviert, die letztlich zur Expression
von Typ-I-Interferonen fiihrt. Neben der Oligomerisierung spielen auch verschiedene
posttranslationale Modifikationen an RIG-I eine wichtige regulatorische Rolle [41-44]. Ein
drittes Modell beschreibt die Funktion der ATPase von RIG-I als eine Art

Korrekturlesemechanismus, der die Erkennung zelleigener RNAs verhindern soll [45].

Auf molekularer Ebene sind bisher mehrere Strukturen beschrieben worden, die von RIG-I als
Ligand erkannt werden. Als idealer Ligand wurde doppelstringige RNA mit einer 5°-
Triphosphat (5°-ppp) Modifikation ohne Uberhang identifiziert, die zwischen zehn und 300
Basenpaarungen umfasst [46-48]. In den letzten Jahren wurden auflerdem einzelstringige 5°-
Triphosphat RNA, 5°-Diphosphat RNA und poly-U/A reiche RNA Abschnitte innerhalb
bestimmter viraler Genome als Liganden diskutiert [49-51]. Wesentlich bei der Unterscheidung
von fremder und endogener RNA ist die 5°-Triphosphat Modifikation, die bei zelleigener
mRNA durch eine 5°-cap Modifikation ersetzt wird [42,46,52].

Die oben genannten Strukturen sind in Experimenten mit synthetischer oder aufgereinigter RNA

identifiziert worden, in vivo konnte bisher jedoch kein virales RNA Produkt zweifelsfrei als
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Ligand fiir RIG-I bewiesen werden [42,50]. Zur Vielzahl an Viren, die von RIG-I erkannt
werden, gehdren unter anderem Paramyxoviridae wie Masern Virus und Sendai Virus,
Rhabdoviridae wie Vesikuldres Stomatitis Virus (VSV), Orthomyxoviridae wie Influenza-A-
Virus und Filoviridae wie Ebola und Marburg Virus [42,52,53]. Hepatitis-C-Virus (HCV)
wurde urspriinglich als Ligand fiir RIG-I beschrieben, neuere Daten deuten jedoch auch auf eine

Erkennung durch MDAS hin [54].

1.4.2 MDAS

MDAS wurde urspriinglich als Gen in humanen Melanomzellen identifiziert, das nach
Behandlung mit IFN-p an der terminalen Differenzierung und Apoptose beteiligt ist [22,55].
MDAS verfiigt iiber dieselbe Doménenarchitektur wie RIG-I und umfasst eine C-terminale
RD-Domine, eine zentrale Helikase Doméne und zwei N-terminale CARD-Doménen. Uber die
Interaktion der CARD-Doménen von MDAS5 und MAVS erfolgt die Initiierung der gleichen
Signalkaskade wie nach Aktivierung von RIG-I. MDAS ist also ebenso ein potenter Induktor

der Expression von Typ-I-Interferonen [56].

Wiéhrend RIG-I relativ kurze, doppelstringige 5°-Triphosphat RNA erkennt, wird lange,
doppelstrangige RNA als Ligand von MDAS beschrieben. Dieser Langenbereich ist jenseits des
Spektrums endogener, im Zytoplasma vorkommender, doppelstringiger RNA, wodurch die

Diskriminierung von kdrpereigener RNA erfolgt [57,58].

Experimentell wurde hdufig das synthetischen RNA Analogon poly I:C (pl:C) in vitro zur
Stimulation verwendet. Poly [:C ist das Hybridisierungsprodukt aus poly(Inosin) und
poly(Cytidin), das durch die Polynukleotid-Phosphorylase synthetisiert wird. Poly I:C zeichnet
sich durch eine 5°-Diphosphat Modifikation aus [57,59]. Die Erkennung von 4000 bis 8000
Basenpaare langem pl:C ist vornehmlich von MDAS abhingig. Kiirzeres poly [:C mit einer

Lénge von etwa 300 Basenpaaren wird jedoch hauptséchlich durch RIG-I erkannt [57].

Auf molekularer Ebene bildet MDAS in vitro kooperative Filamente entlang der Léngsachse
von doppelstringiger RNA. Die RD-Domine von MDAS besitzt kein strukturelles Aquivalent
zur Erkennung einer 5°-Triphosphat Modifikation wie RIG-I. Daher erkennt MDAS nicht das
5¢-Ende der RNA, sondern beginnt mit der Bildung von Filamenten in der Mitte des Stammes
der RNA und kann sich in beide Richtungen fortsetzen [19,23,58,60,61]. Die Helikase und RD-
Domine von MDAS bilden dabei eine ringéhnliche Struktur um die RNA [19]. Die Bildung
dieser Filamente ist essenziell fiir die Erkennung langer, doppelstrangiger RNA durch MDAS in
vitro, da monomeres MDAS nur mit geringer Affinitét an den Liganden bindet [38]. Erst durch

diese perlenschnurartige Anordnung von MDAS entlang der RNA konnen die CARD-Doménen
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oligomerisieren, was wiederum der Ausldser fiir die Filamentbildung der CARD-Doménen von

MAVS ist [19,62].

Eine wichtige Funktion ilibernimmt dabei die ATPase Doméne. Die Hydrolyse von ATP
destabilisiert die MDAS Filamente und ermoglicht die Dissoziation von der gebundenen RNA
[38]. Da die Dissoziation vornehmlich am Ende der RNA stattfindet, begiinstigt diese
dynamische Bindungskinetik die Bildung langer Filamente entlang der RNA, wihrend an
vergleichsweise kurzer RNA die Dissoziation iiberwiegt [60,63]. Die Filamentbildung liefert
damit ein Erklarungsmodell fiir die Priferenz langer dsRNA und die Selbst/Fremd
Diskriminierung von MDAS5. Experimente mit isolierter viraler RNA lassen vermuten, dass
neben der Linge auch Sekundirstrukturen der RNA wie Verzweigungen von doppel- und

einzelstrdngigen Regionen eine Rolle spielen [64,65].

MDAS ist funktionell nicht redundant mit RIG-I, erkennt aber teilweise liberschneidend mit
RIG-I Viren aus der Familie der Paramyxoviridaec wie Sendai Virus, Masern Virus und
Parainfluenzavirus 5, sowie auch Picornaviridae wie Polio Virus und Encephalomyocarditis
Virus (EMCV) [66,67]. Auch das Semliki forest Virus aus der Familie der Togaviridae wird
hauptséchlich, jedoch nicht ausschlielich von MDAS5 erkannt [68]. West-Nil-Virus und
Denguevirus als Vertreter der Flaviviridae sowie verschiedene Reoviridae werden sowohl von

MDAS als auch von RIG-I detektiert [52,69-71].

1.4.3 LGP2

LGP2 wurde als drittes Mitglied der RLH Familie urspriinglich im Stat3/5 Genlocus als Gen
identifiziert, das insbesondere in Brustdriisengewebe exprimiert wird [72]. Als Homolog zu
RIG-I und MDAS verfiigt LGP2 ebenfalls {iber eine RD-Doméne am C-Terminus und eine
DExD/H-box Helikase Domine mit intrinsischer ATPase-Aktivitit. Uber CARD-Dominen
verfiigt LGP2 jedoch nicht und ist daher auch nicht zur Interaktion mit MAVS und Initiierung
der Signalkaskade befdhigt. Als zytoplasmatischer RNA Rezeptor zeigt LGP2 jedoch eine
hohere Affinitdt zu RNA als RIG-I1 und MDAS [26,43,61,73,74].

Seit seiner Beschreibung als Rezeptor des angeborenen Immunsystems sind fir LGP2
verschiedene, teils widerspriichliche Funktionen beschrieben worden. Anfangs wurde LGP2 als
negativer Regulator fiir RIG-I und MDAS beschrieben. Diese Daten beruhen hauptsidchlich auf
der Beobachtung, dass iiberexprimiertes LGP2 in vitro die Interferonproduktion nach
Stimulation mit RIG-I- und MDAS5-spezifischen Liganden vermindert. Dabei soll LGP2
aufgrund seiner hohen RNA-Affinitit virale RNA im Zytosol sequestrieren und somit die
Erkennung durch RIG-I und MDAS behindern [20,21,43,56,74-76]. Wie Komuro et al.
berichten, inhibiert iiberexprimiertes LGP2 jedoch auch mit defekten RNA-Bindungsdoménen
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noch die RLH-Signalkaskade, wenn auch in vermindertem Ausmalf. Die Autoren dieser Arbeit

erkldren dies durch eine direkte inhibitorische Interaktion von LGP2 mit MAVS [21].

Neuere Daten zeichnen ein sehr viel komplexeres Bild von LGP2. So wurden seit seiner
Entdeckung unabhéngig drei verschiedene LGP2 -/- knockout Méuse erstellt. Diese Méuse
zeigten alle eine erhohte Anfilligkeit fiir Infektionen mit Viren, welche hauptsdchlich von
MDAS erkannt werden [77-79]. Auch nach Infektion mit RIG-I-spezifischen Viren wie VSV,
Sendai Virus und Japanische Enzephalitis Virus war in zwei dieser LGP2 -/- Méuse die
Produktion von Typ-I-Interferonen signifikant vermindert. Der knock-in der ATPase defizienten
Mutante LGP2 K30A konnte die erhohte Anfilligkeit gegeniiber viralen Infektionen nicht
kompensieren. Die beschriebene positive Regulation ist also direkt von der ATP-Hydrolyse
durch LGP2 abhéngig. Die Mutante LGP2 K30A weist eine Punktmutation im Walker-A-motif
der ATPase Domine auf, wodurch die Hydrolyse von ATP verhindert wird [21,74]. Die
Erkennung von Influenza-A-Virus durch RIG-I war jedoch nicht von LGP2 abhingig. Erst die
Uberexpression von RIG-I- und MDA5-CARD-Dominen konnte in LGP2 -/- Zellen die
verminderte Aktivitdt der RLH Signalkaskade ausgleichen. Der positive regulatorische Effekt
durch LGP2 findet in der RLH Signalkaskade also vor der Signaltransduktion durch MDAS und
RIG-I statt [78]. Dariiber hinaus wurde LGP2 kiirzlich durch in vitro Experimente als wichtiger
Kofaktor bei der Erkennung von HCV durch MDAS beschrieben, wobei eine spezifische
Bindung von LGP2 an das HCV Genom gezeigt wurde [54]. Einen indirekten Hinweis auf die
antivirale Funktion von LGP2 gibt auch die Tatsache, dass evolutionér virale Mechanismen zur
spezifischen Hemmung von LGP2 entstanden sind. So bindet das Paramyxovirus V-Protein

direkt an LGP2 und behindert die Hydrolyse von ATP [80-82].

Auf molekularer Ebene konnte durch in vitro Versuche das Zusammenspiel zwischen LGP2 und
MDAS genauer charakterisiert werden. Obwohl LGP2 selbst keine Filamente bildet, modifiziert
es die Bildung von MDAS-Filamenten. In Anwesenheit von LGP2 bildet MDAS in kiirzerer
Zeit mehr Filamente, die im Verhéltnis kiirzer sind und die Produktion von Typ-I-Interferonen
stiarker induzieren als ohne LGP2. Dies wird durch eine schnellere Nukleation von MDAS an
der RNA und eine Stabilisierung der kiirzeren Filamente durch LGP2 unabhingig von seiner

ATPase-Aktivitét erreicht [83].

Ein auf diesen Daten beruhendes Modell beschreibt LGP2 daher als positiven Regulator
insbesondere fiir MDAS-abhéngiges signaling bei physiologischen, niedrigen Konzentrationen.
LGP2 wird Typ-I-Interferon-abhéngig nach der Aktivierung der RLH-abhingigen
Signalkaskade stark induziert, wodurch es in hohen Konzentrationen als negativer Feedback-
Inhibitor fungieren soll. Diese Modellvorstellung zeichnet das Bild eines molekularen Schalters,

der konzentrationsabhéngig hemmende oder positiv regulierende Eigenschaften besitzt [84].
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Bisher konnte in vivo auch fiir LGP2 kein eindeutiger Ligand charakterisiert werden. Wéhrend
die Interaktion mit MDAS mechanistisch bereits gut beschrieben wurde, existiert zum Zeitpunkt
der Anfertigung der vorliegenden Arbeit fiir die Modifikation der Erkennung viraler Strukturen
durch RIG-I kein Modell. Es ldsst sich spekulieren, dass LGP2 zur Modifikation viraler
Liganden notwendig ist, bevor die Erkennung durch MDAS und RIG-I effizient moglich ist.
Wihrend des viralen Lebenszyklus ist virale RNA fast stindig an Proteine gebunden und bildet
sogenannte Ribonukleoprotein Komplexe (RNPs) (sieche Abb. 1.2). Die vorliegende Arbeit
beschiftigt sich detailliert mit der Frage, welche Strukturen mogliche Liganden fiir LGP2

darstellen und ob LGP2 mit viralen RNPs interagieren kann.
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Abbildung 1.2 Schematische Darstellung der Erkennung viraler Infektionen durch
die RLHs

Nach der Fusion des Virions mit der Zielzelle werden virale Ribonukleoprotein-Komplexe,
bestehend aus dem an Proteine gebundenen viralen Genom freigesetzt. Wahrend RIG-I das
5'-terminale Ende von doppelstrangiger RNA erkennt und durch Translokation oligomerisiert,
bildet MDA5 in der Mitte der RNA Filamente. Die Rolle von LGP2 bei diesem Prozess ist
umstritten. RIG-1 und MDAS interagieren durch ihre CARD Doméanen mit dem mitochondrialen
Protein MAVS. Anschlielend werden durch Rekrutierung von TRAFs die Kinasen TBK1,
IKKa, IKKB, und IKKe aktiviert. Diese aktivieren die Transkriptionsfaktoren NF-kB sowie IRF3
und IRF7, welche in den Zellkern translozieren und die Expression von Interferonen und pro-
inflammatorischen Zytokinen induzieren. Modifiziert nach Yoneyama et al. und Kim et al.
[23,85].
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1.4.4 Aktivierung des Interferonsystems durch die RIG-I-/ike-Helikasen

Durch die Aktivierung von RIG-I und MDAS wird eine gemeinsame Signalkaskade aktiviert,
die in der Initiierung eines komplexen antiviralen Abwehrprogramms gipfelt (siche Abb. 1.2).
Eine zentrale Rolle in dieser Kaskade spielt das Adapterprotein MAVS, welches in der du3eren
Mitochondrienmembran liegt. Es verfiigt ebenfalls iiber CARD-Doménen, die nach Interaktion
mit den CARDs von RIG-I oder MDAS in einem selbst amplifizierenden Prozess
oligomerisieren [62,86-88]. Durch die Rekrutierung von tumor necrosis factor receptor-
associated factor (TRAF) 2, 3 und 6 sowie weiteren Faktoren werden die Kinasen TANK-
binding kinase I (TBK1) und IKKe sowie weitere Faktoren aktiviert. Diese aktivieren
wiederum den Transkriptionsfaktor NF-kB und fithren zur Hetero- und Homodimerisierung
sowie Translokation der Transkriptionsfaktoren inferferon regulatory factor (IRF) 3 und 7.
Dadurch wird die Expression und Sekretion von Typ-I-Interferonen und anderen

pro-inflammatorischen Zytokinen initiiert [87,89-92].

Die Familie der Interferone (IFN) wurde erstmals 1957 als antiviraler Mediator beschrieben.
Neben den Typ-I-Interferonen ist auch das Typ-II-Interferon IFN-y, das hauptsdchlich von
aktivierten T-Zellen und natiirlichen Killerzellen produziert wird, beschrieben. Die Klasse der
Typ-IlI-Interferone wird auch als IFN-dhnliche Zytokine bezeichnet und besteht aus IFN-A1 bis
3193-96].

Die Typ-I-Interferone IFN-a und IFN-B konnen von fast allen Zelltypen nach mikrobieller
Infektion produziert werden [97]. Typ-I-Interferone haben eine Schliisselstellung bei der
Abwehr viraler Infektionen und aktivieren nach autokriner, parakriner oder endokriner
Rezeptorbindung die JAK/STAT-Signalkaskade und setzen so die Expression von mehr als 300
Interferon-stimulierten Genen (ISGs) wie den Mustererkennungsrezeptoren aus der RIG-I-/ike-
Familie in Gang [65,98]. Auflerdem werden interferonabhingig eine Reihe
pro-inflammatorischer Zytokine und Chemokine wie IP10 (CXCL10) ausgeschiittet [1]. Typ-I-
Interferone versetzen infizierte und umgebende Zellen in einen antiviralen Zustand und hemmen
unter anderem durch die verstiarkte Degradation viraler RNA und die Inhibition der zelluldren
Translation den viralen Replikationszyklus. Dariiber hinaus wird in infizierten Zellen Apoptose
induziert, die Infiltration von Immunzellen im Gewebe gefordert und eine spezifische
Immunantwort durch Regulation von dendritischen Zellen, B- und T-Zellen eingeleitet

[9,74,94,98].

1.5 Viren

Viren besitzen als obligat intrazelluldre Parasiten weder Zellorganelle noch Zytoplasma und

bestehen im Wesentlichen aus viralen Proteinen und der daran gebundenen viralen genetischen
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Information. Diese kodiert fiir die viralen Proteine und liegt entweder in Form von DNA oder
RNA vor. Viele Viren besitzen dariiber hinaus eine Lipidmembran als Hiille. Ein weiteres
Einteilungsmerkmal richtet sich danach, ob das virale Genom einzelstringig oder
doppelstrangig vorliegt. Einzelstrang-RNA Viren werden je nachdem, ob ihr Genom direkt als
mRNA oder als Muster zur Transkription vorliegt, als positiv- oder negativ-Strang Viren

bezeichnet.

1.5.1 Negativ-Strang RNA Viren

Negativ-strang RNA Viren lassen sich in die Ordnung der Multinegavirales und
Mononegavirales einteilen. Den Multinegavirales ist gemeinsam, dass ihr Genom in mehrere
Teile segmentiert vorliegt. Zu dieser Ordnung gehort zum Beispiel das Influenza-A-Virus. Die
Mononegavirales umfassen negativ-Strang Viren mit nicht-segmentiertem Genom, wie
Vesikuldres Stomatitis Virus, Masern Virus, Tollwutvirus oder Sendai Virus. Diese Viren teilen
sich die Organisation ihres Genoms, das in 3°-5° Richtung immer mindestens fiir ein
Nukleoprotein (N-Protein), Phosphoprotein (P-Protein), Matrix-Glykoprotein und eine RNA-
abhéngige-RNA-Polymerase (L-Protein) kodiert [9,99].

Virale Ribonukleoprotein Partikel

Eine Besonderheit der Ordnung Mononegavirales ist, dass ihre Polymerase einen helikalen
Ribonukleoprotein Komplex (RNP) als Vorlage zur Transkription und Replikation benutzt.
Dieser besteht aus dem Genom, das komplett von N-Proteinen umhiillt ist, sowie der
Polymerase L und dem Kofaktor P. Wie auch bei den meisten positiv-Strang Viren liegt die
genomische RNA des Virus wihrend des viralen Lebenszyklus immer an virale Nukleoproteine

gebunden vor. Nur so kann der Polymerasekomplex mit dem Genom interagieren [100-102].

Nach Eindringen eines Virions in die Zelle beginnt der Polymerasekomplex umgehend mit der
Transkription viraler mRNA, die mit einer cap- und Polyadenylat-Modifikation ausgestattet
wird. Sobald genug N-Protein produziert wurde, erfolgt die kontinuierliche Replikation des
Genoms iiber ein positiv-strang Antigenom. Die zur Replikation synthetisierte RNA wird noch
wihrend der Produktion umgehend von N-Proteinen umhiillt [9,50]. Dies verhindert sowohl die
Basenpaarung mit dem Antigenom, als auch die Erkennung durch die RLHs, da das
synthetisierte Genom immer mit einer 5°-Triphosphat Modifikation ausgestattet ist, und somit
einen potentiell starken Aktivator fiir RIG-I darstellt [46,101,103]. Evolutiondr haben sich viele
Mechanismen entwickelt, um die Erkennung des 5°-Endes durch die RLHs zu verhindern.
Wihrend Vertreter der Mononegavirales das 5°-Ende durch die Umbhiillung mit N-Proteinen
verbergen, trennen andere RNA Viren die Phosphatmodifikation durch Phosphatasen ab oder
binden wie Viren der Familie der Picornaviridae das 5°-Ende an virale Proteine [9,104]. Das

virale Genom und Antigenom, sowie defective interfering (DI) Genome sind wiederholt als
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Liganden fiir RIG-I beschrieben worden. Strukturell konnte die an RIG-I gebundene
genomische RNA bisher nie eindeutig auf gebundene virale Proteine untersucht werden
[9,102,105-107]. Bei DI-Genomen handelt es sich um defekte virale Genome mit groflen
intrinsischen Deletionen. Diese entstehen, wenn die virale Polymerase wihrend der Replikation
zu einem anderen template springt. Da sie kompetitiv mit der Produktion des Vollldngen-

Genoms konkurrieren, werden sie als interferierend bezeichnet [9,50,108,109].

Vesikuléres Stomatitis Virus
Das Vesikuldre Stomatitis Virus (VSV) ist ein behiilltes negativ-Strang RNA Virus aus der

Familie der Rhabdoviridae, das in vitro fast alle tierischen Zellen infizieren kann [9]. In dieser
Arbeit wurde der Serotyp Indiana (NCBI Sequenz: NC 001560.1 VSV Indiana) verwendet.
Sein Genom besteht aus 11 161 Nukleotiden und liegt im Zytoplasma der Wirtszelle von etwa
1200 N-Protein Molekiilen umbhiillt vor [101]. Dieser Nuklease-resistente N-RNA Komplex
dient sowohl als Vorlage zur Replikation des Genoms, als auch zur Transkription der viralen
mRNA. Zusammen mit etwa 500 P-Proteinen und 50 L-Proteinen wird so der virale

Ribonukleoprotein Komplex (RNP) gebildet [100,110].

Das Matrixprotein M und das transmembrane Glykoprotein G sind am Aufbau der viralen Hiille
beteiligt. Das VSV M-Protein blockiert in der Wirtszelle dariiber hinaus die Produktion von
Typ-I-Interferon durch Inhibition der Transkription und Translation. Es existieren zahlreiche
Mutanten von VSV, wie die in dieser Arbeit verwendete VSV MS51R Mutante, die durch

Defekte im M-Protein die Produktion von Typ-I-Interferonen nicht blockieren kdnnen [111].

1.6 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Das angeborene Immunsystem ist ein hochst effektives und komplexes Netzwerk verschiedener
Faktoren und ist zur Initiierung einer effektiven Immunantwort und Rekrutierung des
spezifischen Immunsystems essenziell. Die RIG-I-/ike-Helikasen wurden in den letzten Jahren
als entscheidender Schliisselfaktor bei der Erkennung zytosolischer viraler RNA identifiziert.
Bis heute ist jedoch unklar, welche viralen Strukturen in einer infizierten Zelle genau erkannt

werden und wie die Regulation dieser méchtigen Signalkaskade im Detail funktioniert.

Im Kern beschiftigt sich die vorliegende Arbeit mit der Frage, welche Funktionen die Helikase
LGP2 hat und welche Strukturen von ihr erkannt werden. LGP2 ist ein fast ubiquitér
exprimiertes Mitglied der RLH-Familie, das Interferon-abhingig stark induziert wird und grof3e
Homologie zu MDAS und RIG-I aufweist [74]. Im Gegensatz zum Rest der RLH Familie ist
LGP2 bisher nur wenig charakterisiert und bisherige Arbeiten zur Funktion von LGP2 zeigen

oft widerspriichliche Ergebnisse auf.
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Experimente mit knockout Mausen haben gezeigt, dass LGP2 ein wichtiger Kofaktor bei der
Erkennung RIG-I-abhéngiger Viren wie VSV ist, und in der Signalkaskade upstream von RIG-I
und MDAS5 wirkt [78]. Fiir Ribonukleoprotein Komplexe von VSV wurde wiederum gezeigt,
dass diese nach Transfektion die RLH-abhédngige Signalkaskade aktivieren konnen. Im VSV
RNP sind die viralen Erkennungsmuster wie die 5°-Triphosphatmodifikation jedoch durch
virale N-Proteine verdeckt [50,112]. LGP2 konnte die an die virale RNA gebundenen viralen
Proteine verschieben oder anderweitig modifizieren und so die Mustererkennung durch RIG-I

und MDAS ermoglichen (siche Abb. 1.3).
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Abbildung 1.3 Schematische Darstellung der Hypothese: Modifikation viraler

RNPs durch LGP2

Entsprechend der Hypothese dieser Arbeit blockieren die viralen Proteine, die im RNP das
virale Genom binden, die Erkennung durch RIG-I und MDA5. In einem ATP-abhangigen
Prozess koénnte LGP2 das RNP so modifizieren, dass Erkennungsmuster wie ein 5'-
Triphosphat-Terminus und doppelstrangige, hybridisierte RNA Abschnitte fur RIG-1 und MDA5S
frei liegen.

Aus den oben genannten Arbeiten ist bekannt, dass LGP2 eine wesentlich Rolle bei der
Erkennung verschiedener RIG-I- und MDAS-abhéngiger Viren spielt und dass das virale
Genom ein moglicher Ligand fiir die RLHs ist [102,106]. Eine mogliche Interaktion von LGP2
mit viralen RNPs ist bisher nicht bekannt. Auch sind Details zu den viralen Liganden von LGP2

im Hinblick auf eine positive Regulation von RIG-I und MDAS bisher nicht bekannt.

In dieser Arbeit soll daher die Funktion von LGP2 im Zusammenspiel mit RIG-I und MDAS
ndher charakterisiert, und LGP2 auf mogliche Interaktionen mit viralen RNPs untersucht

werden. Dafiir sollen folgende wissenschaftliche Fragen beantwortet werden:

— Welche Rolle spielt LGP2 im humanen Zellsystem nach Stimulation? Wie wird die
RIG-I- und MDAS-vermittelte Immunantwort durch LGP2 modifiziert?
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Was sind Liganden fiir LGP2 und MDAS5 in vitro? Welche enzymkinetischen
Eigenschaften haben LGP2 und MDAS dabei?

Welche Moglichkeiten gibt es, virale RNPs aufzureinigen und diese auf eine mogliche

Interaktion mit LGP2 zu untersuchen?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geriite

AKTA FPLC Chromatographie System
AKTA micro Chromatographie System
Alpha Imager HP

Biometra Vacu-Blot Transfersystem
CO»-Begasungsbrutschrank
Eismaschine

Gefrierschréinke (-80°C)
Gelelektrophorese Systeme

InoLab pH Meter 720

Kiihl- und Gefrierschrianke (4°C, -20°C)
Laminar Air Flow Werkbank (HB 2448)
LightCycler 480

Luminescent Image Analyzer LAS 4000
Magnetriihrer Combimag

Mikroskop Axiovert 25

Mini Trans-Blot wet Transfer Cell
MLS-50 Rotor

Multiplate Reader Mithras LB 940
NanoDrop 2000c Photometer

New Brunswick Incubator Shaker Innova 44
Power Pac 200 Spannungsgerit
Rollenmischgeridt RM 5

Sonifikator Branson Sonifier 250
Sorvall SS34 Rotor

Storm 860 Molecular Imager
Thermocycler T3

Thermomixer 5436

Thermoshake Inkubatorschiittler
Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell
Ultrazentrifuge Optima MAX-XP
Ultrazentrifuge Sorvall

Vortex

Waage LP 6209

Waage SBC 21

Zentrifuge 5415 R

Zentrifuge Sepatech Omnifuge

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Amicon Ultra-4 Filtereinheiten
Econo-Pac Saule
HiPrep Sephacryl SS500HR 16/60 Séule

GE Healthcare (Miinchen, DE)

GE Healthcare (Miinchen, DE)
Alpha Innotech (San Leandro, USA)
Analytik Jena AG (Jena, DE)
Heraeus (Hanau, DE)

Ziegra (Isernhagen, DE)

Thermo Scientific (Waltham, USA)
Biorad (Munich, DE)

WTW (Darmstadt, DE)

Bosch (Gerlingen-Schillerhohe, DE)
Heraeus (Hanau, DE)

Roche Diagnostics (Mannheim, DE)
Fujifilm (Tokio, Japan)

IKA (Staufen, DE)

Zeiss (Jena, DE)

Biorad (Munich, DE)

Beckman Coulter (Brea, USA)
Berthold Technologies (Bad Wildbach, DE)
Thermo Scientific (Waltham, USA)
Eppendorf (Hamburg, DE)

Biorad (Miinchen, DE)

Karl Hecht (Sondheim/R6hn, DE)
Branson (Danbury, USA)

Thermo Scientific (Waltham, USA)
GE Healthcare (Miinchen, DE)
Biometra (Gottingen, DE)
Eppendorf (Hamburg, DE)

Gerhardt (Konigswinter, DE)
Biorad (Munich, DE)

Beckman Coulter (Brea, USA)
Thermo Scientific (Waltham, USA)
Janke & Kunkel (Staufen, DE)
Sartorius (Gottingen, DE)

Scaltec Instruments (Heiligenstadt, DE)
Eppendorf (Hamburg, DE)

Heraeus (Hanau, DE)

Merck (Darmstadt, DE)
Biorad (Miinchen, DE)
GE Healthcare (Miinchen, DE)
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HiTrap Heparin HP 5 ml Séule GE Healthcare (Miinchen, DE)
HiTrap Sepharose FF 5 ml Sdule GE Healthcare (Miinchen, DE)
Ni-NTA Agarose Qiagen (Venlo, NL)
Produktion von LGP2-RD Antiserum BioGenes (Berlin, DE)
Spritzenfilter 0,45 uM Merck (Darmstadt, DE)

Alle weiteren Verbrauchsmaterialen wurde von den Firmen Becton Dickinson (Heidelberg,
DE), Corning (Corning, USA), Eppendorf (Hamburg, DE), Falcon (Heidelberg, DE), Greiner
(Frickenhausen, DE) oder Sarstedt (Niimbrecht, DE) gekauft.

2.1.3 Reagenziensitze (Kits)

ADP Quest Kinase Assay Kit DiscoveRx (Hannover, DE)
Bac-to-Bac Baculovirus Expression System Invitrogen (Carlsbad, USA)

DC Protein Assay Kit Biorad (Miinchen, DE)

GeneJET Plasmid Miniprep Kit Fermentas (St. Leon-Roth, DE)
Human IL6 OptEIA ELISA Set BD Biosciences (San Diego, USA)
Human IP-10 OptEIA ELISA Set BD Biosciences (San Diego, USA)
JETQUICK Plasmid Spin Kit Genomed (Lohne, DE
MegaShortscript T7 Kit Ambion (Darmstadt, DE)
peqGOLD Total RNA Kit VWR (Ismaning, DE)

Pierce Silver Stain Kit Thermo Scientific (Waltham, USA)
QIAquick Nucleotide removal Kit Qiagen (Venlo, NL)

Qiagen Plasmid Midi Kit Qiagen (Venlo, NL)

Rediprime I DNA Labeling System Amersham (Little Chalfont, GB)
Universal Probe Library Set, human Roche Diagnostics (Mannheim, DE)

2.1.4 Reagenzien

ELISA

BD OptEIA ELISA Substrat BD Biosciences (San Diego, USA)
Bovines Serumalbumin (BSA) Roth (Karlsruhe, DE)

Natriumkarbonat Roth (Karlsruhe, DE)

Polysorbat 20 (Tween 20) Roth (Karlsruhe, DE)

Schwefelsdure Apotheke Innenstadt LMU (Miinchen, DE)

Western blot | Northern blot | Gelelektrophorese

Ammoniumpersulfat (APS) Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)
Blotting Papier Schleicher & Schuell (Dassel, DE)
Bromphenol Blau Roth (Karlsruhe, DE)
Deoxycholsdure Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)
Dinatriumhydrogenphosphat Roth (Karlsruhe, DE)

ECL Western blot Detektionsreagenz Amersham (Little Chalfont, GB)
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) Roth (Karlsruhe, DE)

Glycin Roth (Karlsruhe, DE)
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Guanidin Hydrochlorid

Immobilon-P PVDF Membran 0,45 pm
Magermilchpulver

Methanol

Natriumazid

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Nitrocellulose Membran

Nylon Membran

PageRuler Plus Prestained Protein Ladder
PageRuler Prestained Protein Ladder
Rotiphoresis Gel 30 (37,5:1) Acrylamidldsung
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
TRIS Hydrochlorid (TRIS HCI)

Tris hydroxymethylaminomethan (TRIS)
B-Mercaptoethanol

Coomassie Firbung

Ammoniumsulfat
Coomassie Blau G-250

Phosphorséure

Agarose Gelelektrophorese

Agarose

Agarose LE

Blue Juice Ladepuffer
Essigsédure

Ethidiumbromid

Formaldehyd 37 %

Glyoxal

Loading Dye (6x)
O’GeneRuler DNA Ladder Mix
Tris-Borat-EDTA (TBE)

Zellkultur

Aqua ad injectabilia

Ciprofloxacin

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
Fotales Kdlberserum (FCS)

Glasgow Minimum Essential Medium (GMEM)
Interferon-f3

L-Glutamin

Opti-MEM

Penicillin / Streptomycin (100 x)

Roth (Karlsruhe, DE)

Merck (Darmstadt, DE)

Roth (Karlsruhe, DE)

Merck (Darmstadt, DE)

Roth (Karlsruhe, DE)

Roth (Karlsruhe, DE)

Roth (Karlsruhe, DE)

Roth (Karlsruhe, DE)
Amersham (Little Chalfont, GB)
Stratagene (La Jolla, USA)
Fermentas (St. Leon-Roth, DE)
Fermentas (St. Leon-Roth, DE)
Roth (Karlsruhe, DE)

Roth (Karlsruhe, DE)

Roth (Karlsruhe, DE)

Roth (Karlsruhe, DE)

Biorad (Miinchen, DE)

Roth (Karlsruhe, DE)
Roth (Karlsruhe, DE)
Roth (Karlsruhe, DE)

Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)
Biozym (Hessisch Oldendorf, DE)
Thermo Scientific (Waltham, USA)
Roth (Karlsruhe, DE)
Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)
Roth (Karlsruhe, DE)

Roth (Karlsruhe, DE)

Fermentas (St. Leon-Roth, DE)
Fermentas (St. Leon-Roth, DE)
Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)

Braun (Melsungen, DE)

Stada (Bad Homburg, DE)
Roth (Karlsruhe, DE)
Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)
GibcoBRL (Paisley, GB)
Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)
Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)
PAA (Linz, A)

Invitrogen (Carlsbad, USA)
PAA (Linz, A)
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Phosphate-buffered saline (PBS)
Trypsin (10 x)
Tryptanblau

Zelllysate
Ethylenglycol-bis-tetraessigsdure (EGTA)

for use in mammalian cells
Magnesiumchlorid (MgClz)
Natriumorthovanadat

Nonident P-40
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Protease Inhibitor Cocktail

B-Glycerophosphat

Transfektionsreagenzien
FuGENE

Geneluice

Lipofectamine RNAiMax

Protein- und RNP Aufreinigung und Experimente
4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsédure (HEPES)

Ampicillin

Chloroform

D(+)-Saccharose

Express Five SFM Insektenzellmedium
Gentamicin

Glycerol

Imidazol
Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Kanamycin

LB-Agar

LB-Medium

Protease Inhibitor Cocktail cOmplete EDTA-free
S.0.C. Medium

Tetrazyklin

TRIzol Reagent

Zinkchlorid (ZnCl>)

gPCR
dNTPs (10mM)

Ethanol

Isopropanol

KAPA PROBE FAST qPCR Master Mix
Oligo (dT)18 Primer

RevertAid H Minus Reverse Transcriptase
Ribolock RNase Inhibitor

PAA (Linz, A)
PAA (Linz, A)
Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)

Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)

Roth (Karlsruhe, DE)

Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)
Fluka Biochemika (Buchs, CH)
Fluka Biochemika (Buchs, CH)
Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)
Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)

Roche (Penzberg, DE)
Merck Chemicals (Darmstadt, DE)
Invitrogen (Carlsbad, USA)

Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)
Roth (Karlsruhe, DE)

Roth (Karlsruhe, DE)
Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)
GibcoBRL (Paisley, GB)

Roth (Karlsruhe, DE)

Roth (Karlsruhe, DE)

Roth (Karlsruhe, DE)
Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)
Roth (Karlsruhe, DE)

Roth (Karlsruhe, DE)

Roth (Karlsruhe, DE)
Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)
Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)
Roth (Karlsruhe, DE)
Invitrogen (Carlsbad, USA)
Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)

Fermentas (St. Leon-Roth, DE)
Merck Chemicals (Darmstadt, DE)
Merck Chemicals (Darmstadt, DE)
Kapa Biosystems (Wilmington, USA)
Fermentas (St. Leon-Roth, DE)
Fermentas (St. Leon-Roth, DE)
Fermentas (St. Leon-Roth, DE)
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In vitro Experimente

Adenosin 5°-Triphosphat (ATP)

calf intestinal alkaline phosphatase (CIAP)
Poly I.C (pI.C) HMW

Poly I.C (pI:C) LMW

RNA 5’Polyphosphatase

RNase 11

2.1.5 Software

Adobe Creative Suite

CLC Maim Workbench V7.7.3 Trial
EndNote X8

Graph Pad Prism V5.03

LightCycler 480 Software

Microsoft Office 2010

siRNA Selection Program
UNICORN Control Software V5.20

2.1.6 Puffer

Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)
Fermentas (St. Leon-Roth, D)
Invivogen (San Diego, USA)
Invivogen (San Diego, USA)
Epicentre (Madison, USA)
Epicentre (Madison, USA)

Adobe Systems (San Jose, USA)
CLCbio (Aarhus, DK)

Thomson Reuters (New York, USA)
Graph Pad Software Inc. (La Jolla, USA)
Roche Diagnostics (Mannheim, DE)
Microsoft (Redmont, USA)

Whitehead Institute (Cambridge, USA)
GE Healthcare (Miinchen, DE)

Puffer zur Aufreinigung von rekombinanter LGP2-RD Domine

Lysepuffer/Waschpuffer 1
50 mM Tris-HCI (pH 7,5)
300 mM NaCl

20 mM Imidazol

7 mM B-Mercaptoethanol
20 uM ZnClz

Niedrigsalzpuffer
Kationenaustausch

50 mM Tris-HCI (pH7,0)
100 mM NaCl

7 mM B-Mercaptoethanol
20 uM ZnCl,

Puffer fiir die Aufreinigung von rekombinantem Volllingen-LGP2 und LGP2 K30A Mutante

Waschpuffer 2
50 mM Tris-HCI (pH 7,0)

100 mM NaCl

20 mM Imidazol

7 mM B-Mercaptoethanol
20 uM ZnClz

Hochsalzpuffer
Kationenaustausch

50 mM Tris-HCI (pH7,0)
1 M NaCl

7 mM B-Mercaptoethanol
20 uM ZnCl,

Elutionspuffer
50 mM Tris-HCI (pH 7,0)

100 mM NaCl

200 mM Imidazol

7 mM B-Mercaptoethanol
20 uM ZnClz

Puffer Aufkonzentration

5 % (Vol.) Glycerol

2 mM Dithiothreitol (DTT)
20 uM ZnCl,

in PBS

Lysepuffer

30 mM Tris-HCI (pH 7,0)
500 mM NacCl

10 % (Vol.) Glycerol

20 mM Imidazol

10 mM B-Mercaptoethanol

5 uM ZnCly

Waschpuffer
30 mM Tris-HCI (pH 7,0)

150 mM NacCl

10 % (Vol.) Glycerol

20 mM Imidazol

10 mM B-Mercaptoethanol
5 uM ZnCl»

Elutionspuffer

30 mM Tris-HCI (pH 7,0)
150 mM NaCl

10 % (Vol.) Glycerol

200 mM Imidazol

10 mM B-Mercaptoethanol
5 uM ZnClz
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Niedrigsalzpuffer Heparinséule
30 mM Tris-HCI (pH7,0)

150 mM NaCl

10 % (Vol.) Glycerol

10 mM B-Mercaptoethanol

5 uM ZnCl»

Hochsalzpuffer Heparinséule
30 mM Tris-HCI (pH7,0)
500 mM NacCl

10 % (Vol.) Glycerol

10 mM B-Mercaptoethanol

5 uM ZnClz

Puffer zur Aufreinigung von Ribonukleoprotein Komplexen

TEN-Puffer

50 mM Tris-HCl (pH 7,4)
150 mM NacCl

1 mM EDTA

20 % D(+)-Saccharose

Zellkultur

DMEM Vollmedium
100 IU/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin
1,5 mM L-Glutamin

10 Vol. % FCS

in DMEM-Medium

ATPase-Resuspensionspuffer

15 mM HEPES (pH 7,4)

20 mM NaCl

10 mM MgCl,

0,02 % Polysorbat 20 (Tween 20)

GMEM Vollmedium
100 IU/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin
1,5 mM L-Glutamin

10 Vol. % FCS

in GMEM-Medium

Express Five SF-9 Medium
10 pg/ml Gentamicin

18 mM L-Glutamin

in Express Five Medium

SDS- / Native-PAGE, Agarose Gelelektrophorese, Western blot und Northern blot Puffer

Lysepuffer
20 mM Tris-HCI (pH 7,5)

10 Vol % Glycerol

150 mM NacCl

1,5 mM MgCl,

0,5 mM EGTA

0,2 Vol % Nonident P-40

1 mM PMSF

1 mM Natriumorthovanadat

50 pl Protease Inhibitor Cocktail
pro 10 ml Puffer

Elektrophorese Laufpuffer
192 mM Glycin

25 mM Tris-Base (pH 8,3)
ddH>0 ad 1000 ml

10% Trenngel
3,3 ml 30 % Acrylamid

2,5 ml 1,5 M Tris-Base (pH 8,8)
0,1 ml 10 % Ammoniumpersulfat
0,004 ml TEMED

4,1 ml H.O

Lammli-Puffer (5x)

250 mM Tris-HCI (pH 6,8)
40 Vol % Glycerol

5% (w/v) SDS

0,05 % (w/v) Bromphenolblau
10 Vol % B-Mercaptoethanol
in ddH.O

Coomassie-Brilliant-Blau

10 % Phosphorséure

10 % Ammoniumsulfat

0,12 % Coomassie Blau G-250
20 % Methanol

in ddH20

3% Sammelgel
0,68 ml 30 % Acrylamid

1,0 ml 1,5 M Tris-HCI (pH 6,8)
0,04 ml 10 % Ammoniumpersulfat
0,004 ml TEMED

2,26 ml H20

Native-Ladepuffer (2x)

125 mM Tris-HCI (pH 6,8)
30 Vol % Glycerol

2 % Deoxycholsédure

in ddH.0

Semi-dry / wet Transferpuffer
192 mM Glycin

25 mM Tris-Base

20 Vol. % Methanol

ddH20 ad 1000 ml
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TBS-Tween

50 mM Tris-HCI (pH 7,5)
150 mM NaCl

0,05 Vol % Tween 20

50 x Phosphatpuffer
250 mM Na>HPOs x 2 H2O
250 mM NaH2PO4 x H20

ELISA Puffer

ELISA Beschichtungspuffer
0,1 M Natriumkarbonat (pH 9,5)
in ddH.O

Blockierungspuffer

Stripping Puffer

5 % (w/v) Milchpulver
in TBS-Tween

Zeta Hybridisierungspuffer

6 M Guanidin-HCl
20 mM Tris—HCI (pH 7,5)

0,2 Vol % Nonident P-40
0.1 M B-Mercaptoethanol

Zeta Waschpuffer 1% / 5%

250 mM Na:HPO4 x 2 H20 8% 50 x Phosphatpuffer
250 mM NaH:PO4 x H20 (pH 7,2) 1 mM EDTA

1 mM EDTA 1% / 5% SDS

7% SDS

ELISA Verdiinnungspuffer ELISA Waschpuffer

10 % FCS in PBS (pH 7,0)

2.1.7 RNA Oligonukleotide

0,05 Vol % Tween 20 in PBS

Tabelle 2.1 Oligonukleotide zur in vitro ATPase Stimulation

Typ Modifikation Name Sequenz 5°-3°
Syn RNA  5°-OH 2.2s-OH GCAUGCGACCUCUGUUUGA
2.2as-OH UCAAACAGAGGUCGCAUGC
2.2 5-mer UCAAA
2.2 10-mer UCAAACAGAG
2.2 15-mer UCAAACAGAGGUCGC
2.2 18-mer UCAAACAGAGGUCGCAUG
2.2 5-mer* CAUGC
2.2 10-mer* GGUCGCAUGC
2.2 15-mer* ACAGAGGUCGCAUGC
GAACUAUGAAGAGAAGACCAGACGC
408 GUAAUUGUAAAGAAC
GUUCUUUACAAUUACGCGUCUGGU
400 CUUCUCUUCAUAGUUC
GAACCGAAGAGACACGACAAGACG
70s CCGAGACACACAAGACACACGCAG
AGACCACACCCGAACACACGCU
AGCGUGUGUUCGGGUGUGGUCUC
70as UGCGUGUGUCUUGUGUGUCUCGG

cgucuuaucaguGauCcucuucGGuUUC
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Tabelle 2.1 Oligonukleotide zur in vitro ATPase Stimulation

Typ Modifikation Name Sequenz 5°-3°
Syn RNA  5°-OH Fas-OH cuGguuucuucuCcuuGuuUUGGU
5°-ppp Syn 2.2s-ppp GCAUGCGACCUCUGUUUGA
Fs-ppp ACCAAACAAGAGAAGAAACAG
IVT RNA  5°ppp IVT 2.2s GGCAUGCGACCUCUGUUUGA
IVT 2.2as GUCAAACAGAGGUCGCAUGC
TCAAACAGAGGTCGCATGCCTATAGTGAGT
DNA ssDNA
CGTATTAGAATTCGC

Die synthetische, einzelstringige RNA Fs-ppp wurde von Filiz Civril aus dem Labor von Prof.
Karl-Peter Hopfner (Genzentrum, LMU Miinchen) zur Verfiigung gestellt und, wie in Civril et
al. [40] beschrieben, hergestellt. Bei der Verwendung doppelstrangiger Nukleotide wurden der
jeweilige Strang (sense) und entsprechende Gegenstrang (antisense) im Sinne einer
Basenpaarung hybridisiert. Zum Beispiel 70ds als Produkt aus 70s und 70as. Chemisch
synthetisierte (syn) 5°-OH RNA wurde bei Metabion erworben. Synthetische (syn)
5¢-Triphosphat (5°-ppp) RNA stellte die Firma Eurogentec her. In vitro transkribierte (IVT)
RNA wurde mit dem MEGAshortscript T7 Kit nach dem Protokoll des Herstellers hergestellt.
IVT 2.2s und 2.2as RNA entsprechen IVT ss2.2s bzw. IVT ss2.2as RNA aus Schmidt et al.
[48]. Das Produkt aus IVT 2.2s und 2.2as RNA ist eine doppelstrangige RNA mit 5°-
Triphosphat Modifikation und wird im Folgenden als ,,2.2ds* bezeichnet. Analog wird das
doppelstrangige Hybridisierungsprodukt der sense- (s) und antisense- (as) Sequenz jeweils als

,,ds* bezeichnet.

2.1.8 Small-interfering RNA (siRNA)

Tabelle 2.2 Small-interfering RNA

Zielprotein Zielbereich Sequenz (5°- 3°) Name

Humanes LGP2 (1) Kodierender Bereich GCCAGUACCUAGAACUUAATT siRNA'1
Humanes LGP2 (2) 3’ Untranslatierter Bereich GCCAUACUGUACUCAGAAUTT  siRNA 2

Die in dieser Arbeit verwendeten Small-interfering RNA (siRNA) Sequenzen wurden mit Hilfe
des Programms siRNA Selection Program des Whitehead Institute (Cambridge, USA) erstellt
(http://sirna.wi.mit.edu). Die dargestellten Sequenzen von 21 Basen entsprechen dem sense-
Strang der mRNA des Zielgens in 5° - 3° Notierung. Am 3‘- Ende befindet sich ein dTdT-

Uberhang. Samtliche siRNA wurde von der Firma Metabion erworben.
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2.1.9 qRT-PCR Primer und Sonden

Tabelle 2.3 qRT-PCR Primer und Sonden

Zielgen Primersequenz (5° — 3°) Position Sonde
for.. TGACCTTGATTTATTTTGCATACC 218 —241

HPRT rev.: CGAGCAAGACGTTCAGTCCT 300-319 7
for.. GCCTTGCAAACAGTACAACCT 862 — 882

LoP rev.: TCTTCAGCAAGTCCCAAAC 907 — 926 72
for.. GAAAGCAGTTAGCAAGGAAAGGT 363 —385

P10 rev.: GACATATACTCCATGTAGGGAAGTGA 434 - 459 >
for.: CGACACTGTTCGTGTTGTCA 54-173

TEN-B rev.. GAGGCACAACAGGAGAGCAA 101 -120 2

Die in dieser Arbeit verwendeten qRT-PCR Primersequenzen wurden mit Hilfe des Universal

ProbeLibrary Assay Design Center von Roche erstellt (www.universalprobelibrary.com). Auf

diese Weise wurden auch geeignete Sonden aus der Sondenbibliothek von Roche ausgewaihlt.

Die Synthese sdmtlicher qRT-PCR Primer erfolgte durch die Firma Metabion. Fiir jedes Gen

wurden ein Vorwarts-Primer (for.), welcher der zu vervielfaltigenden mRNA entspricht, und ein

Riickwiérts-Primer (rev.), der dem Gegenstrang entspricht, entworfen.

2.1.10 Primer fiir Northern blot Sonden

Tabelle 2.4 Primer fiir Northern blot Sonden

Zielgen Primersequenz (5° — 3°) Position
for.. GCGCTAATACGACTCACTATAGGTGACGGACGAA  2101-2123
VSV Genom TGTCTCATAA

rev.: AGGCTAAGTACAAAAGGCACT 3082 -3102

Die gezeigten Northern blot Primer wurden bei der Firma Metabion bestellt.

2.1.11 Plasmide

Tabelle 2.5 Plasmide

Gen Vektor Resistenz Charakteristika

LGP2 pcDNAS Ampicillin 3 x FLAG-tag, N-terminal

MDAS pcDNAS Ampicillin 3 x FLAG-tag, N-terminal

RIG-I pcDNAS Ampicillin 3 x FLAG-tag, N-terminal

LGP2 pcDNAS Ampicillin mCherry-tag, C-terminal

LGP2 pcDNAS Ampicillin mCherry-tag, N-terminal

LGP2 K30A pSfiExpress  Kanamycin HA-tag, C-terminal, als ,,dsDNA* in 3.3.1 verwendet
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Zur Isolation und Amplifikation von Plasmid-DNA wurde das jeweilige Plasmid durch
Hitzeschocktransformation in kompetente E. coli (siche 2.1.14) eingebracht. Dafiir wurden die
Bakterien mit dem jeweiligen Plasmid fiir eine Minute bei 42°C inkubiert und anschlie3end
entsprechend der auf dem Plasmid kodierten Antibiotikaresistenz auf antibiotikahaltigen
Agarplatten aufgebracht. AnschlieBend wurden Einzelkolonien abgenommen und unter
antibiotischem Selektionsdruck in 3 ml LB-Medium iiber Nacht kultiviert. Die Isolation und
Aufreinigung der Plasmid DNA erfolgte mit dem GeneJET Plasmid Miniprep Kit entsprechend

den Vorgaben des Herstellers.

2.1.12 Rekombinante Proteine

Tabelle 2.6 Rekombinante Proteine

Protein Aminosduren Tag Expressionshost Vektor Aufreinigung
6 x HIS, High Five
LGP2 1-678 pFBDM  NiNTA, Heparin
N-terminal Insektenzellen
6 x HIS, High Five
LGP2 K30A 1-678 pFBDM  NiNTA, Heparin
N-terminal Insektenzellen
6 x HIS, E. Coli NiNTA,
LGP2-RD 537-678 pET28
N-terminal Rosetta DE3 Kationenaustausch
6 x HIS, High Five mmMDAS aus Motz et al. 2013
Maus MDAS 1-1025
C-terminal Insektenzellen [113]
High Five RIG-I WT aus Cui et al. 2008
RIG-I 1-925
Insektenzellen [27]

Die Aufreinigung von rekombinantem LGP2, LGP2 K30A und LGP2-RD Domaine erfolgte im
Labor von Prof. Hopfner (Genzentrum, LMU Miinchen). Rekombinantes murines MDAS wurde
von Carina Motz und humanes RIG-I von Sheng Cui aus dem Labor von Prof. Hopfner zur

Verfiigung gestellt.

2.1.13 Antikorper

Tabelle 2.7 Antikorper

Antikdrper Host-Spezies Hersteller
) ) Immunisierung von Hasen mit LGP2-RD
Anti-LGP2-RD Hase, polyklonales Antiserum ) ] )
durch Firma BioGenes, siche 2.3.2
Anti-LGP2 Hase, polyklonal Proteintech

Anti-FLAG Maus, monoklonal, Klon M2 Sigma-Aldrich
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Anti-FLAG M2 Maus, monoklonal, Klon M2,
Affinity Gel an Agarose-beads gebunden
Anti-MDAS mouse  Hase, polyklonal
Anti-MDAS human  Hase, polyklonal

Anti-RIG-I Maus, monoklonal, Klon Alme-1
Anti-VSV-N Maus, monoklonal, Klon 10G4
Anti-VSV-G Maus, monoklonal, Kon P5D4
Anti-HA Hase, polyklonal

Sigma-Aldrich

Enzo Life Sciences
Enzo Life Sciences
Enzo Life Sciences
Kerafast
Sigma-Aldrich

Santa-Cruz Biotech, Santa Cruz, USA

Maus, monoklonal, Klon C4, HRP-

Anti-B-Actin o
konjugiert

Anti-mouse IgG Ziege, polyklonal, HRP-konjugiert
Anti-rabbit 1gG Ziege, polyklonal, HRP-konjugiert

Santa-Cruz Biotech, Santa Cruz, USA

Sigma-Aldrich

Santa-Cruz Biotech, Santa Cruz, USA

2.1.14 Bakterienstimme

Tabelle 2.8 Bakterienstimme

Stamm

Herkunft

Escherichia coli (E. coli) DH10 MultiBac
E. coli Rosetta DE3

Prof. Hopfner (LMU, Miinchen)
Prof. Hopfner (LMU, Miinchen)

Alle Arbeiten mit Plasmiden und DNA wurden mit DH10 MultiBac durchgefiihrt. Der Rosetta

DE3 Stamm wurde ausschlieBlich zur Expression von rekombinantem Protein verwendet.

2.1.15 Zelllinien

Tabelle 2.9 Verwendete Zelllinien

Zelllinie Zellart

Herkunft

Humane Melanomzellen aus einer
1205LU
Lungenmetastase

HEK 293  Humane embryonale Nierenzellen
BHK-21 Baby Hamster Nierenzellen

SF.9 Insektenzellen aus dem Ovar von S.
frugiperda

M. Herlyn (Wistar Institute, Philadelphia, PA,
USA)

American Type Culture Collection (ATCC)

I. Macpherson, M. Stocker (Institute of
Virology, University of Glasgow, GB)

J.L. Vaughn (Plant Sciences Institute,
Beltsville, USA)
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PD Robert Besch (LMU Miinchen) stellte 1205LU Melanomzellen zur Verfiigung. SF-9
Insektenzellen wurden von Prof. Hopfner zur Verfiigung gestellt, jegliche Experimente mit SF-9

Zellen wurden im Labor von Prof. Hopfner durchgefiihrt.

2.1.16 Viren

Tabelle 2.10 Viren

Virus Merkmale

Vesikuléres

Indiana Stamm, wenig Induktion von Typ-I-Interferonen in der Zellkultur, zur
Stomatitis Virus S

Verfligung gestellt von Prof. Anne Krug, Technische Universitit Miinchen

(VSV)

Mutation im VSV M-Protein, Defekte Inhibition der Wirtszell-Genexpression
VSV M51R o

[114], starke Typ-I-Interferon Induktion in der Zellkultur
Sendai Virus Cantell Stamm; Ursprung: Charles River Laboratories
Semliki forest starke Typ-I-Interferon Induktion in der Zellkultur, zur Verfligung gestellt von PD
Virus (SFV) J. Pavlovic, Institute of Medical Virology, University of Ziirich

2.2 Zellulir-immunologische Methoden
2.2.1 Zellkultur

Allgemeines

Die Kultivierung von Zellen in der Zellkultur erfolgte in einem Begasungsbrutschrank bei einer
konstanten Temperatur von 37°C, einem CO,-Gehalt in der Luft von 5 % und einer
Luftfeuchtigkeit von 95 %. Jegliche Arbeiten an der Zellkultur erfolgten unter sterilen
Bedingungen in einer Laminar-Air-Flow Sterilwerkbank, um Kontaminationen mit

Mikroorganismen zu vermeiden.

Kultivierung von adhérenten Tumorzelllinien

1205LU Melanomzellen und HEK293 Zellen wurden fiir alle Experimente in DMEM
Vollmedium kultiviert. Die Kultivierung von BHK Zellen erfolgte in GMEM Vollmedium. Da
die Adhérenz der Zellen fiir deren Vitalitdt erforderlich ist, wurden diese in Zellkulturflaschen
mit einem speziell behandelten Flaschenboden kultiviert, welcher ein adhérentes Wachstum
erlaubt. Kultivierte Zellen wurden regelméfBig mit dem Lichtmikroskop auf Ihre Integritdt und
Zelldichte tliberpriift und etwa alle drei Tage wurden iiberschiissige Zellen verworfen und das
verbrauchte Zellmedium gewechselt. Nach Absaugung des Zellmediums und einem
Waschschritt mit PBS wurden die Zellen durch fiinfminiitige Inkubation mit 1 x Trypsin /

EDTA im Begasungsbrutschrank vom Flaschenboden abgeldst und anschlieBend in frischem
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Zellmedium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde mit Zellmedium auf die gewiinschte

Verdiinnung gebracht und {iberschiissige Zellsuspension verworfen.

Bestimmung der Zellzahl und Zellviabilitét

Die Bestimmung der Lebendzellzahl erfolgte durch die Anfirbung toter Zellen in der
Zellsuspension mit Tryptanblau in geeigneter Verdiinnung. Tryptanblau farbt als
Perforationsfarbstoff selektiv tote Zellen an, wobei lebende Zellen den Farbstoff kaum
annehmen. AnschlieBend wurde die Gesamt- und Lebendzellzahl durch Auszédhlen in einer

Neubauer Zahlkammer unter dem Lichtmikroskop bestimmt.

2.2.2 Transfektion und Stimulation

Sowohl die Transfektion als auch die Stimulation von Zellen benutzt das Prinzip der
Lipofektion, um Nukleinsduren in eukaryotische Zellen einzuschleusen. Bei den verwendeten
Transfektionsreagenzien handelte es sich um polykationische Lipide, die mit anionischen
Nukleinsduren liposomale Strukturen bilden und diese so verpackt nach der endozytotischen

Aufnahme durch Fusion mit der Endosomenmembran ins Zytosol der Zelle schleusen.

Transiente Transfektion von Plasmid-DNA in Tumorzelllinien

Zur Uberexpression von Proteinkonstrukten wurde Plasmid-DNA in Tumorzelllinien transient
transfiziert. Dafiir wurden 50 000 HEK293 oder 1205LU Zellen in 500 pl Zellmedium in einer
24-well-Platte ausplattiert und diese unter Verwendung von 0,75 ul GenelJuice mit 250 ng
Plasmid-DNA pro well nach den Vorgaben des Herstellers transfiziert.

Stimulation von Tumorzellen mit RNA

Die Stimulation von 1205LU Zellen erfolgte bei einer Konfluenz von etwa 60 % in 500 ul
Zellmedium in einer 24-well-Platte. Zur Stimulation wurden 10 ng/ml poly (I:C) verwendet. Als
Transfektionsreagenz kam Lipofectamin RNAiIMAX entsprechend des Protokolls des
Herstellers zum Einsatz. Je Versuchsbedingung wurde die verwendete RNA jeweils mit 1 pl

RNAIMAX komplexiert.

Posttranskriptioneller Gen-knockdown mit siRNA

Fiir den Gen-knockdown mit small-interfering RNA (siRNA) wurden 50 000 1205LU Zellen in
einer 24-well-Platte in 500 pl Medium ausplattiert und {iber Nacht kultiviert. Zur Transfektion
wurden 20 pmol siRNA mit 1 pl RNAIMAX in 50 ul Opti-MEM Medium entsprechend des
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Protokolls des Herstellers verdiinnt und anschlieBend mit den zu transfizierenden Zellen
inkubiert. Nach 24 Stunden wurde die Transfektion der siRNA wiederholt. Fiir
Versuchsbedingungen, die zusdtzlich mit RNA stimuliert wurden, wurde die jeweilige RNA zur
Stimulation dem zweiten siRNA Transfektionsgemisch direkt hinzugegeben, ohne Zugabe von

zusitzlichem Transfektionsreagenz.

2.2.3 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Zur Quantifizierung des pro-inflammatorischen Chemokins IP10 im Zelliiberstand wurde ein
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) verwendet. Dieses Verfahren beruht auf dem
Sandwich-Prinzip, wobei das jeweilige Zytokin als Antigen zuerst durch einen an eine
Polystyrene-Mikrotiter Platte gebundenen, spezifischen Antikdrper (sog. capture-Antikorper)
immobilisiert wird. Weitere freie Bindungsstellen auf der Platte, die nicht vom capture-
Antikorper besetzt sind, wurden mit einem BSA-haltigen Blockierungspuffer abgesittigt. Eine
PBS-Tween Losung wurde nach jedem Arbeitsschritt fiir 10 Waschschritte benutzt. Nach
Zugabe der zellfreien Uberstinde aus Zellkulturexperimenten wurde ein zweiter, fiir ein anderes
Epitop des Antigens spezifischer Antikorper (sog. detection-Antikdrper) hinzugegeben. Dieser
war mit Biotin markiert. Durch Zugabe eines Streptavidin-Peroxidase-Konjugats, das an Biotin
bindet, wurde das Enzym Meerrettichperoxidase (HRP) an den Antikdrper angefiigt. Die
Zugabe des Substrates fiir die HRP induzierte ein Farbumschlag, dessen Intensitédt proportional
zur Menge des gebundenen Antigens ist. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Schwefelsdure
abgestoppt und anschlieend anhand der Farbintensitit photometrisch bei 450 nm quantifiziert.
Uber eine serielle Verdiinnungsreihe des Antigens bekannter Konzentration wurde eine
Standardkurve zur Bestimmung der gesuchten Antigenkonzentrationen erstellt. [IP10 wurde mit
Hilfe des kommerziell erhiltlichen OptEIA Human IP10 ELISA Sets entsprechend des
Herstellerprotokolls bestimmt. Sdmtliche Puffer wurden wie im Protokoll angegeben hergestellt.
Zur photometrischen Auslesung wurde ein Mithras LB 940 Mikroplattenleser der Firma
Berthold Technologies benutzt.

2.2.4 Quantitative reverse transcribed Polymerase Kettenreaktion (qQRT-
PCR)

Allgemeines Funktionsprinzip

Die quantitative reverse transcribed PCR (qQRT-PCR) dient zur quantitativen Bestimmung der
mRNA-Expression von Genen. Nach Isolation der gesamten zelluliren RNA einer zu
untersuchenden Zellprobe wurde die mRNA durch reverse Transkription in cDNA
umgeschrieben und anschlieBend mittels der Polymerase Kettenreaktion (PCR) vervielfiltigt.

Die eigentliche Quantifizierung erfolgte wihrend der exponentiellen Amplifizierungsphase der
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PCR in Echtzeit durch die Messung eines sequenzspezifischen Fluoreszenzsignals. Dieses ist
direkt proportional zur Menge der vorhandenen, genspezifischen cDNA aus dem
mRNA-Umschrieb. Aufgrund der exponentiellen Genamplifikation durch die Polymerase
Kettenreaktion sind auch sehr geringe Mengen an urspriinglich vorhandener mRNA zuverléssig
quantifizierbar.

Zur  Quantifizierung  eines  mRNA-spezifischen = Amplifikationsprodukts  wurden
sequenzspezifische Sonden bestehend aus Nukleinsdure-Analoga verwendet, die mit einem
Fluoreszenzfarbstoff markiert sind. Neben dem Fluoreszenzfarbstoff ist an die Sonde zusétzlich
ein quencher Molekiil gekoppelt, das durch die rdumliche Nahe zum Farbstoff dessen
Lichtemission verhindert. Wéhrend der Amplifikation des Gegenstrangen zerschneidet die
Polymerase durch deren 5°-3°-Exonuklease-Aktivitit die Sonde, wodurch der Farbstoff und der
quencher rdumlich getrennt werden. Das danach photometrisch messbare Fluoreszenzsignal ist
daher direkt proportional zur Menge des Amplifikats. Da der Farbstoff bei jedem
Amplifikationszyklus freigesetzt wird, kann im Gegensatz zur konventionellen PCR die Menge
an vorhandener cDNA wihrend jedes Amplifikationszykluses in Echtzeit gemessen werden.
Um in verschiedenen Zellpopulationen eine quantitativ-vergleichende Aussage treffen zu
konnen, wurde als Referenz die gesuchte mRNA in Relation zu einem in allen Zellen konstant

und unabhéngig von der Zellstimulation produzierten Gen-Transkript gesetzt.

Versuchsablauf

Zellulire RNA wurde mit Hilfe des peqGOLD Total RNA Kit entsprechend des Protokolls des
Herstellers isoliert. Zur spezifischen reversen Transkription der mRNA in ¢cDNA wurden
Oligo(dT)18 Primer verwendet. Diese synthetischen Nukleotidketten sind komplementér zum
Poly(A)-Schwanz des 3‘-Endes eukaryotischer mRNA und dienten als Primer fiir die reverse
Transkriptase. In einem Gesamtvolumen von 20 ul wurden 500 ng der isolierten RNA durch die
Zugabe von 0,2 pl RevertAid H Minus Reverse Transcriptase, 4 pul 5 x Reaktionspuffer, 2 pl
Oligo(dT)18 Primer (10 millimolare Ausgangslosung), 2 pl dNTPs (10 millimolare
Ausgangslosung), 0,5 ul Ribolock RNase Inhibitor und ddH»O (doppelt destilliertes H,O) ad 20
ul in cDNA umgeschrieben. Anschlieend wurde der Reaktionsansatz durch Zugabe von 40 pl

ddH,O weiter verdiinnt.

Die Quantifizierung der zu untersuchenden mRNA-Transkripte erfolgte unter Verwendung des
Universal Probe Library Systems. Die zur Amplifikation der untersuchten Gene notwendigen
Primer wurden mit Hilfe der auf der Internetprisenz von Roche zur Verfiigung gestellten
Software Assay Design Center (Www.universalprobelibrary.com) konzipiert. Fiir das jeweilige
Gen geeignete Sonden wurden von der Firma Roche erworben. Pro Versuchsbedingung wurde
fiir jedes zu untersuchende Gen ein Versuchsansatz von insgesamt 10 pl in einer speziellen

gRT-PCR 96-well-Platte pipettiert. Dabei wurden je 5 pl 2 x KAPA PROBE FAST qPCR
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Master Mix, 3 pl der umgeschriebenen cDNA, 0,1 pl der jeweiligen Sonde (10 pmolare
Ausgangslosung), je 0,2 pl des Vorwirts- und Riickwérts-Primers (10 pmolare
Ausgangslosung) und 1,5 pul ddH>O verwendet. Samtliche Pipettierschritte wurden auf Eis und
wegen der Lichtempfindlichkeit der Sonden bei abgedunkelten Lichtverhéltnissen durchgefiihrt.
Die eigentliche Messung erfolgte mit Hilfe eines LightCycler 480 Gerits. Bei der Analyse
wurde wihrend 45 Amplifikationszyklen der Polymerase bei jedem Schritt die Intensitit des
Fluoreszenzfarbstoffs gemessen. Die Quantifizierung des zu untersuchenden Gens erfolgte fiir
jede Versuchsbedingung als relative Quantifizierung in Relation zur mRNA des konstant
exprimierten housekeeping-Gens Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase (HPRT) in

derselben Probe.

2.2.5 Herstellung von Zelllysaten

Um Proben aus der Zellkultur mittels Gelelektrophorese auftrennen und weiter untersuchen zu
konnen, mussten diese zuerst lysiert werden. Daflir wurden die durch Zellmembranen
abgegrenzten Zellkompartimente und Organelle mit Hilfe eines Detergens aufgebrochen und die
zu untersuchende Proteine freigesetzt. Um Proteindegradation und Denaturierung zu reduzieren,
wurde das milde, nichtionische Detergens Nonident P-40 verwendet. Auflerdem wurden dem
Lysepuffer verschiedene Proteaseinhibitoren und Phosphataseinhibitoren hinzugefiigt, sowie
samtliche Arbeitsschritte zur Zelllyse auf Eis durchgefiihrt (siche 2.1.6 fiir verwendete Puffer).
Zur Herstellung von Zelllysaten wurden adhirente Zellen wie oben beschrieben mit Trypsin von
der Zellkulturplatte abgelost und mit PBS gewaschen. Anschlieend erfolgte die Lyse fiir 60
Minuten in 50 pl Lysepuffer auf Eis. Danach wurden verbleibende Membranbestandteile durch
Zentrifugation fiir 15 Minuten bei 16 000 G pelletiert, das Proteinlysat im Uberstand
abgenommen und bei -80°C gelagert. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach
dem Prinzip der Proteinbestimmung von M. Bradford mit dem DC Protein Assay entsprechend
dem Protokoll des Herstellers. AnschlieBend wurden alle Lysate durch Verdiinnung mit

Lysepuffer auf die gleiche Proteinkonzentration angeglichen.

2.2.6 Co-Immunprazipitation

Zum Nachweis von Protein/Protein-Interaktionen wurde einer der zu untersuchenden
Interaktionspartner in der Zellkultur mit einem Affinitdts-fag iiberexprimiert. Nach der
Herstellung eines Zelllysates wurde das iiberexprimierte Protein mit Hilfe von Antikorpern, die
an eine Festphase gebunden sind, prazipitiert. Der Nachweis des zweiten Interaktionspartners
erfolgte nach Durchfiihrung einer SDS-PAGE und eines Western blot mit Hilfe von

spezifischen Antikorpern.
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Fiir die Co-Immunprizipitation wurden 4 x 10° 1205LU Zellen pro well in einer 6-well-Platte
ausplattiert und bis zu einer lichtmikroskopisch abgeschétzten Zelldichte von 80 % kultiviert.
AnschlieBend wurden FLAG-Fusionskonstrukte der zu untersuchenden Proteine mittels
Transfektion tiberexprimiert. Dafiir wurde pro well 1 pg Plasmid-DNA mit 3 ul GenelJuice
entsprechend dem Protokoll des Herstellers transfiziert. 24 Stunden nach Transfektion des
Konstrukts wurden die Zellen mit dem jeweiligen Virus infiziert. Weitere 24 Stunden nach der
Infektion wurden die adhdrenten Zellen mit Trypsin abgeldst, mit PBS gewaschen und
anschlieffend mit 250 pl Lysepuffer pro well ein Zelllysat hergestellt. 30 pl des Zelllysats wurde
mit 15 pl Ladmmli-Puffer aufgekocht und als input (IN) eingefroren. Zur Prézipitation des
iiberexprimierten FLAG-Konstrukts wurde 30 pl Anti-FLAG M2 Affinity Gel Suspension
verwendet. Diese besteht aus IgG Antikorpern gegen das FLAG-Octapeptid, die an
Agarose-beads als stationére feste Phase gebundenen sind. Das Lysat wurde fiir eine Stunde bei
4°C mit 30 pl Anti-FLAG Gel Suspension inkubiert, die vorher vier Mal mit Lysepuffer
gewaschen wurde. Nach der Inkubation wurden die beads erneut vier Mal mit Lysepuffer
gewaschen, in 40 ul Lysepuffer resuspendiert und mit 20 ul Lammli-Puffer aufgekocht. Die
zentrifugierten beads wurden verworfen und der Uberstand (IP) aufbewahrt. AnschlieBend
wurden die input- (IN) und IP-Fraktionen wie in 2.3.4 beschrieben mittels SDS-PAGE und
Western blot analysiert. Zur Visualisierung der vermuteten Interaktionspartner wurden

spezifische Antikorper verwendet.

2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen erfolgte mit Hilfe der diskontinuierlichen
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Als Trennmatrix wurden vertikal zweigeteilte Gele
bestehend aus einem Sammelgel und einem Trenngel verwendet. Durch den niedrigeren pH-
Wert im Sammelgel erfolgte dort keine Auftrennung, sondern eine Konzentrierung aller
Proteine unabhéngig ihres Molekulargewichts zu einer scharfen Bande. Aufgrund des héheren
pH-Wertes ging dieser Sammeleffekt im Trenngel verloren und die Proteine wurden
entsprechend ihres Molekulargewichts aufgetrennt. Der Anteil an Acrylamid im Trenngel
bestimmt die Porengrofe und somit das Trennverhalten des Gels. Fiir die durchgefiihrten
Experimente wurden Trenngele mit 10 % und Sammelgele mit 3 % Acrylamid, das unter
Zugabe des Radikalbildners Ammoniumperoxodisulfat (APS) vernetzt wurde, verwendet. Das
im Gel enthaltene anionische Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS = Sodium Dodecylsulfat)
komplexierte die denaturierten Proteine und sorgte fiir eine konstante, negative Ladung
proportional zum Molekulargewicht der Proteine. Die Proben wurden zuvor zusitzlich in

SDS-haltigem Lammli-Puffer fiir 5 Minuten bei 95°C erhitzt, um jegliche Sekundéir- und
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Tertidrstrukturen aufzuldsen. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei einer konstanten
Spannung von 100 Volt fiir etwa 90 Minuten. Zur Abschéatzung der ProteingréBen diente ein

Proteinmarker mit bekanntem Molekulargewicht.

2.3.2 Protein Farbung

Zur unspezifischen Anfarbung aller in der Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine wurde eine
Coomassie-Brilliant-Blau G-250 Losung verwendet (siehe 2.1.6). Das zu analysierende
Polyacrylamid Gel wurde fiir 60 Minuten geférbt und anschlieBend fiir 12 Stunden in ddH,O
entfarbt.

2.3.3 Western blot

Allgemeines Funktionsprinzip

Zum spezifischen Nachweis einzelner, im SDS-Polyacrylamid Gel aufgetrennter Proteine mit
einem Antikorper wurden die im Gel aufgetrennten Proteine auf eine Membran als Matrix
iibertragen (engl. blotting). Dafiir wurde senkrecht zum Gel ein elektrisches Feld angelegt,
wodurch die Proteine entsprechend ihrer Grofenauftrennung auf die Membran wanderten und
dort durch hydrophobe und polare Wechselwirkungen adhéarierten. AnschlieBend wurden alle
unspezifischen Bindungsstellen auf der Membran durch Milchprotein abgeblockt. Die Detektion
einzelner Proteine erfolgte durch Inkubation der Membran mit spezifischen Primérantikdrpern
in geeigneter Verdiinnung. Konsekutive Waschschritte entfernten unspezifisch gebundene
Antikorper und erhohten die Spezifitit des Verfahrens. Die eigentliche Visualisierung des
detektierten Proteins erfolgte schlieBlich durch einen Sekundérantikérper, der gegen den
Fc-Rezeptor des Primarantikorpers gerichtet ist. Dieser ist mit dem Enzym
Meerrettichperoxidase (HRP) gekoppelt, welches das Substrat Luminol oxidativ umsetzt und so

eine Chemolumineszenz freisetzt, die digital mit einem CCD Sensor detektiert werden kann.

Versuchsablauf

Als Matrix fiir den Proteintransfer wurde eine Polyvinylidendifluorid (PVDF) Membran
verwendet, welche zuvor durch Schwenken in Methanol und Inkubation in Transfer Puffer
aktiviert wurde. Der Transfer wurde mit Hilfe eines semi-dry transfer Systems bei 150 mA fiir
55 Minuten durchgefiihrt. Das anschlieBende Blocken erfolgte mit 5 % Milchpulver in
TBS-Tween fiir mindestens 60 Minuten. Priméirantikdrper wurden zwischen 1:100 und 1:1000
in 5 % BSA in TBS-Tween verdiinnt und {iber Nacht bei 4°C mit der Membran inkubiert.
Sekundérantikorper wurden in 1:1000 Verdiinnung in 5 % Milchpulver in TBS-Tween fiir eine
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach jedem Arbeitsschritt erfolgten 3 Waschschritte je
10 Minuten in TBS-Tween Losung. Die Visualisierung der Proteine erfolgte digital im

Luminescence Image Analyzer 4000 nach Benetzung der Membran mit 1 ml ECL Substrat. Um
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weitere Proteine auf der Membran detektieren zu konnen, wurde der verwendete
Primérantikorper anschliefend mit einem B-Mercaptoethanol-haltigen stripping Puffer entfernt

und mit einem weiteren Antikorper inkubiert.

2.3.4 Nicht-denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Native-
PAGE)

Um Proteine und Proteinkomplexe in ihrer nativen, nicht-denaturierten Form darzustellen,
wurden diese in einem Polyacrylamidgel elektrophoretisch ohne den Zusatz von SDS
aufgetrennt. Im Gegensatz zur in 2.3.1 beschriebenen SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
wurden die Proteine dabei lediglich entsprechend ihres isoelektrischen Punktes pl aufgetrennt.
Die aufzutrennenden Proben wurden dazu ohne anschlielendes Erhitzen in einem SDS-freien
Native-Ladepuffer verdiinnt. Die Auftrennung erfolgte bei 4°C in einem SDS-freien Trenngel
mit 10 % Polyacrylamid bei einer konstanten Spannung von 70 Volt fiir 90 Minuten. Als
Elektrophoresepuffer wurde ein Tris-Glycin Puffer verwendet, wobei dem Kathodenpuffer 1 %
Deoxycholsdure hinzugefiigt wurde. AnschlieBend erfolgte der Transfer der aufgetrennten
Proteine auf eine Nitrocellulose Membran wie in 2.3.3 beschrieben. Fiir den Transfer wurde
allerdings ein wet blotting System verwendet. Dieser erfolgte in einem SDS-freien Tris-Gylcin
Puffer bei 4°C fir 70 Minuten bei einer konstanten Spannung von 100 V. Die weitere,

antikdrpervermittelte Proteindetektion erfolgte wie in 2.3.3 beschrieben.

2.3.5 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von Nukleotiden wurde ein Agarose-Gel verwendet. Dafiir wurde Agarose in
einem Elektrophoresepuffer aufgekocht, wodurch beim Abkiihlen durch Bildung von
Wasserstoffbriicken zwischen den Polysacchariden ein Gel entstand. Wegen ihrer negativ
geladenen Phosphatgruppen wanderten Nukleotide durch Anlegen einer elektrischen Spannung
durch das Gel hindurch und wurden dabei entsprechend ihres Molekulargewichts aufgetrennt.
Durch den interkalierenden Farbstoff Ethidiumbromid konnten die Nukleotide unter
ultraviolettem Licht sichtbar gemacht und extrahiert werden. Ein Nukleotidmarker bekannter
GroBe erlaubte dabei die Abschidtzung der GroBe der aufgetrennten Nukleotide. Fir die
vorliegende Arbeit wurden Gele aus 2 % (w/v) Agarose verwendet, die in 200 ml TBE-Puffer
mit 10 pl Ethidiumbromid aufgekocht wurde. Die Auftrennung erfolgte in Elektrophorese
Laufpuffer bei einer Spannung von 100 V fiir 1 Stunde. Zur weiteren experimentellen
Verwendung der aufgetrennten Nukleotide wurden Banden von Interesse aus dem Gel
ausgeschnitten und mit dem JETquick Gel Extraction Spin Kit nach den Vorgaben des

Herstellers extrahiert.



34 Material und Methoden

2.3.6 Northern blot

Die sequenzspezifische Darstellung von RNA erfolgte mittels Northern blot. Analog zum
Western blot wurde dabei RNA in einem Gel mittels Elektrophorese aufgetrennt und
anschlieend auf eine Membran iibertragen. Die Detektion bestimmter RNA Sequenzen auf der
Membran erfolgte durch eine komplementére Oligonukleotid Sonde, welche radioaktiv markiert
wurde. Nach Exposition eines speziellen Films mit der radioaktiven Membran wurde dieser

ausgelesen und so das Signal der radioaktiven Sonde auf der Membran detektiert.

Die zu analysierende RNA wurde in einem ersten Schritt unter Verwendung des TRIzo! Reagent
Kits nach den Vorgaben des Herstellers aus der Probe isoliert. Im Labor von Prof. Conzelmann
(Genzentrum, LMU Miinchen) wurde die RNA anschlieBend auf einem Agarose-Gel
aufgetrennt. Dafiir wurden jeweils 7,2 pl der RNA Préparation mit 1,8 pl Glyoxal 8,8 M und
3 pul 5 x Phosphatpuffer gemischt und fiir 45 Minuten bei 56°C inkubiert. AnschlieBend wurde
3 ul Blue Juice Ladepuffer hinzugefiigt. Die Auftrennung der RNA erfolgte in einem
Formaldehyd-haltigen Agarosegel in 1 x Phosphatpuffer bei 25 V iiber Nacht. Zur Herstellung
des Gels wurden 2 g Agarose in 4 ml 50 x Phosphatpuffer, 167,3 ml ddH»O und 26,7 ml 37 %
Formaldehyd aufgekocht.

Danach wurde von Konstantin Sparrer ein Northern blot angefertigt. Dafiir wurde die im Gel
aufgetrennte RNA mit Hilfe eines Biometra Vacu-Blot Transfersystems durch einen fiir 2
Stunden angelegten Unterdruck von 100 mBar auf eine Nylon Membran iibertragen. Mit 0,125 J
UV Licht erfolgte die Vernetzung der RNA mit der Membran.

Zur anschlieBenden, sequenzspezifischen Detektion der gesuchten RNA auf der Membran
wurde eine komplementére, mit 32P-a-CTP radioaktiv markierte Sonde verwendet. Diese wurde
in Zusammenarbeit mit Konstantin Sparrer, Maximilian Gradel und Andreas Linder erstellt. Um
spezifisch das Genom von VSV zu detektieren, wurde ein zum Genom komplementéres, 1000
Basenpaare umfassendes Oligonukleotid als Vorlage zur Produktion der Sonde erstellt. Dieses
Oligonukleotid umfasste dabei Teile der Sequenzen des VSV P-, M-, und G-Proteins auf dem
viralen Genom. Zur Amplifikation des Oligonukleotids aus dem Genom von VSV dienten die in
Tabelle 2.8 beschriebenen Primer. Das so entstandene DNA Fragment wurde mit Hilfe des
Rediprime 1l DNA Labeling System Kits nach Vorgabe des Herstellers radioaktiv markiert.
AnschlieBend wurde die Préparation mit dem QIlAquick Nucleotide removal Kit nach

Herstellerprotokoll aufgereinigt und bei 95°C denaturiert.

Die Northern blot Membran wurde nach dem blotting zunichst fiir 10 Minuten bei 68°C mit
Zeta Hybridisierungspuffer inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Hybridisierung mit der
radioaktiv markierten Sonde in 8 ml Zeta Hybridisierungspuffer iiber Nacht bei 68°C. Am

nichsten Tag wurde die Membran fiir je 20 Minuten einmalig mit Zeta Waschpuffer 5 % und
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anschlieBend zweimal mit Zeta Waschpuffer 1 % bei 68°C gewaschen. Die eigentliche
Detektion des radioaktiven Signals der Sonde erfolgte durch Exposition eines Phosphor
Radiographie Films mit der Membran fiir 3 Tage. Dieser wurde anschlieBend mit Hilfe eines

Storm 860 Molecular Imager ausgelesen.

2.3.7 ATPase Assay

Der ADP Quest Assay ist eine fluoreszenzbasierte Methode zur Messung von ADP, welches im
Allgemeinen bei der Hydrolyse von ATP entsteht. Dieser Assay diente zur Messung der ATP-
Hydrolyse Aktivitit von rekombinanten RIG-I-/ike-Helikasen in Gegenwart von verschiedenen

Liganden.

Allgemeines Funktionsprinzip

Die Messung von ADP erfolgte durch die Umsetzung von ADP in den fluoreszierenden
Farbstoff Resorufin in mehreren enzymkatalysierten Schritten. Vermittelt durch die
Pyruvatkinase wurde dabei ADP mit Phosphoenolpyruvat zu Pyruvat umgesetzt. Die
Pyruvatoxidase setzte in einer anschlieBenden Reaktion Pyruvat zum Nebenprodukt
Wasserstoffperoxid (H>O;) um. Das fluoreszierende Resorufin entstand nun durch eine
Peroxidasereaktion aus seinem Vorldufer Acetyldihydroxyphenoxazine (ADHP) und dem
entstandenen H,O,. Nach Anregung des Farbstoffs durch Licht der Wellenldnge 530 nm konnte
das Fluoreszenzsignal als Emissionslicht der Wellenldnge 590 nm ausgelesen werden. Das

Fluoreszenzsignal war dabei direkt proportional zur ADP Konzentration im Reaktionsansatz.

Versuchsablauf

Der ATPase Assay wurde in einem Reaktionsvolumen von 10 pl auf einer 384-well Platte
durchgefiihrt. Als Reaktionspuffer wurde der ATPase Puffer des Herstellers verwendet.
Rekombinantes Protein wurde dabei in einer Endkonzentration von 1,3 ng/pl verwendet, fiir die
verwendeten RNA Liganden wurde eine Endkonzentration von 1 ng/pl gewihlt. Um eine
vorzeitige ATP-Hydrolyse zu erschweren, wurde der Reaktionsansatz auf Eis pipettiert und
ATP in einer Endkonzentration von 100 uM als letztes hinzugefiigt. AnschlieBend wurde der
Reaktionsansatz fiir 90 Minuten bei 37°C inkubiert und das Fluoreszenzsignal mit Hilfe eines
Mithras LB 940 Mikroplattenlesers ausgelesen. Die Inkubationszeit von 90 Minuten wurde auf
Grundlage einer Kinetik zur Ermittlung des optimalen Verhiltnisses von spezifischem Signal zu
Hintergrundsignal gewdhlt (siche Abb. 2.4). Dafiir wurde LGP2 mit ATP und einem RNA
Liganden (2.2ds-OH, Sequenz siehe Tab. 2.1) inkubiert und der Umsatz von ATP zu ADP zu
verschiedenen Zeitpunkten wie oben beschrieben gemessen. Bei 90 Minuten Inkubationszeit lag
der Umsatz von ATP, gemessen in frei gewdhlten Fluoreszenzeinheiten arbitrary units (AU),

im Bereich des linearen Anstiegs. Es lag ein sogenanntes FlieBgleichgewicht vor.
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Abbildung 2.1 Kinetik des ATPase-Assay mit rekombinantem LGP2

Rekombinantes LGP2 mit einer Endkonzentration von 1,3 ng/ul wurde wie dargestellt in
verschiedenen Ansatzen parallel jeweils mit und ohne 2.2ds-OH RNA auf Eis inkubiert. Im
Abstand von 20 oder 40 Minuten wurde den Reaktionsansatzen ATP hinzugefligt und diese
bei 37°C lber die oben angegebene Zeit inkubiert. Als Kontrollgruppe dienten Anséatze ohne
RNA oder ohne ATP. 100 Minuten nach der ersten Stimulation wurde in allen Ansatzen
parallel die Konzentration des produzierten ADP mittels des ADP Quest Assay Kits nach den
Vorgaben des Herstellers gemessen. Die ATPase-Aktivitat ist in willkirlichen Einheiten,
arbitrary units (AU), angegeben. Die unterbrochenen Linien stellen die durch lineare
Regression mit der Software Graph Pad Prism angenaherten Trendlinien der Kurven dar.
Gezeigt ist ein reprasentativer Einzelversuch.

2.3.8 Aufreinigung von rekombinanten Proteinkonstrukten

Allgemeines Funktionsprinzip

Zur Expression und Reinigung von rekombinantem Protein steht eine Vielzahl an
Expressionsorganismen zur Verfiigung, der einfachste davon ist E. coli. Zur korrekten Faltung
bendtigen einige Proteine jedoch das posttranslationale Modifikationssystem eukaryotischer
Organismen. Hier bieten sich beispielsweise Insektenzelllinien an. Diese Zelllinien lassen sich
nicht wie E. coli direkt mit dem Expressionsplasmid transformieren, sondern werden mit einem
modifizierten Baculovirus infiziert, der das Expressionskonstrukt des zu exprimierenden

Proteins in die Insektenzellen liefert.

Zur spezifischen Isolation wurden Proteinkonstrukte als Fusionskonstrukt mit Sechs
Histidin-Aminoséduren als Affinitéts-tag (6 x HIS-tag) exprimiert. Durch die hohe Affinitat der
Histidin-Residuen zu Nickel Ionen konnte das exprimierte Protein aus dem Zelllysat isoliert und
anschliefend mit hochmolarem Imidazol aus der Bindung an Nickel verdringt werden. Zur
weiteren affinitdtschromatographischen Aufreinigung wurden Fliissigchromatographiesysteme
verwendet. Neben der Ionenaustausch-Chromatographie fand auch die Heparin-
Affinitatschromatographie Anwendung. Heparine sind negativ geladene Glykosaminoglykane,

die durch starke Sulfatierung saure Eigenschaften besitzen. Immobilisierte Heparine lassen sich
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sowohl als allgemeiner Ionen-Austausch Ligand, als auch als Affinitdtsligand fiir
Nukleotid-bindende Enzyme verwenden. Dem Prinzip der Ionenaustausch- und
Affinitdtschromatographie liegt die Tatsache zugrunde, dass sich die physikalischen
Bindungseigenschaften eines Proteins durch graduelle Anderung der Salzkonzentration des
Chromatographiepuffers verdndern lassen. Auf diese Weise ldsst sich ein gebundenes Protein
spezifisch von der Matrix der Affinititssiule fraktioniert ablosen (eluieren) und so von anderen

unspezifisch gebundenen Bestandteilen isolieren.

Alle Arbeiten zur Proteinexpression und chromatographischen Proteinaufreinigung wurden bei

einer Temperatur von 4°C im Labor von Prof. Hopfner durchgefiihrt.

Proteinexpression in E. coli

Die Expression einer rekombinanten LGP2-RD Domine erfolgte in E. Coli Rosetta DE3 Zellen
mittels Transformation eines pET28-LGP2-RD-6xHIS Expressionsplasmids (siche Tab. 2.6).
Ein mit dem Expressionskonstrukt transformierter Rosetta DE3 Glycerolstock wurde von Diana
Pippig aus dem Labor von Prof. Hopfner zur Verfiigung gestellt. Fiir 1 1 Expressionskultur
wurden 10 ml Vorkultur aus dem Glycerolstock angesetzt und iiber Nacht bei 37°C im
Schiittelinkubator inkubiert. Die Expressionskultur wurde am nichsten Tag im Verhiltnis 1:100
aus der Vorkultur angesetzt und bis zu einer ODgsgo von 0,6 bei 18°C im Schiittelinkubator
inkubiert. Bei erreichter ODgoo wurde mit 0,1 mM IPTG die Proteinexpression induziert und die
Kultur fiir 18 Stunden bei 18°C im Schiittelinkubator inkubiert. Die anschlieend pelletierten

Zellen wurden in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -20°C gelagert.

Erstellung des bacmid-shuttle-Vektors zur Expression in Insektenzellen

Der zur Herstellung des Baculovirus notwendige, sogenannte bacmid-shuttle-Vektor wurde
durch Transformation des jeweiligen pFBDM-Vektorkonstrukts in E. coli DH10 MultiBac
erzeugt. Dafiir wurden die kompetenten Zellen mittels Hitzeshock bei 42°C transformiert und
anschlieffend in 900 pl S.0.C. Medium bei 37°C fiir 4 Stunden inkubiert. Die Selektion erfolgte
mittels Blau-Wei-Selektion auf LB-Agar Kulturplatten mit Kanamycin, Gentamicin,
Tetrazyklin, X-Gal und IPTG, auf der Kolonien mit erfolgreicher Transposition des Plasmids in
die bacmid-DNA weil} erschienen. Die bacmid-DNA wurde aus der isolierten Bakterienkolonie
iiber eine 200 ml Fliissigkultur amplifiziert, mit einem Qiagen Plasmid Midi Kit nach Vorgabe
des Herstellers isoliert und bei -20°C gelagert.

Proteinexpression in Insektenzellen

Zur Proteinexpression in Insektenzellen wurde ein modifiziertes Bac-to-Bac Expressionssystem
der Firma Invitrogen verwendet. Die Produktion des Baculovirus erfolgte durch Transfektion
der bacmid-DNA in High Five SF9 Insektenzellen. Dafiir wurden 5 pg des bacmid-Plasmids mit
2 pl FuGENE fiir 45 Minuten in 200ul High Five Zellmedium inkubiert und damit anschlieend
1 x 10° High Five SF9 Insektenzellen in 2 ml Zellmedium transfiziert. Die Zellen wurden
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danach in einer 6-well Zellkulturplatte fiir 48 Stunden bei 27,5°C in einem Schiittelinkubator bei
85 rpm inkubiert und anschlieBend die erste Generation des Baculovirus im Uberstand
abgenommen. Mit dem jeweiligen Baculovirus wurde liber zwei weitere Generationen je 50 ml
Insektenzellsuspension bei einer Zellzahl von 5 x 10° / ml infiziert und fiir 72 Stunden bei
27,5°C im Schiittelinkubator bei 85 rpm inkubiert, um den Virustiter weiter zu erhéhen.

Zur letztendlichen Proteinexpression wurden SF9 Insektenzellen bei einer Zelldichte von
1 x 10° Zellen / ml mit 3 ml Baculovirus pro 1 1 Insektenzellsuspension infiziert und fiir 72
Stunden bei 27,5°C in einem Schiittelinkubator bei 85 rpm inkubiert. AnschlieBend wurden die
abzentrifugierten Zellen in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -20°C bis zur weiteren

Verwendung gelagert.

Protein Aufreinigung

Zur Aufreinigung des exprimierten Proteins wurden die pelletierten Zellen des jeweiligen
Expressionsorganismus aufgetaut und im entsprechenden Lysepuffer (10 % des urspriinglichen
Kulturvolumens) resuspendiert. Um Proteindegradation zu verhindern, wurde dem Lysepuffer
ein Proteaseinhibitor hinzugefiigt (cOmplete, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail, 1 Tablette
je 500 ml Puffer). Nachdem die Expressionszellen durch Sonifikation (3 x 60s, duty cycle 7,
output control 40%) mit einem Branson Sonifier 250 auf Eis aufgebrochen wurden, wurde das
Zelllysat fiir 60 Minuten bei 4°C mit 18000 rpm (entspricht 37000 G) in einer Sorvall
Ultrazentrifuge Zentrifuge mit einem SS34 Rotor zentrifugiert. Vor den weiteren

Aufreinigungsschritten wurde der Uberstand mit 0,45 uM Spritzenfiltern filtriert.

In einem ersten Aufreinigungsschritt wurden alle exprimierten Proteinkonstrukte anhand ihres
HIS-tags einer Nickel-Affinitdtschromatographie unterzogen. AnschlieBend wurde abhéngig
vom Konstrukt eine Heparin-Affinitdtschromatographie oder eine
Ionenaustausch-Chromatographie durchgefiihrt. Jedem Aufreinigungsschritt folgend wurde die
Reinheit der aufgereinigten Fraktionen mittels SDS-PAGE und Coomassie-Brilliant-Blau
Féarbung tiberpriift. Aufgereinigte Fraktionen ausreichender Reinheit wurden zusammengefasst
und mittels Ultrafiltration in Amicon Ultra-4 Zentrifugen-Filtereinheiten geeigneter nomineller
Molekulargewichtsgrenze konzentriert. Nachfolgend werden die verwendeten Chromatographie

Verfahren im Detail erklart.

Nickel-Affinitdtschromatographie

Proteinkonstrukte mit 6 x HIS-tag wurden im ersten Schritt mittels Nickel-
Affinitdtschromatographie gereinigt. Dieser Methode liegt die hohe Affinitit des Histidin-tags
zu Nickel Tonen zugrunde. Als Matrix wurde Nitrilotriessigsiure-Agarose mit Ni** als
Chelatligand (NiNTA) verwendet. Pro Liter Ausgangszellsuspension wurde ein Milliliter
NiNTA Agarose in eine Econo-Pac Sdule gefiillt und anschlieBend mit je 5 S&ulenvolumina

Lysepuffer equilibriert, um unspezifische Proteinbindungen zu reduzieren. Nach Beladen mit
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der Proteinsuspension wurde die Matrix konsekutiv mit je 8 bis 10 Séulenvolumina Lysepuffer
und Waschpuffer gewaschen, um unspezifisch gebundene Proteine zu entfernen. AnschlieBend
wurde das spezifisch gebundene Protein mit 10 ml Elutionspuffer (enthielt 200 mM Imidazol)

von der Matrix verdringt und aufgefangen.

Heparin-Affinitdtschromatographie

Als Nukleinsdure-bindende Proteine eigneten sich die aufgereinigten LGP2-Konstrukte zur
weiteren Reinigung mittels Heparin-Affinititschromatographie. AnschlieBend an die
Nickel-Affinititschromatographie wurde eine 5 ml HiTrap Heparin HP Siule in einem AKTA
FPLC Chromatographie-System zur weiteren Aufreinigung verwendet. Nach Equilibrierung der
Sédule mit 5 Saulenvolumina 150 mM NaCl Niedrigsalzpuffer und Proteinbeladung wurde
verbleibendes, ungebundenes Protein mit 4 Sdulenvolumina Niedrigsalzpuffer ausgewaschen.
Zur Elution wurde ein linearer 100 ml Gradient von 0 bis 100 % 500 mM NaCl Hochsalzpuffer
verwendet. AnschlieBend wurden die Elutionsfraktionen von je 1 ml auf einem
SDS-Polyacrylamidgel mittels einer Coomassie-Brillant-Blau Férbung auf ihre Reinheit

analysiert und entsprechende Fraktionen zusammengefasst.

Kationenaustausch-Chromatographie

Das Prinzip der lonenaustausch-Chromatographie wurde fiir die aufgereinigte LGP2-RD als
nichster Aufreinigungsschritt anschlieend an die Nickel-Affinitdtschromatographie verwendet.
Das damit gereinigte Konstrukt lag mit seinem theoretischen isoelektrischen Punkt pl deutlich
iiber 7,5, daher wurde eine Kationenaustausch-Chromatographie unter Verwendung einer 5 ml
HiTrap Sepharose FF Chromatographieséule durchgefiihrt. Nach Equilibrierung der Séule mit 5
Sdulenvolumina 100 mM NaCl Bindungspuffer und Proteinbeladung wurde verbleibendes
ungebundenes Protein mit 4 Sdulenvolumina Bindungspuffer ausgewaschen. Zur Elution wurde
ein 20 Siulenvolumina umfassender linearer Gradient von 0 bis 100 % Hochsalzpuffer, der 1 M
NaCl enthielt, verwendet. Die Elutionsfraktionen von je 1 ml wurden mittels SDS-PAGE auf

ihre Reinheit {iberpriift und entsprechende Fraktionen zusammengefasst.

2.3.9 Produktion von LGP2-RD Antiseren

Zur Produktion von Antiserum gegen die LGP2-RD Doméne wurden Hasen mit aufgereinigter
rekombinanter LGP2-RD Doméne immunisiert. Rekombinante LGP2-RD Doméne wurde wie
oben beschrieben entsprechend des Protokolls aus Pippig et al. in E. coli exprimiert und
anschliefend mittels Nickel-Affinitdtschromatographie und Ionenaustausch-Chromatographie
aufgereinigt [73]. Die Produktion des Antiserums erfolgte durch die Firma BioGenes durch
Immunisierung von Kaninchen mit dem aufgereinigten Protein. Nach der Grundimmunisierung

mit dem Protein am Tag 0 wurden boosts jeweils an Tag 7, 14, 28 und 42 durchgefiihrt. Neben
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der Entnahme von Preimmunserum vor der Immunisierung am Tag 0 erfolgten
Serumentnahmen jeweils an Tag 28 und 49. Das Antiserum und das Preimmunserum wurden
jeweils mittels Western blot auf ihre Affinitdt zu rekombinantem Vollldingen-LGP2, LGP2-RD
Domine und LGP2 in Zelllysaten untersucht. Dafiir wurde ein LGP2-mCherry Konstrukt in
HEK293 Zellen iiberexprimiert. AuBlerdem wurden HEK293 Zellen mit Interferon-o (IFN-a) fiir
24 Stunden stimuliert, um die endogene Expression von LGP2 als Typ-I-Interferon-abhingiges
Gen zu induzieren (siche Abb. 2.1). Dabei zeigte das Anti-LGP2-RD-Antiserum eine hohe
Affinitdt zu rekombinantem LGP2 und LGP2-RD, sowie zu LGP2 im Zelllysat. Endogenes
LGP2 ohne vorhergehende Stimulation konnte im Zellsystem nicht zuverldssig detektiert

werden (Daten hier nicht gezeigt).
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Abbildung 2.2 Anti-LGP2-RD-Antiserum erkennt Volllangen-LGP2

A) Rekombinantes Volllangen-LGP2 (155 ng) und LGP2-RD (10 ng) wurde mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und anschlielend wurde ein Western blot durchgefiihrt. Als Detektionsantikérper
wurde das Hasen-Serum vor Immunisierung mit rekombinantem LGP2-RD (Preimmunserum)
und nach Immunisierung (Anti-LGP2-RD) verwendet. Fir das Anti-LGP2-RD Antiserum ist ein
reprasentatives Ergebnis von zwei unabhangigen Experimenten gezeigt. Der Western blot mit
dem Preimmunserum ist einmalig durchgefiihrt worden.

B) HEK293 Zellen (50 000 / 500 pl, 24-well Format) wurden mit 1000 U/ml rekombinantem
Interferon-a (IFNa) stimuliert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen lysiert und nach
Auftrennung mittels SDS-PAGE ein Western blot durchgefiihrt. Als Antikérper wurde das Anti-
LGP2-RD-Antiserum verwendet. Eine unstimulierte Bedingung diente als Vergleich. Gezeigt
ist ein reprasentatives Ergebnis von zwei unabhangigen Experimenten.
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C) HEK293 Zellen (50 000 / 500ul, 24-well Format) wurden mit einem LGP2-mCherry
Konstrukt (LGP2) oder dem mCherry-Leervektor (Vektor) als Kontrolle transfiziert. Nach 24
Stunden wurden die Zellen lysiert und nach Auftrennung mittels SDS-PAGE ein Western blot
durchgefihrt. Als Antikérper wurde das Anti-LGP2-RD-Antiserum verwendet. Eine
unspezifische Bande zeigt eine ahnliche Proteinladung in beiden Bedingungen. Gezeigt ist
ein reprasentatives Ergebnis von zwei unabhangigen Experimenten.

2.3.10 Aufreinigung von rekombinantem LGP2 und LGP2 K30A

Humanes Vollldngen-LGP2

Vollldngen-Wildtyp-LGP2 wurde mit einem N-terminalen 6 x HIS-tag im High Five
Insektenzellsystem exprimiert. Der zur Expression von Wildtyp-LGP2 notwendige Baculovirus
wurde von Diana Pippig aus dem Labor von Prof. Hopfner zur Verfiigung gestellt. Danach
erfolgte die Aufreinigung mittels Nickel-Affinititschromatographie und
Heparin-Affinitdtschromatographie. Das gereinigte Protein wurde mit Hilfe einer Amicon
Ultra-4 Zentrifugen-Filtereinheit bei einer nominellen Molekulargewichtsgrenze von 50 000
Dalton auf eine Konzentration von 0,26 mg/ml aufkonzentriert. Das finale Proteinkonzentrat
wurde mittels SDS-PAGE und Coomassie-Brilliant-Blau Férbung auf Kontaminationen
liberpriift (siche Abb. 2.2). In der spektrometrischen Analyse konnten bei einem 260 nm /

280 nm Absorptionsverhiltnis von 0,56 Verunreinigungen mit Nukleotiden ausgeschlossen

werden.
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Abbildung 2.3 Aufreinigung von rekombinantem LGP2

Rekombinantes Volllangen-LGP2 wurde wie oben beschrieben aufgereinigt und in einem
SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. LGP2 hat ein theoretisches Molekulargewicht von 76,5
kDa.

A) Coomassie-Brilliant-Blau Farbung. 2 pg der LGP2 Praparation wurden durch eine
unspezifische Proteinfarbung dargestellt. Dieses Experiment wurde einmalig als Quadruplikat
durchgefiihrt.

B) Western blot. 25 ng der LGP2 Praparation wurde durch das oben beschriebene Anti-LGP2-
RD-Antiserum dargestellt. Gezeigt ist ein reprasentatives Ergebnis aus sechs unabhangigen
Experimenten.
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Humane LGP2 K30A Mutante
Als DExD/H Box-RNA-Helikase enthilt die ATPase Domine von LGP2 eine hochkonservierte

Sequenz zur Bindung von ATP, ein sogenanntes Walker-A-motif. Eine Mutation von Lysin (K)
zu Alanin (A) innerhalb dieser Sequenz verhindert die regelrechte Bindung von ATP und somit
die ATP-Hydrolyse [75]. Die humane Walker-A-motif Mutante LGP2 K30A wurde mit einem
N-terminalen 6 x HIS-tag im High Five Insektenzellsystem exprimiert. Zur Aufreinigung von
LGP2 K30A wurde die entsprechende Sequenz mittels Restriktion und Ligation in den
pFBDM-Expressionsvektor kloniert. Die Herstellung des Baculovirus und die Proteinexpression
erfolgten laut Protokoll mit Hilfe von Manuela Moldt im Labor von Prof. Hopfner. Die
spezifische Aufreinigung erfolgte mittels Nickel-Affinitdtschromatographie und anschlieBender
Heparin-Affinitdtschromatographie. Das gereinigte Protein wurde mit einer Amicon Ultra-4
Zentrifugen-Filtereinheit bei einer nominellen Molekulargewichtsgrenze von 50 000 Dalton auf
eine Konzentration von 0,53 mg/ml aufkonzentriert. Das finale Proteinkonzentrat wurde mittels
SDS-PAGE und Coomassie-Brilliant-Blau Farbung auf Kontaminationen iiberpriift (siche Abb.
2.3). In der spektrometrischen Analyse konnten bei einem 260 nm / 280 nm

Absorptionsverhiltnis von 0,53 Verunreinigungen mit Nukleotiden ausgeschlossen werden.
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Abbildung 2.4 Aufreinigung von rekombinantem LGP2 K30A

Rekombinantes LGP2 K30A wurde wie oben beschrieben aufgereinigt und mittels SDS-PAGE
in einem Gel aufgetrennt. LGP2 K30A hat ein theoretisches Molekulargewicht von 76,5 kDa.

A) Coomassie-Brilliant Blau Farbung. 1 ug der LGP2 K30A Praparation wurde durch eine
unspezifische Proteinfarbung dargestellt. Dieses Experiment wurde einmalig als Duplikat
durchgeflhrt.

B) Western blot. 25 ng der LGP2 K30A Praparation wurde durch das oben beschriebene
LGP2-RD Antiserum dargestellt. Gezeigt ist ein reprasentatives Ergebnis aus zwei
Experimenten. Ein weiteres reprasentatives Experiment wurde mit einem Antikdrper gegen
ein weiteres Epitop von LGP2 K30A durchgefihrt.
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2.3.11 Aufreinigung von Ribonukleoprotein Partikeln aus VSV Virionen

Allgemeines Funktionsprinzip

Zur Aufreinigung von viralen Ribonukleoprotein Komplexen (RNPs) wurden intakte Virionen
verwendet, die in einem Zellkultursystem hergestellt wurden. Um die notwendige Reinheit fiir
in vitro Experimente zu erreichen, waren mehrere Aufreinigungsschritte notwendig.
Abgestorbene Zellen und Zelltrimmer aus dem Zellsystem wurden durch Zentrifugation
pelletiert. Bei den verwendeten VSV Virionen handelt es sich um membranumbhiillte negativ-
Strang RNA Viren, das RNP ist im Inneren des Virions enthalten. Das RNP konnte aus dem
Virion durch Lyse der Virionenmembran mit Hilfe eines Detergens freigesetzt werden. Die
eigentliche Trennung der RNPs von den Membranresten erfolgte unter Ausnutzung der
unterschiedlichen Sedimentationsgeschwindigkeiten der Bestandteile mittels

Ultrazentrifugation.

VSV Virusproduktion

Zur Produktion von Vesikuldrer Stomatitis Virus (VSV) Virionen wurden BHK Zellen
verwendet. Da in dieser Hamsterzelllinie der fiir die Abwehr von Viren essenzielle Interferon-
Signalweg defekt ist, kdnnen sich die verwendeten Viren sehr gut replizieren und so hohe
Virustiter erreichen. Entsprechend des viralen Replikationszyklus befinden sich die
entstehenden infektionsfahigen Virionen im Zelliiberstand der Zellkultur. BHK Zellen wurden
in einer 75 ml Kulturflasche gehalten, als Zuchtmedium wurde GMEM Vollmedium verwendet.
Eine lichtmikroskopisch abgeschétzte Zellkonfluenz von etwa 80 % bei guter Zellproliferation
wurde als Infektionszeitpunkt gewéhlt. Nach dreimaligem Waschen mit je 25 ml PBS wurden
die Zellen mit einer MOI (multiplicity of infection) von 0,0001 verdiinnt in 3 ml Opti-MEM
infiziert. Fiir einige Experimente waren RNPs aus serumfrei erstellten Virionen notwendig.
Dafiir wurde das Zellmedium zum Zeitpunkt der Infektion mit dem serumfreien Zellmedium
Opti-MEM  ausgetauscht. Nach Zwei Stunden Inkubationszeit wurde je nach
Verwendungszweck der RNPs das Kulturmedium mit Opti-MEM auf 10 ml aufgefiillt oder
durch serumhaltiges GMEM-Vollmedium ersetzt. Bei lichtmikroskopisch abgeschitztem
Zelltod von etwa 50 % der Zellen und gut sichtbarem zytopathischen Effekt durch das Virus
wurde der Zelliiberstand abgenommen. Zelluldre Bestandteile der Virionensuspension wurden

nach 30-miniitiger Zentrifugation bei 3000 g verworfen.

Aufkonzentration von Virionen

Bei der Produktion von VSV Virionen in serumhaltigem Vollmedium lief sich ein maximaler
Titer von 1 x 10° Virionen / ml erreichen, bei der Produktion in serumfreiem Opti-MEM
lediglich maximal 1 x 10® Virionen / ml. Fiir den folgenden Priparationsschritt mittels
Dichtegradientenzentrifugation konnte, begrenzt durch das Rotorvolumen der Zentrifuge, nur

eine geringe Menge an Virionensuspension verwendet werden. Um die RNP Konzentration im
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fertigen Prdparat zu erhohen, wurde fiir einige Experimente die produzierte VSV
Virionensuspension mittels Ultrafiltration zehnfach konzentriert, bevor die RNPs vom Rest der
Virionen getrennt wurden. Dazu wurden Amicon Ultra-4 Zentrifugen-Filtereinheiten mit einer
nominellen Molekulargewichtsgrenze von 100 000 Dalton nach dem Protokoll des Herstellers
verwendet. Die Konzentration der Virionensuspension erfolgte durch Zentrifugation bei 1500 g

bei 4°C.

Bestimmung des Virustiters

AnschlieBend wurde die Replikationseffizienz und Konzentrierung des Virus kontrolliert und
die Anzahl an replikationsfiahigen Virionen bestimmt. Der Algorithmus nach Spearman und
Kérber erlaubte mittels einer Endpunktverdiinnung des Virus die Bestimmung der Infektiositét.
Dazu wurden BHK Zellen in einer 96-well Platte bei 80 % Konfluenz mit seriellen, jeweils
zehnfachen Verdiinnungen des Virus infiziert. Durch die Gleichung nach Spearman und Kérber
konnte dabei die maximale Virusverdiinnung bestimmt werden, welche noch einen
zytopathischen Effekt auslost, die sogenannte fissue culture infectious dose 50 (TCIDS50).

Daraus lieB3 sich die Anzahl der infektiosen Viruspartikel errechnen.

Aufreinigung der RNPs

Die préparative Aufbereitung und Aufreinigung von RNPs aus Virionen erfolgte nach dem
Prinzip der Dichtegradientenzentrifugation. Dabei wurden die RNPs durch ihre hohere
Sedimentationsgeschwindigkeit von den iibrigen Bestandteilen der lysierten Virionen getrennt.
Die 15-miniitige Inkubation der Virionensuspension mit 1 % (w/v) des nichtionischen
Detergens Triton X-100 bei Raumtemperatur setzte die RNPs aus den membranumhiillten
Virionen frei. Zur Zentrifugation wurden 3 ml der lysierten Virionen ohne Vermischung auf
2ml 20 % Saccharose in TEN Puffer geschichtet. AnschlieBend wurde in einer Optima
MAX-XP Ultrazentrifuge in einem MLS-50 Rotor bei 4°C fiir zwei Stunden bei 35 000 rpm
ultrazentrifugiert. Nach dem Dekantieren der Uberstinde wurden die pelletierten RNPs in

geeignetem Puffer resuspendiert und bei -80°C gelagert.

Analytische Gelfiltration

Zur Untersuchung der Reinheit der ultrazentrifugierten RNPs erfolgte eine chromatographische
Auftrennung der Proben in einer Sephacryl SSOOHR 16/60 HiPrep Gelfiltrationssdule mit Hilfe
eines AKTA micro Chromatographie-Systems. Das theoretische Molekulargewicht der VSV
RNP Partikel betrdgt etwa 70 000 kDa und fillt damit in den Auftrennungsbereich der
Sephacryl SSOOHR Gelfiltrationssdule, der zwischen ca. 4 kDa und 100 000 kDa liegt. Die
Sdule wurde mit 2 Sdulenvolumina (cv) PBS equilibriert und anschlieBend mit der in 2 ml PBS
resuspendierten RNP Probe beladen. Fraktionen von je 200 pl wurden aufgefangen und
entsprechend der Absorptionskurven bei 280 nm und 260 nm mittels Coomassie-Brilliant-Blau

Farbung und Western blot analysiert. Da sich die Absorptionskurven iiber mehrere Fraktionen
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erstreckten, wurden diese zusammengefasst und mit Hilfe einer Amicon Ultra-4 Zentrifugen-
Filtereinheit bei einer nominellen Molekulargewichtsgrenze von 100 000 kDa auf ein Volumen

von etwa 100 pl aufkonzentriert. Alle Experimente wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

2.4 Enzymkinetische Auswertung

Die enzymkinetische Analyse der enzymatischen Eigenschaften der RLHs erfolgte auf
Grundlage der Michaelis-Menten Kinetik mit Hilfe der Software Graph Pad Prism. Das
enzymatisch umgesetzte Substrat war dabei ATP, dessen Zerfall zu ADP und P; durch die
Aktivitidt der RLHs thermodynamisch begiinstigt und damit beschleunigt wurde. Dies geschah
unter der Annahme, dass ein FlieBgleichgewicht vorlag, bei dem die Konzentration des
untersuchten Enzym-Substrat-Komplexes wahrend der untersuchten Zeit annéhernd konstant
bleibt, das Substrat iiber die gemessene Zeit also im Uberschuss vorhanden war. Entsprechend
der Modellvorstellung, die der Michaelis-Menten Kinetik zugrunde liegt, geht dabei das zu
untersuchende Enzym E mit dem spezifischen Substrat S einen reversiblen Enzym-Substrat
Komplex [ES] ein, aus dem heraus sich die Katalyse zum Produkt P vollzieht. Die Konstanten
k+1 und k.; bestimmen die Bildung und Dissoziation des Enzym-Substrat Komplexes, wihrend

die Konstante ke, die eigentliche Katalyse bestimmt [115].

k+1 cat
E+S = |[ES]—P+E
k—1

Formel 2.1 Umsatz des Substrats S zum Produkt P

Fiir die Geschwindigkeit vO der Gesamtreaktion gilt die Michaelis-Menten Gleichung [115]:

0 vmax * [ATP]
VYT Km + [ATP]

Formel 2.2 Michaelis-Menten Gleichung

VO ist dabei die initiale Reaktionsgeschwindigkeit bei einer definierten ATP Konzentration
[ATP], K. ist die Michaelis-Menten Konstante und vmax die maximal erreichbare
Reaktionsgeschwindigkeit. Die Michaelis-Menten Gleichung beschreibt dabei eine rechtwinklig
hyperbolische Beziehung zwischen der enzymkatalysierten Produktion von ADP pro Zeiteinheit
und der im Versuch eingesetzten Konzentration des Substrates ATP. Diese hyperbolische

Beziehung kann durch Messung der initialen ADP Produktion bei verschiedenen ATP
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Konzentrationen angendhert werden. Bei hoher Substratkonzentration ndhert sich die
Umsatzgeschwindigkeit einem Maximalwert vmsx asymptotisch an, bei dem alle

Enzymmolekiile im Reaktionsansatz mit ATP gesittigt sind [115].

Alle Experimente zur Enzymkinetik der RLHs basieren auf dem Prinzip, dass iiber einen
definierten Zeitraum die Produktion von ADP durch das zu untersuchende Enzym in vitro mit
Hilfe des ADP Quest Assay Kits gemessen wurde. Dies erfolgte iiber ein unspezifisches
Fluoreszenzsignal wie in 2.3.7 beschrieben. Es wurden Reaktionsansétze von je 10 ul verwendet
und der RNA Ligand mit einer Endkonzentration von 1 ng/ul zugesetzt. Das dabei entstandene
ADP wurde aus dem gemessenen Fluoreszenzsignal mittels einer Eichgeraden errechnet, die

durch Messung bekannter ADP Konzentrationen erstellt wurde.

Zur Bestimmung der FlieBgleichgewichtsparameter K, Vinax, Keat und kea/Kim wurde in parallelen
Ansédtzen ATP in ansteigenden Endkonzentrationen von 5, 10, 50, 100, 500 oder 1000 uM
hinzugefiigt. Die Auslesung des Fluoreszenzsignals erfolgte nach 90-miniitiger Inkubation mit
der jeweiligen RLH, das dabei produzierte ADP wurde mit Hilfe einer Eichgeraden errechnet.
Die rechtwinklig hyperbolische Beziehung zwischen der Umsatzgeschwindigkeit d[ADP]/dt
und der eingesetzten ATP Konzentration wurde aus den so ermittelten Messwerten durch
nicht-lineare Regression nach der Methode der kleinsten Fehlerquadrate mit der Software Graph
Pad Prism angendhert. Dabei wurden die experimentell gemessenen Daten an die Michaelis-
Menten Gleichung so angepasst, dass deren Parameter vmax und K. die kleinste
Fehlerquadratsumme in Bezug auf die gemessenen Daten aufwiesen. So konnten die

FlieBgleichgewichtsparameter Km, Vimax, Keat Und keat/Kin rechnerisch ermittelt werden.

Die Michaelis-Menten Konstante Ky ist eine enzymspezifische Konstante, die der
Substratkonzentration entspricht, bei der die halbmaximale Reaktionsgeschwindigkeit erreicht
ist (v = % vmax). Dabei ist die Hilfte der Enzymmolekiile mit Substrat gesittigt. Sie ist eine
MaBzahl fiir die Affinitit des Enzyms zum jeweiligen Substrat, welche ansteigt, je geringer K,
ist. Die maximal erreichbare Reaktionsgeschwindigkeit vmax ist bei vollstandiger Sattigung aller
verfliigbaren Enzymmolekiile mit ihrem Substrat erreicht. Vmax entspricht damit einer maximal
moglichen Umsatzgeschwindigkeit von ATP zu ADP fiir eine bestimmte Enzymmenge. In der
graphischen Darstellung der Michaelis-Menten Gleichung entspricht vmax jenem Wert, an den
sich die rechtwinklige Hyperbel asymptotisch annédhert. Dieser kann durch Extrapolation der

Reaktionsgeschwindigkeit bei sehr gro3en Substratkonzentrationen bestimmt werden [115].

Die Wechselzahl ke, entspricht im Falle der enzymkinetischen Charakterisierung der RLHs der
Anzahl an ATP Substratmolekiilen, die von einem Enzymmolekiil in einer bestimmten
Zeitspanne in ADP umgesetzt wird. Sie beschreibt den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt
der ATP-Hydrolyse (sieche Formel 2.1) [115]. Unter Einbeziehung von ke, ldsst sich die
Michaelis-Menten Gleichung wie folgt umformen [115,116]:
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0= kcat x [Enzym] = [ATP]
Ve = Km + [ATP]

Formel 2.3 Umgeformte Michaelis-Menten Gleichung
Einbeziehung der Wechselzahl kcat in die Michaelis-Menten Gleichung.

Aus der Relation der Wechselzahl ke und der Michaelis-Menten Konstante Ky, kann die
katalytische Effizienz kea /Km errechnet werden. Sie ist eine Maf3zahl fiir die Effizienz der
Umsetzung des Substrates ATP zum Produkt ADP und die Relation aus Aktivitit und Affinitit
des Enzyms [116].

Ein Mab fiir die entsprechend der Enzymmenge normierte Umsatzgeschwindigkeit von ATP zu
ADP ist die spezifische ATP-Hydrolyse Aktivitit. Sie wird als d[ATP]/dt pro Milligramm
Enzym definiert. Zur Bestimmung dieses Wertes wurde die Konzentration von produziertem
ADP in Relation zur vergangenen Zeit nach Zugabe von 100 uM ATP wie in 2.3.7 beschrieben
mit dem ADP Quest Assay Kit gemessen, auf ein Milligramm des eingesetzten Enzyms normiert
und graphisch aufgetragen. Im FlieBgleichgewicht ergibt sich so ein lineares Verhiltnis
zwischen der Konzentration von ADP und der Zeit nach Zugabe von ATP, das durch eine
Geradengleichung der Form y = ax + b beschrieben werden kann. Die Steigung a entspricht
dabei der spezifischen ATP-Hydrolyse Aktivitit als Zunahme von ADP pro Minute pro
Milligramm Enzym, y entspricht der Menge an umgesetztem ATP und x der seit Zugabe von
ATP vergangenen Zeit [117]. Diese Gleichung wurde fiir jedes untersuchte Enzym durch in
vitro Messung der Menge an umgesetztem ADP zu verschiedenen Zeitpunkten errechnet, wobei
angenommen wurde, dass zum Zeitpunkt 0 kein ADP im jeweiligen Ansatz vorhanden war. Mit
Hilfe bekannter ADP Konzentrationen wurde eine Eichgerade erstellt und so die gemessenen
Fluoreszenzeinheiten arbitrary units (AU) in ADP Konzentrationen iibertragen. Die ermittelten
Werte wurden jeweils um die iiber den gemessenen Zeitraum stattgefundene spontane,

enzymunabhéngige ATP Spaltung korrigiert.

2.5 Statistische Analyse

Die fur diese Arbeit erhobenen Daten werden, sofern nicht anders beschrieben als Mittelwert
und Standardfehler des Mittelwertes (SEM) dargestellt. Die statistische Analyse erfolgte mit
Hilfe der Software Graph Pad Prism. Zur Ermittlung der statistischen Signifikanz des
Unterschiedes zweier Analysen wurden zweiseitige, ungepaarte t-Tests durchgefiihrt. Ab einem
p-Werten von p < 0.05 wurde statistische Signifikanz angenommen. Dabei wurden Werte von p
< 0,05; p < 0,01 und p<0,001 mit *, ** und *** wie in den entsprechenden Abbildungen

dargestellt gekennzeichnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Der knockdown von LGP2 verringert im Zellsystem die

stimulationsabhéingige Produktion antiviraler Zytokine

Seit seiner Erstbeschreibung wurden fiir LGP2 in der Literatur verschiedene, teils
widerspriichliche Funktionen beschrieben. Wéahrend LGP2 urspriinglich als negativer Regulator
von RIG-I charakterisiert worden war, zeichneten darauthin Experimente mit drei unabhéngig
erstellten knockout Miausen ein weitaus komplexeres Bild. Wéahrend Satoh et al. und Suthar et
al. LGP2 als positiven Regulator fiir RIG-I und MDAS beschreiben, beobachten Venkataraman
et al. eine negative Regulation fiir RIG-I und positive Regulation fiir MDAS [77-79]. Obwohl
LGP2 mittlerweile auf molekularer und zelluldrer Ebene als Interaktionspartner von MDAS
ausfiihrlich charakterisiert worden ist, steht eine umfassende Einfiigung in die Funktion der
RLHs bis auf weiteres aus [83]. Es wurde jedoch gezeigt, dass LGP2 auch mit RIG-I interagiert
[20]. Daher sollte die Modulation der antiviralen Immunantwort durch LGP2 in einem humanen
Zellsystem untersucht und der in den verschiedenen Mausmodellen beschriebene
Funktionsverlust nach Verlust von LGP2 nachvollzogen werden. Es sollte sich der
Fragestellung gendhert werden, welchen Einfluss LGP2 als Interaktionspartner von RIG-I und
MDAS5 Stimulus-spezifisch auf die Erkennung von RNA Viren und die Produktion pro-
inflammatorischer Zytokine hat. Dazu wurden zwei LGP2-spezifische siRNA erstellt und ein

transienter, posttranskriptioneller knockdown von LGP2 in der Zellkultur durchgefiihrt.

Der knockdown von LGP2 erfolgte durch zweimalige Transfektion einer siRNA je zum
Zeitpunkt 0 und 24 Stunden in der Melanomzelllinie 1205L.U. Als Kontrollbedingung wurde die
unspezifische siRNA CO4 in parallelen Ansdtzen transfiziert. Nach 48 Stunden wurde die
mRNA der behandelten Zellen isoliert und das Zellmedium zur Analyse im ELISA
abgenommen. Um exemplarisch die Effizienz des knockdowns auf Protein-Ebene zu validieren,
wurde in einem Kontrollversuch ein LGP2-FLAG Konstrukt zeitgleich zur ersten
siRNA-Transfektion iiberexprimiert. Nach 48 Stunden wurde mittels Western blot die
Expression des FLAG-Konstrukts in der LGP2 knockdown- und Kontrollbedingung verglichen.
Zusitzlich erfolgte die Detektion des Kontrollproteins B-Actin, zur Kontrolle, ob in den

verglichenen Bedingungen eine dhnliche Gesamtproteinmenge vorhanden ist (siehe Abb. 3.1.1).

Um den Einfluss des knockdowns von LGP2 auf die Immunantwort zu untersuchen, wurde die
RLH-abhingige Signalkaskade durch Infektion mit den von RIG-I erkannten Viren VSV M51R
und Sendai Virus, sowie Semliki forest Virus (SFV42), das sowohl von MDAS, als auch von
RIG-I erkannt wird, stimuliert [118]. Zusitzlich wurde der synthetische MDAS Ligand pl:C zur
Stimulation verwendet. Die Stimulation erfolgte fiir 6 und 24 Stunden. AnschlieBend wurde die

Expression des Zytokins IP10 (Interferon gamma-induced protein 10) mittels qRT-PCR und im
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Zelliiberstand mittels ELISA gemessen. IP10 wird sowohl Interferon-abhingig, als auch direkt
durch die RLH-Signalkaskade MAVS- und IRF-3-abhéngig induziert und spiegelt somit die
Aktivierung der RLH-Signalkaskade sowie die Amplifikation der Immunantwort durch die
RLH-abhingige Induktion pro-inflammatorischer Zytokine wieder [119,120].

Durch die Transfektion von siRNA 1 zeigt sich im Western blot im Vergleich zur Kontroll-
siRNA CO4 eine vollstindige Unterdriickung der LGP2-FLAG Expression. Die parallele
Detektion von B-Actin zeigt dabei eine ausgeglichene Proteinladung in beiden Bedingungen. In
der qRT-PCR erfolgt jeweils fiir die siRNA 1 und siRNA 2 die Validierung der
knockdown-Effizienz. So vermindert sich nach 48 Stunden die LGP2 mRNA je nach Bedingung
zuverldssig um 80 % bis 95 % relativ zu den mit CO4 transfizierten Kontrollbedingungen (siche

Abb. 3.1.2).

Das Fehlen von LGP2 als Interaktionspartner der RLH-Signalkaskade spiegelt sich in einer
signifikanten Einschrinkung der Immunantwort auf verschiedene Stimuli wieder. Durch den
knockdown von LGP2 verringert sich nach Stimulation mit den RIG-I-abhidngigen Viren VSV
MS51R und Sendai Virus die Expression und Produktion von IP10 signifikant um etwa 60 % bis
90 %. Auch die Immunantwort des von MDAS und RIG-I erkannten Virus SFV42 reduziert sich
um dhnliche Werte. Dies gilt auch fiir das synthetische, MDAS5-abhéingige RNA Analogon pl:C.
Damit ist sowohl die Erkennung viraler, als auch synthetischer Liganden eingeschrénkt und es
zeigt sich ein deutlich weniger immunkompetenter Phéanotyp als in Anwesenheit von LGP2.
Dies bestitigt sich sowohl in der qRT-PCR, als auch im ELISA. Insbesondere nach der
Stimulation mit SFV42 und pl:C kdnnen, je nach verwendeter siRNA jedoch relativ groBe
Unterschiede in der IP10 Expression festgestellt werden. Die Verringerung im Vergleich zur
Kontrolle ist jedoch durch beide siRNAs signifikant. Dies koénnte dem relativ starken
zytotoxischen Effekt von SFV42 und pl:C geschuldet sein, wodurch die stimulierten Zellen
schnell in ihrer Integritit geschidigt werden und es deshalb zu grofen Schwankungen in der

Proteinexpression kommen kann.

Im verwendeten humanen Zellsystem présentiert sich LGP2 also als positiver Regulator sowohl
fiir RIG-I, als auch fiir die MDAS-abhéngige Ligandenerkennung unabhéngig davon, ob virale

oder synthetische Liganden verwendet werden.
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Abbildung 3.1.1 Effizienz des knockdowns von LGP2 durch siRNA 1

1205LU Zellen (5x10* / 500ul, 24-well Format) wurden entweder mit LGP2 siRNA1 (20uM)
oder Kontroll-siRNA CO4 (20uM) transfiziert. Gleichzeitig wurde ein LGP2-FLAG
Expressionskonstrukt transfiziert. Weitere 24 Stunden spater wurden die Zellen lysiert und
LGP2 wurde im Western blot mit Hilfe eines Anti-FLAG-Antikérpers nachgewiesen (WB a
FLAG). Zur Kontrolle der Menge der Proteinladung wurde auflerdem B-Actin mit Hilfe eines
Antikorpers detektiert (WB a B-Actin). Dieses Experiment wurde exemplarisch einmalig

durchgefihrt.
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Abbildung 3.1.2
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Abbildung 3.1.2 Der knockdown von LGP2 verringert die Produktion von IP10 nach
viraler Infektion und Stimulation mit pl:C

1205LU Zellen (5x10* / 500ul, 24-well Format) wurden entweder mit LGP2 siRNA 1 (20uM),
LGP2 siRNA 2 (20uM) oder Kontroll-siRNA CO4 (20uM) transfiziert. 24 Stunden spater
wurden die Zellen erneut mit der gleichen siRNA transfiziert. Die Infektion mit VSV M51R,
Sendai Virus und SFV42 sowie die Transfektion mit pl:C erfolgte nach 24 oder 42 Stunden.
48 Stunden nach der ersten Transfektion wurden alle Zellen lysiert, sodass die Bedingungen
wie dargestellt fir 24 oder 6 Stunden stimuliert wurden. AnschlieRend wurden die isolierte
zellulare mRNA sowie die Zelliberstande analysiert.

A) Die knockdown-Effizienz der verwendeten siRNA wurde mittels gRT-PCR validiert. Die
Expression wurde relativ zum Haushaltsgen HGPRT bestimmt. Das Expressionsniveau von
LGP2 in den mit siRNA 1 und siRNA 2 behandelten Bedingungen wird prozentual zur
jeweiligen CO4 Kontrollbedingung gezeigt.

B) Bestimmung der Expression von IP10 mittels qRT-PCR. Die Expression wurde relativ zum
Haushaltsgen HGPRT bestimmt. Die IP10 mRNA in den siRNA 1 und siRNA 2 Bedingungen
ist relativ zur mRNA in der CO4 Kontrollbedingung so normalisiert, dass der jeweilige CO4
Kontrollwert den Wert 1 annimmt.

C) Bestimmung der Konzentration von IP10 im Zelliberstand mittels ELISA. Die
Konzentration von IP10 in den siRNA 1 und siRNA 2 Bedingungen wird relativ zur CO4
Kontroll-siRNA dargestellt, sodass die Kontrollbedingungen auf 1 normiert sind. Unter den
verwendeten Stimuli wird jeweils dargestellt, durch welche RLH die Erkennung vorrangig
erfolgt.

Alle gezeigten Daten sind als Mittelwerte von jeweils mindestens drei unabhangigen
Experimenten + SEM dargestellt (mock: n=3, VSV 24h: n=6, Sendai 24h: n=6 fir A),B), n=3
fur C), SFV42: n=6, pIC: n=6 fur A), B), n=4 fir C), VSV 6h: n=5, Sendai 6h: n=6). Die
Bestimmung der statistischen Signifikanz erfolgte durch zweiseitige, ungepaarte t-Tests
jeweils im Vergleich zur CO4 Kontrollbedingungen (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0.001; ns
p = 0,05).

3.2 LGP2 interagiert mit RIG-I Stimulus-abhingig

In einem nachfolgenden Versuch sollte geklart werden, ob LGP2 fiir seine positive Regulierung
eine direkte oder indirekte Interaktion mit RIG-I eingeht, oder ob die regulierende Eigenschaft
unabhéngig davon ist. Um eine mogliche Interaktion zwischen LGP2 und RIG-I zu untersuchen,
wurden Co-Immunprézipitationsexperimente durchgefiihrt. Dafiir wurde LGP2 im gleichen
Zellsystem, in dem die positive Regulation von RIG-I mittels siRNA beobachtet wurde, als
FLAG-Fusionskonstrukt {iberexprimiert. Zur Stimulation wurden die Zellen mit der VSV M51R
Mutante fiir 24 Stunden infiziert. AnschlieBend erfolgte die Prézipitation von LGP2 in
Bedingungen mit und ohne Stimulation mittels Anti-FLAG-beads. Das Prizipitat wurde nach
Durchfiihrung eines Western blots mittels Antikorper auf die Expression von RIG-I untersucht
(siche Abb. 3.2). Als Kontrolle auf unspezifische Bindungen wurde ein mCherry-Protein in
einem Leervektor ohne FLAG-fag iiberexprimiert und mit Anti-FLAG-beads inkubiert. Um die
Expression und Prézipitation des LGP2-FLAG Konstrukts zu priifen, wurde LGP2-FLAG mit
einem FLAG-spezifischen Antikorper detektiert.

In der mit VSV M51R Mutante stimulierten Fraktion zeigt sich im Prézipitat eine Anreicherung
von RIG-I. Ohne vorherige Stimulation kann RIG-I im Prézipitat nicht nachgewiesen werden.
In der stimulierten Kontrollbedingung ldsst sich nach Uberexpression des Kontrollplasmids
keine unspezifische Bindung von RIG-I an die Anti-FLAG-beads nachweisen. LGP2 und
RIG-I liegen also wihrend der Infektion mit VSV M51R in einem Komplex vor. Dieser besteht
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nur stimulationsabhingig. In Anbetracht der in 3.1 gezeigten, verringerten IP10 Produktion
nach siRNA-vermitteltem knockdown von LGP2 ist denkbar, dass dieser LGP2 und RIG-I
enthaltende Komplex fiir eine effiziente Erkennung der Infektion durch VSV und die

Signalweiterleitung notwendig sein kdnnte.

+ + - - + % VSV
+ + + + - s LGP2-FLAG IP FLAG
+ + Leervektor

130 kDa —|

100 kDa — -. —— . + RIG WB a RIG-I

IP IN IP IN [P IN

—

LGP2-
.— L ol WB a FLAG
70kDa - FLAG

Abbildung 3.2 LGP2 liegt stimulusabhéangig im Komplex mit RIG-I vor

In 1205LU Zellen (4x10% / 2ml, 6-well Format) wurde entweder ein LGP2-FLAG Konstrukt
oder ein Leervektor, der fiir ein mCherry-Protein kodiert transfiziert. Am folgenden Tag
wurden die Zellen lysiert. Die Immunprazipitation (IP FLAG) von LGP2 erfolgte mit Hilfe eines
an Agarose beads gebundenen Anti-FLAG Antikdrpers (Anti-FLAG Affinity Gel). Danach
wurde von der Immunprazipitation (IP) und vom Lysat vor der Immunprazipitation (IN = input)
ein Western blot durchgefiihrt. Der Nachweis von RIG-I erfolgte mit einem Antikérper (oberer
Abschnitt, WB a RIG-I). Zur Kontrolle der Expression des LGP2-FLAG Konstrukts wurde
zusatzlich ein Anti-FLAG-Antikorper verwendet (unterer Abschnitt, WB a FLAG). Gezeigt ist
ein reprasentatives Ergebnis von zwei unabhangigen Experimenten.

3.3 Aktivierung der DExD/H Box ATPase Domiine von LGP2 und MDAS

Wie RIG-I und MDAS gehort auch LGP2 zur Familie der DExD/H Box RNA-Helikasen. Die
Féhigkeit, ligandenabhéngig ATP zu hydrolysieren ist ein integraler Bestandteil der RLHs.
Wihrend fiir RIG-I die ATP-Hydrolyse essenziell zur Signaltransduktion ist, hat sie fiir MDAS
eher eine regulatorische Funktion [65]. Die RNA wird dabei sowohl von der Helikase Doméne,
als auch von der RD gebunden [65]. Fiir die regulatorische Domédne RIG-I-RD wurde gezeigt,
dass diese doppelstringige RNA (dsRNA) und -ecinzelstringige RNA (ssRNA) mit
5¢-Triphosphat Modifikation binden kann [61]. Die ATPase Doméne von RIG-I kann aber nur
durch doppelstringige RNA aktiviert werden, unabhingig von einer 5°-Triphosphat
Modifikation. Zur Stimulation des RIG-I-abhdngigen Signalwegs in vivo ist dahingegen

zwingend ein doppelstrangiger Ligand mit einem 5°-Triphosphat notwendig [48].

Auch fiir die regulatorische Doméne LGP2-RD konnte gezeigt werden, dass diese RNA bindet.
Ahnlich wie die RIG-I-RD bindet die LGP2-RD in vitro doppelstringige RNA und
einzelstrdngige RNA mit 5'-Triphosphat Modifikation mit &hnlich hoher Affinitét [61]. Ob diese
auch die physiologischen Liganden von LGP2 in vivo darstellen, ist ungekldrt. Aus
Experimenten mit liberexprimiertem LGP2 im Zellsystem ist zwar bekannt, dass auch
Volllaingen-LGP2 das doppelstringige RNA-Analogon pl:C bindet, zur Funktion und
physiologischen Relevanz dieser Bindung in vivo ist jedoch nichts bekannt [74]. Da LGP2 in
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Ermangelung von CARD Doménen die Signalkaskade nicht direkt aktivieren kann, wird fiir die
nachfolgenden Experimente eine andere Eigenschaft als Indikator fiir Ligandeninteraktion
genutzt. Daher wurde fiir die Experimente in dieser Arbeit rekombinantes Volllaingen-LGP2
aufgereinigt und die Aktivierung der ATPase Doméne von LGP2 in Anwesenheit verschiedener

RNA Liganden in vitro untersucht.

3.3.1 Rekombinantes LGP2 hydrolysiert ATP in vitro

Um zu eruieren, ob LGP2 in vitro ligandenabhidngig ATP hydrolysiert, wurde die ATPase-
Aktivitdt von LGP2 wie in 2.3.7 beschrieben mit Hilfe des ADP Quest Assay Kits in vitro
gemessen. Dafiir wurde 1,3 ng/ul rekombinantes Protein mit verschiedenen RNA und DNA
Oligonukleotiden (siche Tabelle 2.1) in einer Endkonzentration von 1 ng/pl in Anwesenheit von
ATP inkubiert. Die Mutante LGP2 K30A, die auf Grund einer Punktmutation im Walker-A-
motif der Helikase Doméne kein ATP hydrolysieren kann, diente als Negativkontrolle. Als
Positivkontrolle fiir ATP-Hydrolyse wurde rekombinantes RIG-I verwendet, das wie von

Schmidt et al. gezeigt in Anwesenheit von doppelstrangiger RNA ATP hydrolysiert [48].

Als RNA Liganden wurde in vitro transkribierte (IVT 2.2 ds) und synthetische doppelstringige
RNA verwendet. Die in vitro transkribierte IVT 2.2s RNA wurde mit Hilfe des MegaShortscript
T7 Kits nach den Vorgaben des Herstellers hergestellt. Herstellungsbedingt ist in vitro
transkribierte RNA am 5°-Ende mit einer Triphosphat-Gruppe ausgestattet. Ferner entstehen bei
der Herstellung der an sich einzelstrdngigen IVT 2.2s RNA durch die Fehleranfilligkeit der
verwendeten T7 Polymerase ungewollt doppelstringige RNA als Nebenprodukt [48]. Als
definierte  RNA Liganden wurde neben der synthetisch hergestellten einzel- und
doppelstrangigen RNA 2.2s-OH und 2.2ds-OH auch poly [:C (pl:C) verwendet, ein
inhomogenes, synthetisches RNA Analogon mit einer Lénge im Bereich von 1,5 bis acht
Kilobasenpaaren. Ein Siugerzell-Expressionsplasmid, das 6084 Basenpaare umfasst, diente als
doppelstrangiger DNA Ligand (dsDNA). Als einzelstrangiger DNA Ligand (ssDNA) kam ein
synthetisches, 45 Basen umfassendes Oligonukleotid zum Einsatz (siche Tabelle 2.1 fiir die
Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide). Ein Ansatz ohne Ligand diente als

Negativkontrolle (mock) (siche Abb. 3.3.1).

Alle doppelstrangigen RNA Liganden konnen dabei die ATPase-Aktivitit von LGP2 auslosen.
Dies geschieht unabhéngig davon, ob chemisch synthetisierte oder in vitro transkribierte RNA
verwendet wird. Auch die Lénge der Liganden, die zwischen 19 und mehreren Tausend
Basenpaaren streut, hat keinen Einfluss. RNA mit einer 5'-OH Modifikation aktiviert die ATP-
Hydrolyse ebenso gut wie Liganden mit 5'-Triphosphat Modifikation. Im Gegensatz dazu kann
weder doppelstringige, noch einzelstringige DNA ATP-Hydrolyse induzieren. Auch
einzelstringige RNA ist dazu nicht in der Lage (siche Abb. 3.3.1). LGP2 K30A hingegen zeigt
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keine durch doppelstringige 2.2 RNA auslosbare ATPase-Aktivitit. Die ATPase-Aktivitit von
RIG-I iibersteigt die von LGP2 in Anwesenheit von IVT 2.2ds RNA deutlich, wohingegen die

ATP-Hydrolyse ohne Ligand geringer ausfallt.
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Abb. 3.3.1 LGP2 hydrolysiert in Anwesenheit von doppelstrangiger RNA ATP in vitro
Rekombinant hergestelltes LGP2, LGP2 K30A und RIG-I wurde mit RNA- oder DNA-
Oligonukleotiden wie angegeben inkubiert. Als Negativkontrolle (mock) diente jeweils
rekombinantes Protein mit ATP ohne Zugabe eines Liganden. Nach Zugabe von ATP und
90-mindtiger Inkubation wurde die Menge an produziertem ADP mit dem ADP Quest Assay,
wie in 2.3.7 beschrieben gemessen. Die ATPase-Aktivitat ist in willkiirlichen Einheiten,
arbitrary units (AU) dargestellt.

A) LGP2 wurde mit einem einzel- oder doppelstrangigen RNA- (ssRNA, dsRNA) oder DNA-
(ssDNA, dsDNA) Oligonukleotid wie angegebenen inkubiert. Als Doppelstrang-DNA (dsDNA)
wurde ein Expressionsplasmid mit 6084 Basenpaaren verwendet. Gezeigt sind Mittelwerte +
SEM von n=4, fir ssDNA n=2.

B) LGP2 K30A wurde mit doppelstrangiger 2.2ds-OH RNA inkubiert. Gezeigt sind Mittelwerte
+ SEM von n=6, fir 2.2ds-OH n=2.

C) RIG-I wurde mit doppelstrangiger IVT 2.2ds RNA inkubiert. Gezeigt sind Mittelwerte +*
SEM von n=4.
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3.3.2 Die Aktivierung der ATPase Domiine von LGP2 erfolgt
unabhingig von einer 5‘-Modifikation des Liganden in vitro

In einem Folgeversuch wurde die Rolle des 5‘-Terminus des RNA Liganden zur Aktivierung
der ATPase Doméne von LGP2 untersucht. Aus in vitro Bindungsstudien von Pippig et al. und
anderen Autoren mit rekombinanter LGP2-RD ist tiibereinstimmend bekannt, dass die
RD-Doméne doppelstringige RNA bindet. Andere Autoren berichten auBerdem von einer

starken Bindung an einzelstringige 5°-Triphosphat-RNA [61,73].

Rekombinantes LGP2 wurde mit einzel- und doppelstrangigen RNA Liganden inkubiert, die
verschiedene Modifikationen am 5°‘-Ende aufwiesen. Neben pl:C als Liganden mit einer
5‘-Diphosphat Modifikation wurde auch synthetisch hergestellte, doppelstringige und
einzelstrdngige 5°‘-Triphosphat-RNA (syn 2.2ds, Fds), sowie in vitro transkribierte,
doppelstrangige RNA (IVT 2.2ds) verwendet (siche Tabelle 2.1.7 fiir die Sequenzen und genaue
Lange der genannten Oligonukleotide). Sowohl synthetische 2.2 RNA, als auch synthetisch
hergestellte einzel- und doppelstringige RNA einer Lange von 40 und 70 Nukleotiden (40ds
und 70ds) dienten als Liganden mit einem 5°-OH Ende. Auflerdem wurde in einem weiteren
Versuch pl:C mit CIAP (calf intestinal alkaline phosphatase), welche die komplette
5¢-Diphosphatmodifikation entfernt, oder 5‘-Polyphosphatase, die lediglich 5° B-Phosphatreste
abtrennt, verdaut. AnschlieBend erfolgte die Bestimmung der ATPase-Aktivitét.

Synthetische und in vitro transkribierte kurze RNA ist mit einer 5°-OH Modifikation ebenso in
der Lage, die ATPase Domine von LGP2 aktivieren, wie mit einer 5°-Triphosphat
Modifikation. Auch die definierten, 40 und 70 Basenpaare langen Liganden aktivieren als
doppelstrangige RNA LGP2 sequenzunabhingig. Poly I:C kann mit einem 5°‘-Diphosphat,
5¢-Monophosphat oder 5°-OH Terminus unverdndert die Hydrolyse von ATP induzieren.
Dahingegen ist einzelstrdngige RNA weder mit 19, 40 oder 70 Nukleotiden dazu in der Lage.
Aus Bindungsstudien mit der regulatorischen Doméne LGP2-RD ist bekannt, dass diese auch
einzelstringige 5°-Triphosphat-RNA bindet. Im Gegensatz dazu reicht einzelstringige
5¢-Triphosphat-RNA zur Aktivierung der ATPase Domine von LGP2 nicht aus. Bei Inkubation
mit den entsprechenden doppelstringigen Basenpaarungsprodukten kann jedoch
sequenzunabhéngig die Bildung von ADP detektiert werden (siehe Abb. 3.3.2). Dieser Versuch
zeigt, dass doppelstrangige RNA unabhéngig von einer Phosphorylierung am 5°-Ende die
ATPase Doméne von LGP2 aktivieren kann. Damit sind die Aktivierungseigenschaften der
ATPase Doméne von LGP2 dhnlich den Bindungseigenschaften der LGP2-RD wie von Pippig
et al. demonstriert [73].
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Abbildung 3.3.2 Die ATPase Doméne von LGP2 wird durch RNA unabhangig von
einer Modifikation des 5‘-Endes aktiviert

Rekombinantes LGP2 wurde mit ATP und RNA Oligonukleotiden wie angegeben inkubiert.
Als Negativkontrolle (mock) diente rekombinantes Protein mit ATP ohne Ligand. Die Menge
an produziertem ADP wurde mit dem ADP Quest Assay, wie in 2.3.7 beschrieben gemessen.
Die ATPase-Aktivitat ist in willkiirlichen Einheiten, arbitrary units (AU) dargestellt.

A) Rekombinantes LGP2 wurde mit einzel- oder doppelstrangiger RNA inkubiert, die
entweder mit einer 5-Triphosphat oder einer 5'-OH Modifikation wie dargestellt ausgestattet
war. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM von n=5.

B) Einzelstrangige, synthetische Triphosphat-RNA (Fs-ppp) sowie das komplementare 5-OH
Gegenstick (Fas-OH) wurden entweder einzeln, oder als Paarungsprodukt (Fds) mit LGP2
inkubiert. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM von n=4.

C) Poly I:C wurde wie dargestellt fiir je 60 Minuten durch 5'-Polyphosphatase (5°PP) zu einem
5‘-Monophosphat oder durch calf intestinal alkaline phosphatase (CIAP) verdaut, wodurch
alle Phosphatreste zu einem 5-OH Terminus abgetrennt wurden. AnschlieBend wurde die
ATP-Hydrolyse durch LGP2 in Anwesenheit dieser Liganden im Vergleich zu unverdautem
pl:C (pl:C 5‘-pp) gemessen. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM von n=4.
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3.3.3 10 Basenpaarungen sind ausreichend zur Aktivierung der ATPase
Doméine von LGP2

Die Beobachtung, dass zur ATP-Hydrolyse durch LGP2 doppelstringige RNA notwendig ist,
wirft die Frage auf, wie viele Basenpaarungen zur Aktivierung der ATPase Doméne mindestens

notwendig sind.

In 3.3.1 konnte gezeigt werden, dass die 19 Nukleotide lange, doppelstringige 2.2ds 5‘-OH
RNA zur Aktivierung von LGP2 ausreicht. In parallelen Ansétzen wurden nun Oligonukleotide
verschiedener Linge an die komplementére, einzelstrangige 2.2s 5°-OH RNA angefiigt. Das
dabei entstehende RNA Produkt hat damit bei genau definierter Lénge eine bekannte Anzahl an
Basenpaarungen relativ zum 5°- und 3°-Ende. So wurden vier RNA Produkte mit einem flinf,
zehn, 15 oder 18 Nukleotiden umfassenden doppelstringigen Abschnitt durch Basenpaarung
zusammengefiigt, der am 3°-Ende des 2.2s 5'-OH Gegenstrangs beginnt (siche Tab. 2.1 fiir
Sequenzen). Nach dem gleichen Prinzip wurde RNA mit fiinf und zehn Basenpaarungen am 5'-
Ende der 2.2s 5'-OH RNA zusammengefiigt. Anschliefend wurde diese nun abschnittsweise
doppelstrangige RNA in vitro auf die Aktivierung der ATPase Domédne von LGP2 untersucht
(siehe Abb. 3.3.3).

Wie erwartet aktiviert weder die einzelstringige 2.2s RNA noch die komplementéren
einzelstrdngigen Oligonukleotide alleine die ATPase Doméne von LGP2. Auch das Produkt aus
der einzelstrangigen 2.2s RNA und den 5 Nukleotide umfassenden komplementéren Stiicken
3°-5nt oder 5°-5nt ist dazu nicht in der Lage. Eine eindeutige ATP-Hydrolyse kann erst durch
das 10 Basenpaarungen umfassende Produkt aus 2.2s RNA und 5°-10nt Oligonukleotid
beobachtet werden. Der dementsprechende doppelstrangige Ligand mit 3°-10nt als
komplementédren Strang aktiviert die ATP Hydrolyse, jedoch wie in Abb. 3.3.3 ersichtlich
deutlich schwécher. Die mit diesem Ligand gemessene ATP-Hydrolyse ist zwar hoher als das
mit der Negativkontrolle 2.2s gemessene Signal, liegt jedoch deutlich unter dem entsprechenden
Signal mit dem 5°-10nt Komplementérstrang. Die weiteren, lingeren Paarungsprodukte aus den
3°-15nt und 3°-18nt Oligonukleotiden sind eindeutig in der Lage, die ATPase Doméne von
LGP2 zu aktivieren.

Dieser Versuch zeigt, dass ein doppelstringiges, fiinf Basenpaarungen umfassendes
Oligonukleotid unabhéngig von der Lage der Basenpaarungen zum 5°- oder 3‘-Ende keinen
ausreichenden Ligand fiir die ATPase Doméne von LGP2 darstellt. Erst ein Ligand mit 10
Basenpaarungen am 5°-Ende des komplementéren Strangs zeigt sich eindeutig als Ligand fiir
LGP2. Auch wenn die Aktivierung durch das analoge Nukleotid mit Doppelstringigkeit am
3°-Ende weniger stark ist, kdnnen 10 Basenpaarungen auch in diesem Fall im Vergleich zur
Negativkontrolle ATP-Hydrolyse induzieren. Dieser Versuch zeigt, dass zur Aktivierung der

ATPase Doméne von LGP2 10 Basenpaarungen ausreichend sind. Moglicherweise geniigt auch
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ein kiirzerer doppelstrangiger Abschnitt, der Bereich zwischen sechs und 10 Basenpaarungen
wird durch diesen Versuch jedoch nicht erfasst. Auch kann beobachtet werden, dass ein
einzelstringiger Uberhang bei einem ausreichend langen, doppelstringigen Abschnitt des

Liganden kein Hindernis fiir die Aktivierung der ATPase-Aktivitdt von LGP2 darstellt.

Schmidt et al. konnten dariiber hinaus zeigen, dass die hier verwendeten
Basenpaarungsprodukte jeweils aus 5°-10nt und 3°-10nt mit dem 2.2s Gegenstrang die ATPase
Domine von RIG-I aktivieren konnen. Fiir die Experimente von Schmidt et al. wurden
dieselben Oligonukleotid-Préparationen benutzt, die auch fiir vorliegende Arbeit verwendet
wurden. Bei Betrachtung der Daten von Schmidt et al. féllt auf, dass auch die ATP-Hydrolyse
von RIG-I durch das 3°-10nt Produkt deutlich niedriger ausfillt, als durch das 5‘-10nt Produkt
[48]. Die Autoren kommentieren dies nicht weiter. Womoglich liegt daher die Ursache der fiir
RIG-I und LGP2 verminderten ATPase Aktivierung am 3°-10nt Oligonukleotid an sich.
Denkbar wire jedoch auch, dass sowohl die ATPase Domédne von RIG-I, als auch von LGP2
schlechter durch RNA Liganden mit einem einzelstringigen Uberhang am 5°‘-Ende aktiviert

werden kann.
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Abbildung 3.3.3 10 Basenpaarungen sind ausreichend zur Aktivierung der ATPase
Doméne von LGP2

2.2s-OH RNA wurde mit komplementaren Oligonukleotiden verschiedener Léange, die
entweder vom 5'- (5°-5nt, 5°-15nt) oder 3'-Ende (3‘-5nt, 3‘-10nt, 3‘-15nt, 3'-18nt) her
komplementar sind, hybridisiert. Dabei entstehen doppelstrangige Abschnitte definierter
Lange relativ zum 5‘- und 3‘-Ende der 2.2s-OH RNA. Diese Paarungsprodukte wurden mit
LGP2 und ATP inkubiert und die Menge an produziertem ADP mittels des ADP Quest Assays
gemessen. Zusatzlich wurden die komplementaren Oligonukleotide sowie 2.2s-OH RNA
jeweils alleine ohne komplementdren Gegenstrang als Ligand verwendet. 2.2ds-OH RNA
diente als Positivkontrolle. Als Negativkontrolle (mock) wurde das Signal von LGP2 ohne
Anwesenheit von RNA gemessen. Als Einheit wurden willkirliche arbitrary units (AU) gewahilt.
Gezeigt sind Mittelwerte £+ SEM von n=2.
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3.3.4 Doppelstrang-RNA ab etwa 100 Basenpaaren aktiviert die ATPase
Domiéine von MDAS

Wihrend von anderen Autoren die ATPase Doméne von RIG-I bereits charakterisiert worden
ist, liegen zum Zeitpunkt der Experimente fiir diese Arbeit noch keine umfassenden Daten zur
ATPase-Aktivitdt von MDAS vor [48,121]. Bekannt ist jedoch, dass MDAS im Zellsystem
lange RNA jenseits der 300 Basenpaare erkennt und dass die ATPase-Aktivitdit von MDAS
essenziell fir die Regulation der Filamentbildung ist. Somit stellt diese eine wichtige
Stellschraube bei der MDAS-vermittelten antiviralen Signalkaskade dar [65]. Im Anbetracht des
engen Synergismus mit LGP2, der aus den Experimenten mit den LGP2 knockout Méusen
vermutet werden kann, sollte auch die Aktivierung der ATPase Domédne von MDAS genauer
charakterisiert werden. Zu diesem Zweck wurde rekombinantes murines MDAS mit RNA
Liganden inkubiert und mit Hilfe des ADP Quest Assay Kits auf die Hydrolyse von ATP

untersucht.

Wie aus Vorversuchen bekannt ist, geniigt zur Aktivierung der ATPase-Aktivitdt von LGP2 und
RIG-I kurze, doppelstringige RNA von zehn Basenpaarungen unabhingig von einer
Phosphorylierung des 5‘-Endes [48]. Zur Bestimmung der minimalen Ligandenldnge, die zur
Aktivierung von MDAS notwendig ist, wurde rekombinantes MDAS mit verschiedenen,
synthetisch hergestellten Einzelstrang- und Doppelstrang-RNAs inkubiert (siche Abb. 3.3.4.1).
Die 19 Nukleotide umfassende RNA 2.2s induziert weder als Einzelstrang, noch als
doppelstringiger Ligand mit einer 5‘-OH Modifikation die Hydrolyse von ATP. Auch nach
Inkubation mit einzel- oder doppelstringiger, 70 Basen umfassender 70s oder 70ds RNA kann
keine Produktion von ADP gemessen werden. Erst nach der Zugabe von pl:C, das laut
Hersteller zwischen 1500 und 8000 Basenpaare umfasst (pl:C HMW), lasst sich die Hydrolyse
von ATP beobachten. Auch durch Inkubation mit niedermolekularem pl:C (pI:C LMW), laut
Hersteller zwischen 200 bis 1000 Basenpaare, kann die ATPase Doméne von MDAS aktivieren

werden.
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Abbildung 3.3.4.1  Zur Aktivierung der ATPase-Aktivitat von MDAS5 ist lange dsRNA
notwendig

Rekombinantes MDA5 wurde mit ATP und einzelstrangiger (ssRNA) oder doppelstréangiger
(dsRNA) RNA oder RNA-Analoga wie angegebenen inkubiert. Hochmolekulares pl:C (pl:C
HMW) umfasst eine Lange von 1500 bis 8000 Basenpaaren, niedermolekuklares pl:C (pl:C
LMW) 200 bis 1000 Basenpaare. Synthetische RNA Liganden wurden wie angegeben
verwendet. Die Hydrolyse von ATP wurde durch Messung von ADP mit Hilfe des ADP Quest
Assay Kits bestimmt. Als Negativkontrolle diente ein Ansatz ohne Ligand (mock). Das Signal
ist in Form von willklirlichen arbitrary units (AU) angegeben. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM
von n=4, fir 70s, 70ds, 2.2s-OH und 2.2ds-OH n=2.

Um die Anzahl der Basenpaarungen, die zur Induktion von ATP Hydrolyse durch MDA
notwendig sind, genauer bestimmen zu kdnnen, wurde pl:C mit der Endoribonuklease RNase I11
in kleinere Oligonukleotide verdaut. Laut Herstellerangabe resultiert ein kompletter Verdau
durch RNase III in doppelstrangigen RNA Fragmenten mit einer Lidnge von 12 bis 15
Basenpaaren. Der Verdau erfolgte fiir je 1, 5, 10, 30 und 60 Minuten. AnschlieBend wurde das
verdaute pl:C in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Wie in Abb. 3.3.4.2 gezeigt,
wurden Banden definierter Grofe aus dem Gel ausgeschnitten und die darin enthaltene RNA
mit Hilfe des JETQUICK Plasmid Spin Kits isoliert. Bereits ab einer Verdauzeit von 1 Minute
ist der GroBteil des eingesetzten pl:C auf eine GroBe zwischen etwa 100 und 150 Basenpaaren
verdaut. Ab 5 Minuten Verdauzeit ist eine Grof3e von weniger als etwa 20 Basenpaaren erreicht
(Abb. 3.3.4.2).

Die verdaute und isolierte RNA wurde anschlieBend als Ligand fiir rekombinantes MDAS und
LGP2 verwendet und die Produktion von ADP im ATPase Assay gemessen. Dabei zeigt die
RNA aus dem einminiitigen Verdau (etwa 100 bis 150 Basenpaare) fiir MDAS eine ATPase-
Aktivitét, die vergleichbar zu unverdautem pl:C ist. Die etwa maximal 20 Basenpaare lange
RNA der lidngeren Verdauzeiten induziert keine ATPase-Aktivitit. Im Vergleich dazu konnen
alle verdauten RNA Spezies verschiedener Lénge die ATP-Hydrolyse durch LGP2 ausldsen.
Auch kann in vitro transkribierte, mit RNase III verdaute IVT 2.2ds RNA die ATPase Doméne

von LGP2 unverindert aktivieren.
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In diesen Experimenten wird gezeigt, dass zur Aktivierung der ATPase von MDAS in vitro
RNA Liganden von etwa 100 bis 150 Basenpaaren ausreichend sind, wobei eine definierte
doppelstrangige RNA von genau 70 Basenpaaren noch keine Aktivitdt auslosen kann. Die zur
Aktivierung der ATPase Doméne von MDAS mindestens notwendige Doppelstrangigkeit liegt
also im Bereich von etwa 70 bis 150 Basenpaaren. Dieser Ligand ist damit deutlich kiirzer, als
die von Kato et al. bestimmte RNA Léinge zur Aktivierung der MDAS-abhédngigen
Signalkaskade im Zellsystem, welche mindestens 300 Basenpaare betrdgt [57]. Damit reichen
Liganden, welche die ATPase Domine in vitro aktivieren konnen, nicht unbedingt zur
Aktivierung der Signalkaskade in vivo aus. Einzelstringige RNA bindet wie von Takahasi et al.
berichtet nicht an die MDAS5-RD und geniigt somit auch nicht den héheren Anforderungen als
Aktivator der ATPase Doméne oder Ligand in vivo [122]. Wie in 3.3.3 gezeigt, stellt fiir LGP2
jedoch auch das 12 bis 15 Basenpaare lange Verdauprodukt einen unverédndert guten Liganden

fur die ATPase Doméne dar.
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Abbildung 3.3.4.2  Zur Aktivierung der ATPase Doméane von MDAS5 sind etwa 100 bis
150 Basenpaare ausreichend, wahrend Doppelstrang-RNA, die durch RNase Ill komplett
verdaut wurde, die ATPase Domane von LGP2 aktiviert.

Verdau von pl:C durch RNase lll, jeweils unterer Abschnitt von A) und B). Zunachst wurde
wie gezeigt poly I:C fir 1, 5, 10, 30 und 60 Minuten (0° 1°, 5%, 10, 30, 60‘) mit RNase Il
verdaut. Die verdaute RNA wurde auf einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Als
GroRenvergleich wurde ein Marker mit Nukleotiden bekannter Lange wie dargestellt
verwendet. Die aufgetrennten Nukleotide wurden, wie auf dem Gel markiert, ausgeschnitten
und isoliert. Als Vergleichsbedingung wurde unverdautes pl:C (0‘) aufgetrennt und wie
markiert isoliert. Die so erhaltenen Oligonukleotide wurden mit rekombinantem Protein und
ATP inkubiert und anschlieBend die ATPase-Aktivitdt mit Hilfe des ADP Quest Assay Kits
gemessen. Unverdautes pl:C (0, A und B) oder 2.2ds-OH (0‘, C) diente als Positivkontrolle,
ein Ansatz ohne RNA (mock) als Negativkontrolle. Die Ergebnisse sind in Form von arbitrary
units (AU) aufgetragen.

A) Rekombinantes MDAS wurde mit dem wie dargestellt verdauten pl:C inkubiert. Gezeigt
sind Mittelwerte £+ SEM von n=2.
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B) Rekombinantes LGP2 wurde mit dem wie dargestellt verdauten pl:C inkubiert. Gezeigt sind
Mittelwerte + SEM von n=2.

C) Rekombinantes LGP2 wurde mit der wie dargestellt verdauten 2.2ds-OH RNA inkubiert.
Gezeigt sind Mittelwerte £+ SEM von n=4.

3.3.5 Die ATP-Hydrolyse von MDAS ist unabhingig von einer
5’-Phosphorylierung des RNA Liganden

Wiéhrend RIG-I eine Triphosphatmodifikation am 5°-Ende von doppelstringiger RNA als
Erkennungsmerkmal fiir fremde RNA benutzt, ist das Muster, das MDAS5 zur Unterscheidung
zwischen zelleigener und zellfremder RNA nutzt, weniger klar definiert. So scheint in vivo fiir
MDAS die Liange von doppelstringiger RNA das entscheidende Muster zur Erkennung fremder
Strukturen darzustellen, wohingegen Phosphatmodifikationen am 5°‘-Terminus keine Rolle
spielen, wie Hornung und Pichlmair et al. berichten [46,47]. Bei der Aktivierung der ATPase
Domaine und der Aktivierung der MDAS-abhéngigen Signalkaskade gibt es wie in 3.3.4 gezeigt
Diskrepanzen in Bezug auf die Lénge des notwendigen Liganden. Daher sollte untersucht

werden, ob sich dhnliche Unterschiede auch fiir eine 5°-Triphosphat-Modifikation zeigen lassen.

Eine mogliche Abhédngigkeit der ATPase-Aktivitit von MDAS von  einer
5¢-Phosphatmodifikation wurde durch den Verdau von pl:C mit Phosphatasen untersucht. Poly
I:C liegt nativ als 5‘-Diphosphat vor. Zur Entfernung des 5‘-B-Phosphats wurde die Phosphatase
5‘Polyphosphatase verwendet, wodurch 5°‘-Monophosphat-pl:C produziert wird. Um die
komplette 5°-Diphosphatmodifikation zu entfernen, wurde pl:C mit CIAP (calf intestinal
alkaline phosphatase) verdaut, wodurch ein 5°-OH-Rest iibrig bleibt [46]. Die so verdaute
RNA, sowie synthetische doppelstringige syn 2.2ds RNA mit einem 5°‘-Triphosphatrest wurden
mit rekombinantem MDAS inkubiert und im ATPase Assay die Produktion von ADP gemessen.
Das mit den Phosphatasen behandelte pl:C induziert unvermindert die ATPase-Aktivitdt von
MDAS. Synthetische, doppelstriangige 2.2ds RNA mit 5°-Triphoshpat-Modifikation kann keine
ATP-Hydrolyse hervorrufen (sieche Abb. 3.3.5).

Wie in Abb. 3.3.5 ersichtlich, ist zur Aktivierung der ATPase Doméne von MDAS lediglich die
Liange der doppelstringigen RNA Liganden entscheidend. Eine 5°-Diphosphat,
5¢-Monophosphat oder 5‘-OH Modifikation an pI:C macht im Hinblick auf die Aktivierung der
ATPase Doméne keinen Unterschied. Somit bestétigen sich die Ergebnisse von Hornung und
Pichlmair et al., wonach MDAS5 RNA unabhingig von einer 5°‘-Triphosphat Modifikation
erkennt, auch in Bezug auf die ATPase Domine [46,47].
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Abbildung 3.3.5 Die Aktivierung der ATP-Hydrolyse von MDAS5 ist unabhéngig von
einer 5‘-Modifikation des RNA Liganden

pl:C wurde mit calf intestinal alkaline phosphatase (CIAP) oder 5‘Polyphosphatase (5'PP) fir
60 Minuten verdaut, wodurch am 5'-Ende eine Monophosphat (5°-p) oder 5-OH Modifikation
Ubrigbleibt. Das verdaute pl:C wurde neben unverdautem pl:C (5'-pp) mit rekombinantem
MDA5  inkubiert. AuRBerdem wurde synthetische syn 2.2ds RNA mit einer
5'-Triphosphat-Modifikation als Ligand verwendet. Die ATPase-Aktivitat wurde mit Hilfe des
ADP Quest Assay Kits gemessen. Die ATPase-Aktivitat ist in willkiirlichen Einheiten, arbitrary
units (AU), angegeben. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM von n=4, fiir syn 2.2ds n=2.

3.4 LGP2 bildet stimulusabhiéingig hochmolekulare Oligomere in vitro

Nach der Beobachtung aus 3.3.1, dass LGP2 ligandenabhingig ATP hydrolysiert und wie in 3.2
gezeigt in einem Komplex mit RIG-I vorkommt, sollte untersucht werden, ob LGP2 nach
Stimulation als Monomer vorliegt oder zur Bildung von Oligomeren befdhigt ist. Es ist bekannt,
dass RIG-I nach Bindung eines Liganden ATPase-abhéngig entlang der RNA oligomerisieren
kann [37,39,123]. AuBlerdem zeigten Schmidt et al., dass rekombinantes RIG-I in vitro in
Anwesenheit von RNA Dimere bildet [48]. Auch fir MDAS ist die Bildung hochmolekularer,

kooperativer Filamente mechanistisch und zur Signaltransduktion essenziell [38,65].

Um diese Frage zu beantworten, wurde ein in vitro Ansatz mit rekombinantem Protein gewéhlt.
Analog zur Untersuchung der ATPase-Aktivitit wurde rekombinantes LGP2 mit pl:C oder
doppelstrangiger IVT 2.2ds RNA als Ligand sowie mit ATP inkubiert. Ansédtze ohne ATP oder
Ligand dienten als Kontrolle. AnschlieBend wurden die Proben mittels Native PAGE in einem
nicht-denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt und mittels Western blot auf eine Membran
transferiert. Die Detektion von LGP2 erfolgte mit Hilfe eines spezifischen Anti-LGP2

Antikorpers.

Unter nicht-denaturierenden Bedingungen bildet LGP2 ligandenabhingig ein komplexes
Bandenmuster. Neben einer Bande, die entsprechend des Molekulargewichts monomerem

LGP2 entspricht, werden weitere hochmolekulare Proteinbanden beobachtet. Diese lassen sich
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sowohl in Anwesenheit von verhdltnismaBig kurzer IVT 2.2ds RNA, als auch nach Zugabe des
hochmolekularen pl:C zeigen. Nach Stimulation mit IVT 2.2ds kdénnen zwei distinkte
Oligomer-Banden beobachtet werden, eine dem Molekulargewicht entsprechende Dimer-Bande
und eine Oligomer-Bande. Diese kann hier nicht weiter differenziert werden, da das verwendete
Polyacrylamidgel in diesem hochmolekularen Bereich ungenau auflost und keine exakte
Relation zum verwendeten Marker zulésst. Entsprechend der Bandenverteilung im Western blot
scheint LGP2 in Anwesenheit von pl:C nur eine hochmolekulare Oligomer-Bande zu bilden. Es
fallt jedoch auf, dass die Oligomerbildung unabhéngig vom Ligand nicht komplett ist und der
Grofiteil des Proteins nach wie vor als Monomer vorliegt. Ohne Ligand bildet LGP2 auch in
Anwesenheit von ATP keine hochmolekularen Oligomere. Aulerdem wird beobachtet, dass
LGP2 ohne RNA Ligand vom verwendeten Antikorper nur sehr schwach detektiert wird.
Obwohl in allen Bedingungen gleiche Mengen an Protein zum FEinsatz kamen, erkennt der
verwendete Antikdrper unter nicht-denaturierenden Bedingungen LGP2 erst nach Zugabe von
RNA ausreichend gut. Das Signal lasst sich durch die Zugabe von ATP nochmals deutlich

steigern.

Die Bandenverteilung deutet somit darauf hin, dass LGP2 nach Stimulation mit RNA Dimere
und hochmolekulare Oligomerkomplexe in vitro bildet. Auch kann abgleitet werden, dass LGP2
ligandenabhingig seine Konformation dndert und erst in seiner aktiven Konformation vom
verwendeten Antikorper gut erkannt werden kann. Diese Konformationsédnderung scheint nach
Zugabe von ATP deutlich effizienter abzulaufen. Auch werden nach Zugabe von ATP sowohl
die Monomer-, als auch Oligomer-Banden deutlicher. Somit scheint sowohl das als Monomer
vorliegende LGP2, als auch die Oligomer-Komplexe ihre Konformation ATP-abhéingig zu
dndern. Die verwendeten RNA Liganden aktivieren also nicht nur wie in 3.3.1 gezeigt die
ATPase Domine von LGP2, sondern konnen auch eine Konformationsdnderung und

Oligomerisierung des Proteins induzieren.
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Abbildung 3.4 Rekombinantes LGP2 bildet in Anwesenheit von doppelstringiger

RNA hochmolekulare Oligomere und dndert seine Konformation

Rekombinantes LGP2 wurde wie dargestellt mit ATP, IVT 2.2ds RNA (A) oder pl:C (B) fur 90
Minuten inkubiert. Anschlieend wurden die Proben in einem Gel unter nicht-denaturierenden
Bedingungen mittels Native PAGE aufgetrennt. Nach Western blotting auf eine Membran
erfolgte die Detektion von LGP2 mit Hilfe eines Anti-LGP2-Antikdrpers der Firma Proteintech.
Gezeigt ist ein reprasentatives Ergebnis von zwei unabhangigen Experimenten jeweils fir
pl:C und IVT 2.2ds RNA.
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3.5 Enzymkinetische Charakterisierung von LGP2, MDAS und RIG-I

Sowohl LGP2, als auch MDAS und RIG-I haben eine DExD/H-Box Helikase Doméne als
integralen Bestandteil ihrer Proteinstruktur und sind damit zur Hydrolyse von ATP befahigt.
Aus biochemischer Sicht stellen sie damit biologische Katalysatoren dar, die ATP als Substrat
zu ADP umsetzen. Die ATPase-Aktivitit der RLHs ist somit den Gesetzen der Enzymkinetik

unterworfen und kann durch die Michaelis-Menten Gleichung beschrieben werden.

Zur Bestimmung der Fliegleichgewichtsparameter aus der Michaelis-Menten Gleichung wurde
rekombinantes LGP2 und MDAS mit ATP in aufsteigenden Konzentrationen (5, 10, 50, 100,
500 und 1000 uM) fiir 90 Minuten inkubiert. Die Messung der Menge an umgesetztem ATP
erfolgte danach mit dem ADP Quest Assay Kit wie in 2.3.7 beschrieben. Wie in 3.3.1 und 3.3.4
gezeigt wird, ist die ATP-Hydrolyse von LGP2 und MDAS ein ligandenabhéngiger Prozess.
Daher wurde jede Versuchsbedingung mit und ohne den Zusatz von pl:C durchgefiihrt. Mittels
einer Eichgeraden, die durch die Messung bekannter ADP Konzentrationen (0, 0,248, 0,783,
2,16, 6,66, 20 und 60 uM) mit Hilfe des ADP Quest Assay Kits erstellt wurde, kann den
gemessenen arbitrary units (AU) genaue ADP Konzentrationen zugeordnet werden. Wie in
Abb. 2.3 gezeigt, lduft die ATP-Hydrolyse durch LGP2 nach 90 Minuten Inkubationszeit im
linearen Bereich des Fliefgleichgewichts ab, wodurch die Voraussetzung fiir die Analyse

entsprechend der Michaelis-Menten Gleichung erfiillt ist.

Die Beziehung zwischen der enzymkatalysierten Umsatzgeschwindigkeit von ADP d[ADP]/dt
und der im Versuch eingesetzten Konzentration des Substrates ATP wird durch die Michaelis-
Menten Gleichung beschrieben und stellte sich graphisch als rechtwinklige Hyperbel dar. Diese
wurde wie in 2.4 beschrieben fiir LGP2 und MDAS durch nicht-lineare Regression aus den
einzelnen Messwerten nach der Methode der kleinsten Fehlerquadrate mit der Software Graph
Pad Prism bestimmt (siche Abb. 3.5.1). Auch konnten auf diese Art mit Graph Pad Prism die
enzymkinetischen Flieigleichgewichtsparameter Km, Vmax, Keat Und kea/Km bestimmt werden

(siehe Tab. 3.1).
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Abbildung 3.5.1 Graphische Darstellung der Michaelis-Menten Kinetik
Rekombinantes LGP2 (A) und MDAS5 (B) wurden bei steigenden ATP Konzentrationen von 0,
0,5, 1, 5, 10, 50, 100, 500 und 1000 puM jeweils mit und ohne pl:C als Ligand inkubiert. Nach
90 Minuten wurde das dabei produzierte ADP mit Hilfe des ADP Quest Assay Kits gemessen.
Das dabei ausgelesene Fluoreszenzsignal wurde durch eine Eichkurve in uM ADP
umgerechnet. Dafiir wurde das Fluoreszenzsignal von bekannten ADP Konzentrationen (0,
0,248, 0,783, 2,16, 6,66, 20 und 60 uyM) mit dem ADP Quest Assay Kit gemessen. Im Graph
dargestellt ist die nach 90 Minuten erzeugte ADP Konzentration relativ zur eingesetzten ATP
Konzentration. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM von n=2.

3.5.1 Die Fliefigleichgewichtsparameter von LGP2 und MDAS

Die Michaelis-Menten Konstante K, ist in Anwesenheit von pl:C fiir LGP2 mit 109,6 + 12,8
puM deutlich hoher als fiir MDAS mit 64,5 + 12,6 uM. Ohne pl:C lésst sich fiir LGP2 ein K-
Wert von 1477 + 148,7 uM messen. Der ATP Umsatz von MDAS ohne pl:C ist insbesondere
bei der Verwendung niedriger ATP Konzentrationen sehr gering. Durch die Messschwankungen
des verwendeten ADP Quest Assay Kits unterliegen die Messwerte in diesem Bereich zusitzlich
einem sehr grofen relativen Fehler. Daher ldsst sich fir MDAS ohne pl:C keiner der

Fliefigleichgewichtsparameter sinnvoll ohne hohe Schwankungen berechnen.

Diese Unterschiede kénnen bei der maximal erreichbaren Reaktionsgeschwindigkeit vimax nicht
beobachtet werden. Mit einer Vmx von 0,97 4+ 0,05 uM * min' ist die maximale

ligandeninduzierte Reaktionsgeschwindigkeit von LGP2 é&hnlich wie die von MDAS5 mit
1,00 + 0,02 uM * min™'. Ohne pl:C betriigt Vinay fiir LGP2 lediglich 0,69 + 0,04 pM * min™".

Die Wechselzahl ke von LGP2 liegt nach Zugabe von pl:C mit einem Wert von 56,9 + 0,3
min™' deutlich unter MDAS mit 116,5 4 1,94 min™'. Ohne RNA-Ligand betriigt die Wechselzahl
von LGP2 mit 20,2 + 1,1 min™ lediglich knapp ein Drittel des Wertes mit pI:C.

In den experimentell ermittelten Daten vergroBert die Zugabe von pl:C die katalytische
Effizienz kea/Km von LGP2 von 0,014 4 0,001 min” * pM™" auf 0,526 + 0,059 min™ * pM™".
Fiir die gemessene katalytische Effizienz von MDAS mit pl:C von 1,87 + 0,336 min" * pM'

kann wie oben beschrieben kein Vergleichswert ohne pl:C bestimmt werden.

Im Anbetracht der ermittelten Ky-Werte lédsst sich folgern, dass in Anwesenheit von pl:C
MDAS eine groflere Affinitdt zum Substrat ATP hat als LGP2. Auch die maximal erreichbare
Reaktionsgeschwindigkeit vimax, sowie die Wechselzahl kc,c von MDAS iibersteigt die Werte von
LGP2 deutlich. Fiir die Erkennung viraler Liganden und der anschlieBenden Aktivierung der
Signalkaskade durch MDAS scheint eine hocheffizient und schnell ablaufende ATP-Hydrolyse

essenzieller zu sein, als fiir die modifizierende Funktion von LGP2.

Die mehr als zehn-fache Reduktion des Kn-Wertes von LGP2 nach Zugabe von pl:C deutet auf
eine deutliche Affinitétssteigerung fiir ATP durch die Aktivierung von LGP2 mit einem RNA
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Liganden hin. Auch die katalytische Effizienz von LGP2 zeigt eine deutlich verbesserte
Hydrolyse von ATP in Anwesenheit von RNA.

Tabelle 3.1 Fliegleichgewichtsparameter

Km Vimax Keat Keat/Kim
Protein  Ligand [uM] [uUM * min!] [min!] [min™! * pM']
LGP2 - 1477 £ 148,7 0,69 £ 0,04 20,2 £ 1,1 0,014 £ 0,001
LGP2 pl:C 109,6 + 12,8 0,97 £ 0,05 56,9 £ 0,3 0,526 £ 0,059
MDAS - n/a n/a n/a n/a
MDAS pl:C 64,5 £ 12,6 1,00 + 0,02 116,5 £ 1,94 1,87 + 0,336

Tabelle 3.1 FlieBgleichgewichtsparameter

Die FlieRgleichgewichtsparameter von LGP2 und MDAS wurden jeweils mit und ohne pl:C als
Ligand mit Hilfe der Software Graph Pad Prism berechnet (siehe 2.4 fiir genaues Vorgehen).
Km = Michaelis-Menten Konstante; vmax = maximal erreichbare Umsatzgeschwindigkeit; kcat =
Wechselzahl; keat/Km =  katalytische Effizienz. Dargestellt sind Mittelwerte
Standardabweichung von n=2.

3.5.2 LGP2 zeigt eine hohe basale ATP Hydrolyserate ohne Anwesenheit
eines RNA Liganden

Als Mengen-normiertes Maf} fiir den Umsatz von ATP pro Zeiteinheit sollte die spezifische
ATP-Hydrolyse Aktivitit bestimmt werden. Dafiir wurde die ATP-Hydrolyse von LGP2,
MDAS und RIG-I mittels Messung von ADP jeweils mit und ohne RNA Ligand bestimmt.
Rekombinantes LGP2, MDAS und RIG-I wurden mit 100 uM ATP fiir einen definierten
Zeitraum zwischen 0 und 120 Minuten inkubiert. Die anschlieBende Messung des dabei
produzierten ADP erfolgte in Relation zu einer ADP Standardkurve, die wie in 3.5 beschrieben
erstellt wurde. Bei der graphischen Darstellung dieser Daten (siche Abb. 3.5.2) wird die
Annahme gemacht, dass zum Zeitpunkt 0 Minuten in keinem Versuchsansatz relevante Mengen
an ADP vorliegen. Das auf diese Art erhaltene, lineare Verhéltnis zwischen gemessener ADP
Menge und vergangener Zeit seit Zugabe von ATP dient wie in 2.4 beschrieben zur Errechnung

der spezifischen ATP-Hydrolyse Aktivitit.

Fiir LGP2 und MDAS diente pl:C als Ligand, wahrend RIG-I mit doppelstringiger 2.2ds
5¢-Triphosphat-RNA inkubiert wurde. Ziel dabei ist, die Hydrolyserate der jeweiligen Helikase
mit einem moglichst optimalen Liganden zu ermitteln. Wie in Versuch 3.3.4 gezeigt und aus der
Literatur bekannt, aktiviert lange, doppelstringige RNA die ATPase Doméne von MDAS,
wihrend RIG-I eine hohere Affinitdt fiir kurze RNA mit einer 5°-Triphosphat Modifikation
besitzt und auch durch kurze dsRNA aktiviert werden kann [57,60]. Im Gegensatz zu 3.5.1 wird
fiir diese Versuchsreihe eine feste ATP Konzentration von 100 uM verwendet, wiahrend bei der

Bestimmung der FlieBgleichgewichtsparameter niedrigere ATP Konzentrationen beriicksichtigt
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werden miissen. Daher lésst sich in diesem Versuch auch fiir die ATP Hydrolyserate von MDAS

ohne pl:C ein valider Wert berechnen, wenn auch mit hohem relativem Fehler.

Wie in Tab. 3.2 dargestellt, zeigt LGP2 ohne die Zugabe von pl:C bereits eine hohe basale ATP
Hydrolyserate von 296,9 + 31,1 nmol * min™ * mg". Diese erhoht sich durch die Zugabe des
Liganden pl:C um knapp das Fiinffache auf 1411,0 £+ 65,3 nmol * min" * mg"'. MDAS hat
dahingegen eine geringe basale Hydrolyserate von lediglich 79,3 4 26,4 nmol * min" * mg™.
Diese erhoht sich durch Zugabe von pl:C jedoch um fast das 70-fache auf 5315,7 &+ 339,5 nmol
* min” * mg™'. Die ligandenabhéingig durch IVT 2.2ds RNA induzierte ATP Hydrolyserate von
RIG-I ist mit 3526,4 + 188,4 nmol * min" * mg" geringer als die Hydrolyserate von MDAS.
RIG-I zeigt ohne Ligand deutlich weniger ATP Hydrolyse als MDAS oder LGP2. Das
verwendete ADP Quest Assay Kit unterliegt in diesem Bereich kaum messbarer ATP Hydrolyse
einem grofBen Fehler, sodass keine valide Aussage iiber die tatsdchliche ATP Hydrolyserate von
RIG-I ohne Ligand gemacht werden kann. Diese ist in jedem Fall deutlich geringer als die von

MDAS ohne Ligand, genaue Werte sind hier aus methodischen Griinden nicht bestimmbar.

Im Vergleich zu MDAS zeigt LGP2 auch ohne Anwesenheit eines spezifischen Liganden eine
hohe intrinsische ATPase-Aktivitat. Poly I:C als Ligand erhoht die ATPase-Aktivitidt von LGP2
zwar um etwa das Filinffache, LGP2 erreicht dabei aber nicht die hohe stimulierte Aktivitdt von
MDAS oder RIG-I, die sich im Fall von MDAS im Vergleich zur unstimulierten Bedingung um

fast das 70-fache steigern lésst.

Tabelle 3.2 ATP Hydrolyserate

Hydrolyserate
Protein Ligand [nmol * min™! * mg™']
LGP2 - 296,9 £ 31,1
LGP2 pl:C 1411,0 £ 65,3
MDAS - 79,3 + 26,4
MDAS pl:C 5315,7 £ 339.,5
RIG-I - <<79,3 + 26,4 (MDAS)
RIG-I IVT 2.2ds 3526,4 £+ 188,4

Tabelle 3.2 ATP-Hydrolyse Rate von LGP2, MDA5 und RIG-I

Die ATP-Hydrolyse Rate entspricht der Steigung der Geraden aus Abb. 3.5.2. Diese wurde
jeweils mit und ohne pl:C (MDA5 und LGP2) oder IVT 2.2ds (RIG-I) bestimmt. Dargestellt
sind Mittelwerte £+ SEM von n=2.
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Abbildung 3.5.2 Bestimmung der ATP-Hydrolyse Rate von LGP2, MDA5 und RIG-I
Rekombinantes LGP2, MDA5 und RIG-I wurden mit ATP und jeweils mit und ohne pl:C
(MDAS5 und LGP2) oder IVT 2.2ds (RIG-I) inkubiert. Das dabei entstandene ADP wurde zu
verschiedenen Zeitpunkten mit dem ADP Quest Assay Kit gemessen. Das gemessene
Fluoreszenzsignal wurde wie in 2.3.7 beschrieben durch eine Eichkurve in pM ADP
umgerechnet (entstandenes ADP entspricht hydrolysiertem ATP).

A) Gezeigt ist das pro Milligramm Protein hydrolysierte ATP relativ zur Inkubationszeit. Dabei
liegt die Annahme zugrunde, dass zum Zeitpunkt 0 Minuten keines der eingesetzten Proteine
ATP hydrolysiert hat. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM von n=2.

B) Graphischer Vergleich der ATP-Hydrolyse Rate von LGP2, MDA5 und RIG-I pro Minute
jeweils mit und ohne Ligand. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM von n=2.

Die enzymkinetische Untersuchung zeigt einige wichtige Unterschiede zwischen den
Enzymcharakteristika von LGP2 im Vergleich zu MDAS und RIG-I auf. LGP2 setzt in
Anwesenheit eines RNA Liganden das Substrat ATP deutlich langsamer und weniger effizient
um als MDAS5 und RIG-I. Jedoch hydrolysiert LGP2 auch ohne RNA Ligand ATP mit einer
vergleichsweise hohen Rate und zeichnet sich damit durch eine intrinsische ATPase-Aktivitét
aus, die in vivo so vermutlich auch in nicht-infizierten Zellen zu jeder Zeit stattfindet.
Mechanistisch scheint die ATPase-Aktivitdit von MDAS und RIG-I im Gegensatz zu LGP2
daher mehr nach dem ,,alles-oder-nichts*“-Prinzip zu funktionieren. Einen Interpretationsansatz
dafiir liefert die Uberlegung, dass die ATPase-Aktivitit eine fundamentale Rolle sowohl bei der
Erkennung viraler RNA, also auch bei der Aktivierung der nachfolgenden Signalkaskade spielt.
Fiir die Integritit einer Zelle hat die Exposition mit antiviralen Zytokinen und Interferonen
derart weitreichende Folgen, dass deren Expression sehr genau kontrolliert werden muss. Im
Falle einer tatsdchlichen Virusinfektion muss die Aktivierung jedoch sehr effizient und schnell
stattfinden, sodass die ATP-Hydrolyse in Anwesenheit viraler Liganden auf Hochtouren laufen
muss. Die ATP-Hydrolyse von LGP2 scheint jedoch nach einem anderen Prinzip zu

funktionieren. Es ldsst sich mutmafen, dass zur Erkennung und Modulation viraler Liganden
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durch LGP2 eine stindig ablaufende ATP-Hydrolyse notwendig ist. Durch virale RNA wird
diese lediglich maBig gesteigert.

3.6 VSV RNPs

In den bisher diskutierten Experimenten dieser Arbeit wird LGP2 funktionell als positiver
Regulator fiir RIG-I und MDAS beschrieben und mit Blick auf seine enzymatischen
Eigenschaften charakterisiert. Auf mechanistischer Ebene wird eine Bildung von Homo- und
Heterokomplexen mit RIG-I beschrieben. Um diese Ergebnisse funktionell in der Hypothese zu
einen, dass LGP2 als Mediator die Erkennung viraler RNPs ermdglicht, sollte ein in vitro
System etabliert werden, das die Untersuchung einer moglichen Interaktion von LGP2 mit
viralen RNPs ermoglicht. Fiir die folgenden Experimente mit viralen RNPs wurde Wildtyp

Vesikulédrer Stomatitis Virus (VSV), Stamm Indiana benutzt.

3.6.1 VSV RNPs lassen sich mit 1 % Triton X-100 in grofler Reinheit
aufreinigen

Zuerst sollten zur experimentellen in vitro Verwendung RNPs direkt aus Virionen aufgereinigt
werden. Der verwendete Wildtyp Vesikuldrer Stomatitis Virus (VSV), Stamm Indiana lésst sich
leicht und schnell in der Zellkultur amplifizieren und ist als Prototyp eines negativ-Strang RNA
Virus seit vielen Jahren gut erforscht und beschrieben. Als RIG-I-abhéngiges Virus sollte so die
Rolle von LGP2 speziell bei der Erkennung viraler Liganden durch RIG-I untersucht werden
[52].

VSV RNPs wurden wie in 2.3.11 beschrieben direkt aus Virionen aufgereinigt, wobei mit Hilfe
eines Detergens die Lipidhiille der VSV Virionen lysiert wurde. Analog zu Mebatsion et al.
wurde zur Freisetzung der RNPs das Detergens Triton X-100 in einer Konzentrationen von
0,05 % verwendet [124]. Wie in 2.3.11 beschrieben, erfolgte die Trennung der RNPs von den
restlichen Bestandteilen anhand ihres Sedimentationsverhaltens mittels Ultrazentrifugation. In
der anschlieBenden Analyse mittels Western blot zeigt sich eine hohe Kontamination mit dem
membranstindigen Hiillenprotein VSV G-Protein, was auf eine unvollstindige Lyse der
Virionenhiille hindeutet (siche Abb. 3.6.1.1). Die Konzentration von Triton X-100 wurde
daraufthin schrittweise gesteigert, wobei sich ab 1 % eine fast vollstindige Elimination von
VSV-G zeigt. Die Lyse der Virionen beinflusst die Menge an detektierbarem
VSV-Nukleoprotein (VSV N-Protein) als Bestandteil des RNP Komplexes nicht relevant (sieche
Abb. 3.6.1.1).
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Abbildung 3.6.1.1 1 % Triton X-100 ist optimal zur Lyse von VSV Virionen

Wildtyp VSV RNPs wurden wie in 2.3.11 beschrieben aus VSV Virionen aufgereinigt. Zur
Lyse der Virionenmembran wurden 0,05 %, 0,1 %, 1 % oder 5 % des Detergens Triton X-100
verwendet. Nach Auftrennung der so aufgereinigten RNPs mittels SDS-PAGE wurde ein
Western blot durchgefiihrt. Der Nachweis des membranstandigen VSV G-Proteins und des im
RNP inkorporierte VSV N-Proteins erfolgte mit Hilfe spezifischer Antikdrper. Gezeigt ist ein
reprasentatives Ergebnis von zwei unabhangigen Experimenten.

Zur Charakterisierung der in den RNP Préparationen enthaltenen Proteine wurden aufgereinigte
RNPs mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie-Brilliant-Blau angeféarbt. Dabei zeigt
sich neben den erwarteten Bestandteilen VSV L-Protein (242 kDa), P-Protein (31 kDa) und
N-Protein (48 kDa) eine Vielzahl unspezifischer Banden (siche Abb. 3.6.1.2 A). Da die
Amplifikation von VSV in BHK Zellen in der Zellkultur erfolgte, lag die Vermutung nahe, dass
die Kontaminationen auf das serumhaltige GMEM Vollmedium zurlickzufiihren sind. Darauf
folgend wurden die zur Amplifikation von VSV verwendeten BHK Zellen in serumfreiem
Opti-MEM Medium gehalten. Durch Verwendung der so amplifizierten, serumfreien Virionen
koénnen jegliche, mit Coomassie-Brilliant-Blau detektierbaren Proteinkontaminationen in den
RNP Préparationen eliminiert werden, wihrend lediglich die erwarteten L-, P-, und N-Proteine
nachweisbar sind. Kontaminationen mit VSV G-Protein (57 kDa) oder VSV M-Protein (26
kDa) lassen sich nicht nachweisen (siche Abb. 3.6.1.2 B).

Die Amplifikation der VSV Virionen durch die Verwendung von serumfreiem Opti-MEM
Medium verringert den maximal erreichbaren Virustiter signifikant. Folglich verringert sich
auch die RNP Konzentration in der fertigen Priparation, da die Rotorgefifle der zur
Aufreinigung verwendeten Ultrazentrifuge die maximal einsetzbare Menge an
Virionensuspension begrenzen und so die technisch erreichbare Konzentration an RNPs in den
Praparationen limitieren. Da fiir nachfolgende Experimenten mit den RNPs hohere
Konzentrationen notwendig waren, sollte der Titer der Virionen vor der Préparation erhoht
werden. Die VSV Virionensuspension wurden vor der Lyse mittels Amicon Ultra-4
Zentrifugen-Filtereinheiten mit einer nomineller Molekulargewichtsgrenze von 100 000 Dalton
auf 1/10 des Ausgangsvolumens konzentriert und somit der Virustiter erhoht. AnschlieBend
erfolgte die Aufreinigung nach Protokoll. In der anschlieBenden Coomassie-Farbung der RNPs

findet sich im Vergleich zur parallelen Aufreinigung ohne Ultrafiltration bei gleichem
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Probevolumen eine erhohte Menge der RNP Proteine (siche Abb. 3.6.1.2 B). Die Verwendung
von serumfreien, aufkonzentrierten VSV Virionen, die durch 1 % Triton X-100 lysiert wurden,

erweist sich damit als ideal zur Produktion kontaminationsarmer RNPs.

A B Kon.
4 L-Protein 170 kDa — | = 4 L-Protein
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70kDa — - 55 kDa —
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Serumbhaltig Serumfrei

Abbildung 3.6.1.2 VSV RNPs lassen sich aus serumfreien Virionen ohne
Proteinkontamination aufreinigen, wobei sich die Ausbeute durch Konzentration der
Virionen erhoht

A) Wildtyp VSV RNPs wurden aus in serumhaltiger Zellkultur produzierten Virionen nach
Protokoll aufgereinigt. Die Praparationen wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und
anschliefend mit Coomassie-Brilliant-Blau gefarbt. Gezeigt ist ein reprasentatives Ergebnis
von drei unabhangigen Experimenten.

B) Wildtyp VSV Virionen wurden in serumfreier Zellkultur produziert und anschlieRend mit
Hilfe einer Zentrifugen-Filtereinheit konzentriert. Danach erfolgte die Aufreinigung der RNPs
wie in 2.3.11 beschrieben. Serumfreie RNPs aus konzentrierten (Kon.) und unkonzentrierten
Virionen wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieRBend mit Coomassie-Brilliant-
Blau gefarbt. Gezeigt ist ein reprasentatives Ergebnis von mindestens zwei unabhangigen
Experimenten (konzentrierte RNPs: n=2, unkonzentrierte RNPs: n=5).

3.6.2 Aufgereinigte RNPs enthalten VSV Volllingen-Genom und VSV
DI-LT Genom

Wie in 3.6.1 gezeigt, lassen sich VSV RNPs mit so groBer Reinheit isolieren, dass sich weder
mittels Coomassie-Brilliant-Blau Farbung unspezifische, noch durch Western blot spezifische
Proteinkontaminationen nachweisen lassen. Um zu zeigen, dass es sich bei den mittels
Ultrazentrifugation sedimentierten Komplexen um vollstindige RNPs handelt, sollte das virale

Genom von VSV als integraler Bestandteil der RNPs nachgewiesen werden.

Dafiir wurde ein Northern blot mit Wildtyp VSV RNP Priparationen und intakten Virionen
durchgefiihrt. Die Extraktion der RNA aus den RNP Priparationen und Virionen erfolgte in
Zusammenarbeit mit Maximilian Gradel unter Verwendung von 7TRIzo!/ Reagent nach dem
Protokoll des Herstellers. Die so isolierte RNA wurde in einem Agarose Gel aufgetrennt.

AnschlieBend wurde zusammen mit Konstantin Sparrer im Labor von Prof. Conzelmann
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(Genzentrum, LMU Miinchen) ein Northern blot wie in 2.3.6 beschrieben angefertigt. Als
Sonde zur Erkennung des VSV Genoms diente ein Oligonukleotid, das zu Abschnitten des
Genoms komplementir ist. Dieses ist mit inkorporiertem 32P-a-CTP radioaktiv markiert und
hybridisiert komplementér an das Genom, sodass dabei Teile der VSV P-, M- und G-Gene
erkannt werden (siche Tab. 2.4 fiir zur Amplifikation verwendete Primer). Die Arbeiten zur

RNA Priparation und den Northern blots erfolgten in Zusammenarbeit mit Maximilian Gradel.

Im Northern blot konnen sowohl in den RNP Préparationen, als auch in nativen Virionen zwei
distinkte Banden dargestellt werden (siche Abb. 3.6.2). Die Bande oberhalb der 10 000
Nukleotid-Marke entspricht dabei dem 11 161 Nukleotide umfassenden, nativen Genom von
VSV. Die zweite Bande liegt bei etwa 5500 Nukleotiden und kann vermutlich dem 5312
Nukleotide umfassenden Genom von DI-LT-Partikeln zugeordnet werden. VSV DI (defective
interfering) Partikel sind Deletionsmutanten des nativen Virus, deren Genom unterschiedliche
Langen und Sekundérstrukturen annehmen kann. Sie entstehen auf Grund der Fehleranfilligkeit
der viralen RNA-abhingigen-RNA-Polymerase, die wéhrend der Replikation des viralen
Genoms von diesem spontan abfallen und die genomische RNA Vorlage wechseln kann. Wie
das Volllingen-Genom ist auch das DI-Genom von N-Proteinen umbhiillt [50]. In der Zellkultur
entstehen DI-Partikel vorwiegend bei Infektion mit einer hohen Infektionsmultiplizitit (MOI),
also einem zahlenmiBigen Uberschuss an Viruspartikeln im Verhiltnis zu deren Zielzellen
[109]. Da Teile des Genoms und insbesondere der viralen Polymerase VSV-L in DI-Partikel
fehlen, sind sie zur Replikation auf die Co-Infektion mit dem intakten Volllingen-Virus
angewiesen. In der Literatur werden mehrere Klassen von DI-Partikeln beschrieben, darunter
deletion, snapback, panhandle und compound DI-Partikel [125]. Das DI-LT Genom hat eine
Deletion innerhalb des VSV-L Gens. Die Sequenzen der VSV P-, M- und G-Gene, welche von
der eingesetzten Sonde erfasst werden, sind jedoch nativ erhalten [125]. Diese Versuche
bestdtigen, dass die RNP Priparationen neben den RNP Proteinen VSV N, P und L auch die
vollstindige genomische RNA und Genomteile in Form von DI-Partikeln enthalten.
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Abbildung 3.6.2 VSV RNPs enthalten Volllangen-Genome und DI-LT Genome

Aus Wildtyp VSV RNPs (RNP) und Virionen (Virus) wurde RNA isoliert. Diese wurde in einem
Agarosegel aufgetrennt und anschlieBend wurde ein Northern blot durchgefihrt. Zur
Detektion genomischer RNA wurde eine 1000 Basen umfassende Sonde benutzt, die Teile
der kodierenden Sequenzen der VSV P-, M- und G-Proteine erkennt. Als GroRRenvergleich
dient ein Marker mit Nukleotiden bekannter Lange. Gezeigt ist ein reprasentatives Ergebnis
von zwei unabhangigen Experimenten.

3.6.3 Chromatographische Analyse der Reinheit der RNP Priparationen

Zur Etablierung eines aussagekriftigen in vitro Systems, um Interaktionen mit RNPs zu
untersuchen, mussten zundchst RNPs mit hoher Reinheit isoliert werden und ein
Nachweissystem flir intakte RNPs etabliert werden. Mit konventionellen Proteinfarbungen
konnen wie in 3.6.1 gezeigt in den Prdparationen keine Verunreinigungen mehr detektiert
werden. Da es sich bei der SDS-Gelelektrophorese um ein denaturierendes Verfahren handelt,
konnen zwar die im RNP inkorporierten Proteine nachgewiesen werden, damit ist jedoch noch
keine Aussage moglich, ob die isolierten RNPs als hochmolekularer Komplex vorliegen, oder
ob sich lediglich die RNP Proteine vom viralen Genom abgetrennt in der Praparation befinden.
Daher wurden die RNP Préparationen nach dem Prinzip der Grofenausschluss-
Chromatographie mittels des Laufverhaltens in einer Matrix hinsichtlich ihrer Grofe und

moglicher weiterer Verunreinigungen charakterisiert.

Zur chromatographischen Analyse wurden RNPs aus serumhaltigen Wildtyp VSV Virionen
verwendet, da sich diese leichter und mit einer hoheren Konzentration aufreinigen lassen, als
serumfreie RNPs. Zur anschlieBenden analytischen Gréenausschluss-Chromatographie erfolgte
die Resuspension der RNPs in PBS. Als Sadulenmatrix diente eine Sephacryl SSOOHR 16/60
Sdule mit einem Sdulenvolumen von 150 ml. Bei der photometrischen Analyse der
aufgetrennten Probe zeigen sich vier distinkte Absorptionsmaxima jeweils bei 280 nm
(Absorptionsmaximum von Proteinen) und 260 nm (Absorptionsmaximum von Nukleinséuren)
im Chromatogramm (siehe Abb. 3.6.3 A). Das Durchflussvolumen, das den Absorptionsmaxima
entspricht, wurde zur weiteren Analyse dementsprechend zu vier Fraktionen zusammengefasst.
Bei Betrachtung des Chromatogramms fillt auf, dass drei der Absorptionsmaxima beginnend ab
etwa 90 ml Durchflussvolumen direkt auf einander folgend aus der Matrix eluiert werden. Ein
erstes, kleineres Absorptionsmaximum wird bereits nach knapp 50 ml Durchflussvolumen
detektiert. Folglich handelt es sich bei der Fraktion, die dem ersten Absorptionsmaximum
entspricht, um hochmolekulare Bestandteile, wiahrend die zweite bis vierte Fraktion kleinere
Bestandteile enthalten. Die Herstellung der zur Gelfiltration verwendeten Wildtyp VSV RNPs
und die Analyse der chromatographisch aufgetrennten Proben erfolgte in Zusammenarbeit mit

Maximilian Gradel.
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Zur unspezifischen Charakterisierung der chromatographisch fraktionierten Proteinbestandteile
der RNP Proben wurden die zusammengefassten Fraktionen mittels SDS-PAGE auf einem Gel
aufgetrennt und anschlieBend mittels Coomassie Farbung angeféarbt (siche Abb. 3.6.3 B). Dabei
lassen sich lediglich in der ersten und zweiten Fraktion Proteine anfiarben. In der ersten Fraktion
kann eine distinkte Bande zwischen der 35 und 55 kDa Marke nachgewiesen werden, die, wie in
Abb. 3.6.1.2 gezeigt etwa auf der Hohe von VSV N-Protein liegt. Die in der zweiten Fraktion
angefiarbte Bande liegt knapp unter der 70 kDa Marke und findet in der nativen RNP Probe kein
Aquivalent (sieche Abb. 3.6.1.2).

Zur spezifischen Identifikation der viralen Proteine wurde ein Western blot angefertigt. Das
VSV N-Protein kann dabei nur in der ersten Fraktion detektiert und der in der Coomassie-
Férbung gezeigten Bande zugeordnet werden. Das Hiillprotein VSV G lésst sich in keiner der
Proben nachweisen. Die in der zweiten Fraktion unspezifisch angeférbte Bande knapp unter der
70 kDa Marke kann im Western blot weder als VSV G- noch als VSV N-Protein identifiziert
werden (sieche Abb. 3.6.3 C). Vermutlich handelt es sich um Kontaminationen mit Albumin
(66,5 kDa) und anderen globuldren Proteinen aus dem serumhaltigen Zellmedium, das in
diesem Versuch fiir die Anzucht von VSV verwendet wurde. Dariliber hinaus hat sich in
Vorversuchen gezeigt, dass bei der chromatographischen Auftrennung von serumfreien RNPs
kein Aquivalent zur zweiten Fraktion auftritt. Das N-Protein ist im Vergleich zum P- und L-
Protein in sehr viel groBerer Zahl im RNP inkorporiert. Es ldsst sich mutmafen, dass in der
chromatographischen Aufreinigung der RNPs insgesamt zu wenig Protein fiir die Anfarbung

von P- und L-Protein vorhanden ist.

In Zusammenarbeit mit Maximilian Gradel wurde aus den gewonnenen Fraktionen unter
Verwendung von TRIzol Reagent nach dem Protokoll des Herstellers RNA isoliert und diese
mittels Northern blot wie in 2.3.6 beschrieben analysiert. Dabei kann gezeigt werden, dass in
den Fraktionen zwei bis vier kein VSV Genom detektierbar ist, jedoch in der ersten Fraktion
sowohl das VSV Genom, als auch das vermutete DI-LT Genom nachweisbar ist (diese Daten
sind Teil der Forschungsarbeit von M. Gradel und hier nicht gezeigt). Daraus ldsst sich
schlussfolgern, dass die erste Fraktion hochmolekulare Komplexe aus mindestens VSV N-
Protein und VSV Genom enthilt, bei denen es sich vermutlich um intakte, native VSV RNPs
handelt. Aufgrund des Laufverhaltens der ersten Fraktion im Chromatogramm kann auBerdem
ausgeschlossen werden, dass es sich dabei um singuldre N-Proteine handelt. Im Hinblick auf die
Trennkapazitit der verwendeten Chromatographiesiule von etwa 4 kDa bis 100 000 kDa hitten
die verhéltnismaBig kleinen, singuldren N-Proteine (etwa 48 kDa) die Matrix erst sehr spat und
nach der Albuminkontamination durchlaufen. Es kann gefolgert werden, dass die RNPs nach
der Sedimentation mittels Ultrazentrifugation intakt sind und die Priaparationen bei Verwendung

von serumfreien Virionen keine nachweisbaren Proteinkontaminationen enthalten.
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Abbildung 3.6.3 Chromatographische Analyse von VSV RNPs

A) Chromatogramm der Wildtyp VSV RNP Praparationen. VSV RNPs wurden aus
serumhaltigen Wildtyp Virionen aufgereinigt und anschliefend mittels GroRenausschluss-
Chromatographie analysiert. Gezeigt sind die Absorptionskurven bei 260 nm und 280 nm wie
markiert. Vier messbare Absorptionsmaxima wurden nummeriert.

B) Die den Absorptionsmaxima aus A) entsprechenden Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE
aufgetrennt. Anschlielend erfolgte eine unspezifische Proteinfarbung mittels Coomassie-
Brilliant-Blau. Als Kontrolle wurden native RNPs aus serumfreien Wildtyp Virionen aufgetrennt
und angefarbt.

C) Mit den Fraktionen, die den Absorptionsmaxima aus A) entsprechen, wurde ein Western
blot durchgefuhrt. Serumfreie Wildtyp VSV Virionen (VSV) dienten als Vergleich. VSV G-
Protein (G, obere Reihe) und VSV N-Protein (N, untere Reihe) wurden mittels Antikérper
detektiert.

Gezeigt ist jeweils ein reprasentatives Ergebnis von zwei unabhéngigen Experimenten.
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3.7 VSV RNPs aktivieren die ATPase Doméane von LGP2 in vitro

Wie oben dargestellt, konnen in den RNP Priparationen keine relevanten Kontaminationen
nachgewiesen werden. Daher eignen sie sich fiir die direkte Nutzung im ATPase Assay als
Ligand fiir LGP2. In diesem Versuch sollte untersucht werden, ob RNPs in vitro Liganden fiir
LGP2 darstellen und analog zu den oben charakterisierten RNA Liganden die ATPase Domine

von LGP2 aktivieren konnen.

VSV RNPs wurden wie in 2.3.11 beschrieben aus serumfreien Virionen aufgereinigt und als
Ligand im ATPase Assay in vitro auf die Aktivierung der ATPase Domine von LGP2
untersucht. Je 10 pl Ansatz der Versuchsbedingung wurde 1 ul aus der RNP Préiparation
verwendet, entsprechend etwa 2 ng RNPs. Als Kontrolle dienten Bedingungen ohne ATP, ohne
LGP2 und mit LGP2-Pufferlosung als Negativkontrolle fiir LGP2. Als Positivkontrolle fiir die
Hydrolyse von ATP wurde pl:C als Ligand verwendet.

Im durchgefiihrten Versuch zeigt LGP2 spezifisch in Anwesenheit der VSV RNPs eine erhohte
ATP-Hydrolyse Aktivitit. Im Vergleich zu den Kontrollbedingungen kann eine ATP-Hydrolyse
durch die RNPs selbst ausgeschlossen werden. Dieses Ergebnis erlaubt die Spekulation, dass
RNPs als Ligand fiir LGP2 fungieren und dhnlich wie RNA die ATPase Domine aktivieren
konnten. LGP2 konnte dabei eine spezifische Interaktion mit den RNPs eingehen und unter

Verbrauch von energiereichem ATP die Struktur des Partikels modifizieren.
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Abbildung 3.7 VSV RNPs aktivieren die ATPase Doméane von LGP2

Aufgereinigte RNPs wurden mit rekombinantem LGP2 sowie ATP inkubiert. Im Vergleich dazu
wurden Anséatze ohne ATP, ohne LGP2 und mit LGP2-Verdinnungspuffer (LGP2 mock)
inkubiert. Als Positivkontrolle wurde pl:C als Ligand verwendet. Als Negativkontrolle (mock)
diente rekombinantes LGP2 mit ATP ohne Zugabe eines Liganden. Das produzierte ADP
wurde nach 90 Minuten mit dem ADP Quest Assay Kit gemessen. Die ATPase-Aktivitat ist in
willklrlichen Einheiten, arbitrary units (AU), angegeben. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM von
n=2.
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4 Diskussion

4.1 Ergebnisiibersicht

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Funktion der RIG-I-like-Helikase LGP2
wihrend der viralen Infektion mit dem Ziel, LGP2 funktionell ndher zu charakterisieren und
eine mogliche Bindung und Modulation von viralen Ribonukleoprotein Komplexen zu
untersuchen. Dabei konnte gezeigt werden, dass LGP2 die Erkennung viraler Liganden durch
MDAS5 und RIG-I im untersuchten Zellsystem positiv reguliert. Dariiber hinaus konnten
Proteinkomplexe, die LGP2 und RIG-I enthalten beobachtet werden und es wurde gezeigt, dass
LGP2 selbst stimulusabhéngig hochmolekulare Komplexe bilden kann. In vifro wurden
synthetische RNA Liganden fiir LGP2 charakterisiert und enzymkinetische Eigenschaften von
LGP und MDAS bestimmt. Nach Etablierung eines Protokolls zur Aufreinigung viraler RNPs

konnten diese als Aktivator der ATPase Domine von LGP2 beschrieben werden.

Im ersten Teil der Arbeit wurden bereits in Studien publizierte Ergebnisse zum knockout von
LGP2 in einem humanen Zellsystem iiberpriift. Dazu wurde LGP2 durch Transfektion von
siRNA in einer Melanomzelllinie herunter reguliert und diese anschlieBend mit RIG-I- und
MDAJS-abhingigen Liganden stimuliert. Hierbei zeigte sich, dass in Abwesenheit von LGP2
sowohl RIG-I und MDAS stimulierende Nukleinsdureliganden, als auch RIG-I und MDAS

stimulierende Viren eine verringerte Immunantwort induzieren.

Zum Mechanismus der Interaktion zwischen LGP2 und RIG-I wurde bislang wenig publiziert.
Um dies genauer zu untersuchen, wurden Co-Immunprizipitationsexperimente durchgefiihrt.
Nach Stimulation mit RIG-I-abhingigen Liganden lie sich LGP2 im Komplex mit RIG-I

nachweisen und bildete Dimere und hochmolekulare Oligomere.

Zur weiteren molekularbiologischen Charakterisierung wurde ein zellfreies System gewdéhlt.
Dafiir wurden humanes Volllaingen-LGP2 und die Walker-A-motif Mutante LGP2 K30A, die
kein ATP hydrolysieren kann, rekombinant hergestellt.

Durch in vitro Experimente wurden die minimalen Anforderungen an den RNA Liganden von
LGP2 und MDAS charakterisiert. Zur Aktivierung der ATPase Domine von LGP2 ist
doppelstrangige RNA notwendig, wohingegen die entsprechenden Einzelstringe keine
ATP-Hydrolyse auslosen konnen. Dabei sind zehn Basenpaarungen ausreichend um die
ATPase-Aktivitdit von LGP2 zu induzieren. Synthetische 5‘-OH RNA kann dhnlich wie
enzymatisch dephosphorylierte RNA ungehindert die ATPase Domine aktivieren, eine
5¢-Triphosphat Modifikation ist dafilir keine Voraussetzung. In parallelen Experimenten wurde
gezeigt, dass doppelstringige RNA bis zu etwa 100 Basenpaaren fiir MDAS nicht zur
Aktivierung der ATP-Hydrolyse ausreicht. Poly I:C aktiviert erst ab einer Linge von etwa 100
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Basenpaaren die ATPase-Aktivitit von MDAS, dies geschieht dann jedoch unabhéngig von
Phosphatmodifikationen am 5°-Ende.

Durch ihre ATPase Doméne sind die RLHs Enzyme, die ATP als Substrat zu ADP und
Phosphat umsetzen. Unter Beriicksichtigung der RNA-abhéngigen Aktivierung der ATPase
Domine wurden LGP2, MDAS und RIG-I auf ihre enzymkinetischen Eigenschaften untersucht.
Die in der Literatur beschriebene, basale ATP-Hydrolyse von LGP2 in Abwesenheit von RNA
konnte dabei bestétigt werden [75]. Die ATP Hydrolyserate von LGP2 ist ohne RNA Ligand im
Vergleich zu MDAS und RIG-I bereits relativ hoch, lasst sich in Anwesenheit von pl:C jedoch
lediglich um etwa den Faktor Vier steigern. Ohne RNA Ligand haben MDAS und RIG-I eine
niedrige basale ATP Hydrolyserate, die sich jedoch in Anwesenheit eines Liganden drastisch
steigern lésst und letztendliche um ein Vielfaches hoher ist, als die ATP Hydrolyserate von
LGP2. Auch bei den Flieigleichgewichtsparametern zeigt LGP2 ohne Ligand verhéltnisméafBig
hohe Werte, wihrend diese fiir MDAS ohne pl:C nicht messbar sind.

Der dritte Teil dieser Arbeit untersucht die Frage nach einer moglichen Interaktion von LGP2
mit viralen RNPs. Dafiir wurde ein Protokoll zur Aufreinigung von RNPs aus VSV Virionen
ausgearbeitet. Basierend auf Angaben aus bestehenden Studien konnten die Lysebedingungen
der Virionen optimiert werden, um eine Freisetzung der RNPs aus den behiillten Virionen zu
erreichen. In der anschlieBenden Charakterisierung der RNP Préparationen gelang sowohl die
Darstellung der RNP Proteine N, P, und L, als auch der Nachweis des viralen Genoms. In der
Fliissigchromatographie wurde die Reinheit der Priparationen untersucht und gezeigt. Die so
aufgereinigten RNPs sind im zellfreien System in der Lage, die ATPase Doméne von LGP2 zu

aktivieren.

In unserer Arbeitsgruppe wurden parallel zu dieser Arbeit thematisch erginzende Versuche von
Maximilian Gradel im Rahmen seiner Forschungsarbeit durchgefiihrt. Einige seiner Versuche

werden im Folgenden erwéhnt und flieBen in die Diskussion mit ein.

4.2 Interpretation der Ergebnisse im Kontext der aktuellen Literatur

Wihrend die zur Signaltransduktion befdahigten Helikasen RIG-I und MDAS in der Literatur
sehr detailliert beschrieben und charakterisiert wurden, hat die dritte Helikase LGP2 bisher nur
wenig Aufmerksamkeit erhalten. Daraus lie sich bisher kein iiberzeugendes Modell zur
Funktion von LGP2 ableiten. Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich eingehend mit der
Funktion von LGP2 und untersucht die Hypothese, dass LGP2 virale RNPs modifiziert und so
die Erkennung durch RIG-I oder MDAS ermdglicht.
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4.2.1 LGP?2 ist ein positiver Regulator fiir RIG-I und MDAS im
Zellsystem

Zur Funktion von LGP2 bei der Erkennung viraler RNA und der anschlieBenden
Signalweiterleitung sind bisher widerspriichliche Daten publiziert worden. In frithen Arbeiten
von Rothenfusser et al. und Yoneyama et al. wurde LGP2 als negativer Regulator fiir die
RIG-I- und MDAS5-vermittelte Induktion von Interferonen beschrieben [56,74]. Dies beruhte auf
der Beobachtung, dass durch die plasmidvermittelte Uberexpression von LGP2 die MDAS- und
RIG-I-abhéngige Aktivierung des Interferon Promotors vermindert wird. So wurde die These
aufgestellt, dass LGP2 durch seine starke RNA Bindung in hohen Konzentrationen virale RNA
sequestriert und so die Erkennung durch RIG-I oder MDAS verhindert [74]. Einen &hnlichen
Effekt hat auch die Uberexpression einer RIG-I Mutante ohne CARD-Dominen. Dieses
lediglich aus der RD-Doméne und Helikase Doméne bestehende RIG-I Konstrukt blockierte die
RIG-I-vermittelte Signalweiterleitung [20]. Saito et al. konnten die LGP2-RD als Inhibitor von
RIG-I und MDAS identifizieren, die beobachtete Inhibition geschah daher unabhingig von der
Helikase Doméne und analog wie bei iiberexprimierter RIG-I-RD Doméne [20]. Dariiber hinaus
konnte beobachtet werden, dass LGP2 mit MAVS interagiert und so moglicherweise die

Signalkaskade nach der Aktivierung der RLHs zusitzlich blockieren konnte [21].

Neuere Daten aus LGP2 knockout Miusen stehen im Kontrast zu der beschriebenen, rein
inhibitorischen Funktion. Zum Zeitpunkt der Anfertigung der vorliegenden Arbeit waren drei
verschiedene knockout Miduse produziert worden, die sich in gewissen Aspekten ihres
Phénotyps unterscheiden. Gemeinsam ist allen, dass nach Stimulation mit MDAS-abhédngigen
Viren und Liganden die Interferon- und Zytokinexpression deutlich eingeschrankt ist. In der von
Venkataraman et al. geziichteten knockout Maus wurde eine vermehrte Widerstandsféhigkeit
gegen Infektion mit VSV sowie eine leicht vermehrte Induktion von Typ-I-Interferonen nach
Infektion mit VSV im Zellsystem beobachtet. LGP2 -/- Makrophagen produzierten nach
Infektion mit dem MDAS-abhingigen EMCV jedoch geringere Mengen Interferon,
dementsprechend waren auch die Méause anfilliger fiir EMCV Infektionen. Auch beobachteten
die Autoren zellspezifische Unterschiede, so wurde EMCV in MEFs LGP2-unabhingig erkannt.
Zusammenfassend wurde LGP2 als positiver Regulator fiir MDAS5-abhéngige
Ligandenerkennung und als negativer Regulator fiir RIG-I-abhéngige Viren beschrieben. Die

Erkennung des synthetischen Liganden pl:C war unabhingig von LGP2 [77].

Der Phénotyp einer zweiten knockout Maus von Satoh und Kollegen steht im Gegensatz zu
dieser ersten Maus. In konventionellen dendritischen Zellen (¢cDC) konnten nach Infektion mit
den RIG-I-abhéngig erkannten Viren VSV, Sendai Virus und Japanische Enzephalitis Virus
verminderte Spiegel an Interferonen und Interferon-induzierten Zytokinen wie IP10 gemessen

werden. Der knockout von LGP2 reduzierte auch die Produktion von IFN-f nach Infektion mit
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MDAS5-abhingig erkannten Liganden wie EMCV und Mengo Virus. Lediglich die Erkennung
von synthetischer RNA und Influenza-A-Virus war nicht abhingig von LGP2. Diese
Beobachtungen beschreiben LGP2 damit insgesamt als positiven Modulator sowohl fiir RIG-I
als auch fiir MDAS. Uberzeugend fiir die positiv regulierende Funktion von LGP2 ist auch, dass
Satoh et al. parallel eine knock-in Maus der LGP2 K30A Defektmutante generiert haben. Diese
zeigte den gleichen Phénotyp wie die knockout Maus [78]. Die positive Modulation durch LGP2
ist also dementsprechend direkt von der ATP-Hydrolyse abhingig und eine spezifische
Eigenschaft der enzymatischen Funktion von LGP2. Dahingegen beobachteten andere Autoren
eine negative Modulation auch bei Uberexpression der Mutante K30A im Zellsystem mit einer
defekten ATPase Domiine [21]. Dies lésst schlieBen, dass es bei der artifiziellen Uberexpression
im Vergleich zum knockout fundamentale Unterschiede gibt, die sich drastisch auf den
beobachteten Phinotyp auswirken. Interessanterweise konnte in Zellen aus der knockout Maus
von Satoh und Kollegen die Uberexpression von CARD-Dominen jedoch den LGP2 -/-
Phinotyp ausgleichen, was darauf schlieBen ldsst, dass die positive Regulation von LGP2

upstream, also in der Signalkaskade oberhalb von RIG-1 und MDAS stattfindet [78].

In einer dritten, unabhingig erstellten LGP2 knockout Maus zeigte sich ebenfalls eine positiv-
regulatorische Funktion sowohl fiir RIG-I- als auch fiir MDAS-abhédngige Viruserkennung.
Nach Infektion mit dem RIG-I-abhingigen Sendai Virus, sowie den von MDAS und RIG-I
gemeinsam erkannten West Nil Virus und Dengue Virus wurde eine verminderte
Interferonproduktion, sowie eine erhohte virale Replikationsrate in dendritischen Zellen und
Makrophagen aus der LGP2 knockout Maus beobachtet. Dariiber hinaus hat diese Arbeitsgruppe
beobachtet, dass LGP2 unabhéngig von der RLH-abhéngigen Signalkaskade eine wichtige Rolle
beim Uberleben von CD8" T-Zellen spielt [79].

Die regulatorische Funktion von LGP2 auf die Aktivierung der RLH-abhingigen Signalkaskade
sollte im gleichen Zellsystem untersucht werden, das auch fiir die weiteren, zellbasierten
Experimente verwendet wurde. Daher wurde ein transienter, siRNA-vermittelter knockdown
durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die behandelten Zellen mit viralen und synthetischen
Liganden stimuliert. Der knockdown erwies sich als effizienter und einfacher Weg, die in der
Literatur mit Mausen durchgefiihrten Experimente in ein humanes System zu iibertragen. Die
Ergebnisse zeigen, dass LGP2 sowohl die Erkennung von Viren, die vornehmlich von RIG-I
erkannt werden, als auch die Erkennung von MDAS5-abhingigen Viren positiv reguliert. Die
hier verwendeten RIG-I-abhingigen Viren VSV und Sendai Virus wurden auch von
Venkataraman et al., Satoh et al. und teilweise von Suthar et al. verwendet. Damit decken sich
die Ergebnisse dieser Arbeit weitgehend mit den von Satoh et al. und Suthar et al. erhobenen
Daten. Lediglich die von Satoh und Kollegen beschriebene, LGP2-unabhingige Erkennung von
pL:C konnte nicht nachvollzogen werden. In den fiir diese Arbeit durchgefiihrten Experimenten

war nach dem knockdown von LGP2 auch die pl:C-induzierte Immunantwort verringert.
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Aktuellere Arbeiten deuten immer mehr auf eine enge Assoziation von LGP2 mit MDAS hin.
So wurde berichtet, dass LGP2 im Sinne eines positiven Regulators die Fibrillenbildung von
MDAS modifiziert, wodurch mit hoherer Geschwindigkeit kiirzere Fibrillen gebildet werden,
die stiarkere Aktivatoren fir MAVS darstellen [83]. Diese Experimente wurden allesamt mit
synthetischer RNA durchgefiihrt. Daher scheint es iiberzeugend, dass im Gegenzug nach
knockdown von LGP2 synthetische, MDAS5-abhingige RNA wie pl:C den Interferon-Signalweg
weniger stark aktiviert. Dies entspricht auch den Ergebnissen dieser Arbeit. Dariliber hinaus
konnten mehrere Autoren zeigen, dass sogar iiberexprimiertes LGP2 bis zu einem bestimmten
Punkt die Aktivierung der MDAJS-abhéingigen Signalkaskade nach Stimulation mit pl:C
verstarkt [73,82].

Einige Autoren schlagen vor, dass LGP2 durch unspezifische Sequestrierung von RNA als
negativer Regulator wirkt. Daher scheint die von Venkataraman et al. beschriebene,
RIG-I-spezifische negative Regulation durch LGP2 mechanistisch nicht einleuchtend. Aus
strukturellen Daten ist bekannt, dass bestimmte Sequenzen, die in der RIG-I-RD essenziell zur
Erkennung von 5°-Triphosphat RNA sind, in der LGP2-RD nicht vorhanden sind und die
LGP2-RD RNA daher unabhingig von einer 5°‘-Triphosphat Modifikation bindet [61,73].
AuBerdem wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass die ATPase Doméne von LGP2 5'-Triphosphat-
unabhéngig aktiviert wird. Somit ist ein spezifisches Erkennen und Sequestrieren von RIG-I-
abhidngigen Liganden unter Ausschluss von MDAS-abhiangigen Liganden durch LGP2

unwahrscheinlich.

Um die in der Literatur beschriebene, positive und negative regulatorische Funktion von LGP2
in einem funktionellen Modell zu einen, wurde in der Literatur die Hypothese aufgestellt, dass
LGP2 wie ein konzentrationsabhéngiger biphasischer Schalter funktioniert. Bei niedrigen,
basalen Konzentrationen fordert LGP2 die Erkennung viraler RNA in positiver Weise. Sobald
LGP2 Interferon-abhéngig induziert wurde und in hoheren Konzentrationen vorliegt, soll die
hemmende Wirkung im Sinne einer auto-inhibitorischen Riickkopplungsschleife greifen [65].
Dabei wurde jedoch nicht beriicksichtigt, dass die beschriebene negative Regulation von LGP2
groBtenteils auf der exogenen, artifiziellen Uberexpression von LGP2 basiert. Dabei kann es
durch  die  Plasmid-vermittelte = Proteinexpression = zu  unphysiologisch  hohen
Proteinkonzentrationen kommen. Die negative Regulation lisst sich durch Uberexpression mit
HEK?293 Zellen zuverldssig reproduzieren und wurde auch von den Erstellern einer der
knockout Mause beobachtet [78]. Fraglich ist, ob dhnlich hohe LGP2 Konzentrationen durch die

Interferon-abhéngige Induktion auf natiirliche Weise tiberhaupt erreicht werden kdnnen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Produktion des Zytokins IP10 iiber 12 Stunden nach
Zellstimulation beobachtet. Bei Betrachtung der IP10-Konzentrationen der CO4

Kontrollbedingungen fillt auf, dass diese zumindest wihrend des beobachteten Zeitraums
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keiner negativen Regulation durch vermehrte LGP2 Induktion unterworfen sind, wie durch
Bruns et al. vorgeschlagen [65]. Die Frage, ob nach ldngerer Zellstimulation Interferon-
abhingig genug LGP2 induziert werden kann, um einen negativ regulatorischen Effekt zu
bewirken, bleibt bisher unbeantwortet. Yoneyama et al. haben im murinen Zellsystem nach
siRNA-vermitteltem knockdown von LGP2 und anschlieBender Infektion mit dem RIG-I-
abhédngig erkannten Newcastle disease Virus bereits 12 Stunden nach Virusinfektion eine
gesteigerte Interferon-B Promotoraktivitdt beobachtet. Dieser Versuch steht im Kontrast zu den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, wurde jedoch auch im murinen Zellsystem und mit Hilfe
der zusidtzlichen artifiziellen Transfektion von Luciferase-Reportergenen durchgefiihrt

[26,56,69].

Die vorliegende Arbeit beschreibt LGP2 also als positiven Regulator sowohl fiir MDAS als
auch fiir RIG-I. Die in dieser Arbeit im humanen Zellsystem fiir MDAS-abhingige Viren
erhobenen Daten stimmen mit allen drei knockout Miusen iiberein. Die Datenlage zu RIG-I-
abhingigen Viren und pl:C ist in der Literatur sehr inhomogen. Die im humanen Zellsystem fiir
den MDAS-abhingigen Liganden pl:C berichtete, positiv regulatorische Funktion von LGP2
wurde auch in dieser Arbeit bestétigt [73,82]. Zu RIG-I-abhéngigen Viren wurde in den
knockout Méusen Unterschiedliches berichtet, die Ergebnisse dieser Arbeit entsprechend
weitgehend dem von Satoh et al. und Suthar et al. beobachteten Phénotyp mit LGP2 als
positiven Regulator fiir RIG-I. Im Detail konnten die hier gezeigten Unterschiede zu den
knockout Miausen auch Unterschiede zwischen dem murinen und humanen Immunsystem
widerspiegeln. Auch stellt ein siRNA-vermittelter knockdown in der Zellkultur ein von Grund
auf anderes System als ein knockout in der Maus dar. Allen knockout Méusen gemeinsam ist ein
zelltypspezifischer LGP2 -/- Phénotyp. Die Experimente von Satoh et al. wurden in
embryonalen Fibroblasten (mouse embryonic fibroblasts, MEFs) und bone marrow-derived
dendritic cells (BMDCs) durchgefiihrt. Der berichtete Phénotyp konnte beispielsweise in
konventionellen dendritischen Zellen (cDC), jedoch nicht in plasmozytoiden dendritischen
Zellen (pDC) beobachtet werden [78]. So konnten auch im humanen Zellsystem je nach

verwendeter Zelllinie unterschiedliche Phénotypen vorkommen.

4.2.2 LGP2 interagiert mit RIG-I und bildet Oligomere

Wie in der vorliegenden Arbeit herausgearbeitet wurde, scheint LGP2 stimulusabhingig in
einem Komplex mit RIG-I vorzuliegen. Dabei wurde tiberexprimiertes LGP2 mit endogenem
RIG-I co-prizipitiert. Maximilian Gradel konnte dhnliche Ergebnisse bei der Verwendung von

rekombinantem LGP2 im Zelllysat beobachten.
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Auch konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass rekombinantes LGP2 zur Selbstassoziation
befahigt ist. In Anwesenheit von RNA werden Dimere und Oligomere verschiedener Grofie
beobachtet. Hinweise darauf zeigen Komuro et al. auch mit iiberexprimiertem LGP2 im
Zellsystem [21]. Murali et al. zeigen ebenfalls, dass LGP2 in Anwesenheit von RNA Dimere
und hohermolekulare Oligomere geringerer Zahl bilden kann. Wihrend Murali et al. jedoch
verhéltnisméBig kurze RNA verwendeten, konnte in dieser Arbeit auch die Bildung
hochmolekularer Komplexe durch das lange RNA Analogon pl:C gezeigt werden [126].
Interessanterweise ist die hier beobachtete Oligomerisierung jedoch inkomplett, da der Grof3teil
des eingesetzten Proteins weiterhin als Monomer vorliegt. Ein interessanter Folgeversuch wére
die Verwendung eines nicht-hydrolysierbaren ATP Analogons. Womdglich konnte dieses durch
die Bindung an LGP2 die Oligomere stabilisieren, wodurch mehr Protein als Oligomer
vorliegen wiirde. Dies wiirde auf einen Prozess hindeuten, der mechanistisch &hnlich der
Fibrillenbildung von MDAS funktioniert. Die Hydrolyse von ATP konnte die Dissoziation der
Oligomere induzieren, so konnte ein kinetisches Gleichgewicht zwischen oligomerisiertem und
monomerem LGP2 entstehen. Bruns et al. konnten bisher durch humanes LGP2 an sich keine
MDAS-dhnlichen Fibrillen beobachten. Die Autoren berichten aber von LGP2-Aggregaten, die
sich weitrdumig entlang von RNA verteilen [83]. LGP2 aus Hiihnern bildet hingegen dhnlich
wie MDAS in Anwesenheit von RNA Fibrillen. Funktionell bestechen beim Huhn jedoch
gewisse Unterschiede zu den humanen RIG-I-/ike-Helikasen, da Hiithner kein Analog zu RIG-I
besitzen [127]. Die Oligomerisierung von LGP2 scheint also nicht auf kooperative
Fibrillenbildung zuriick zu gehen. Eine Oligomerisierung kann dariiber hinaus sowohl nach
Stimulation mit pl:C, als auch mit kurzer, doppelstrangiger RNA beobachtet werden, die fiir die
Bildung von hochmolekularen, kooperativen Fibrillen entlang der RNA nicht ausreichend Platz

bieten wiirde.

Unter nativen Bedingungen lésst sich auch eine ligandenabhingige Konformationsdnderung von
LGP2 beobachten, welche die Erkennung mittels Antikoérper verbessert. Da zum Zeitpunkt der
Anfertigung dieser Arbeit keine hochauflosende Kristallstruktur von humanem LGP2 existiert,
kann bisher keine strukturelle Aussage zu dieser ligandenabhidngigen Konformationsdnderung
gemacht werden. Die hier im nativen Gel beobachtete Konformationsdnderung wurde in parallel
von Maximilian Gradel durchgefiihrten Experimenten zum gleichen Thema ebenfalls
beobachtet (Daten hier nicht gezeigt). So bildet LGP2 beim Verdau mit Trypsin in Anwesenheit
von doppelstrangiger RNA ein Trypsin-resistentes Fragment, was ebenfalls auf eine

ligandenabhingige Konformationsdnderung hindeutet.

Im Gegensatz zur Modifikation der Fibrillenbildung von MDAS findet sich in der Literatur
jedoch zur Interaktion von LGP2 und RIG-I im Hinblick auf eine positive Regulierung bisher
kein mechanistisches Modell. Die erwdhnte, von anderen Autoren beobachtete Assoziation mit

MAVS und der RD von RIG-I wurde zunichst als Manifestation einer negativen Regulation
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durch LGP2 interpretiert [20]. Moresco et al. schlagen jedoch vor, dass diese Interaktion auch
einer Rekrutierung von RIG-I an den von LGP2 modifizierten Liganden entsprechen konnte.
Weiter konnte die Assoziation von LGP2 mit RIG-I, MDAS5 und MAVS dazu dienen, die RNA
Rezeptoren mit der Signalplattform MAVS zusammen zu bringen [128]. Der Hypothese dieser
Arbeit entsprechend, konnte LGP2 in einem Multiproteinkomplex wihrend der Modifikation
der viralen Liganden eine direkte Bindung mit dem Liganden und RIG-I eingehen und so eine
friihe und effiziente Erkennung freigesetzter viraler RNPs direkt nach der Fusion des Virions
mit der Zielzelle ermoglichen. Dadurch konnte die filamentdse Oligomerisierung von RIG-I

entlang der RNA ermoglicht oder erleichtert werden.

4.2.3 LGP2 und MDAS erkennen distinkte RNA Liganden

Aus Bindungsstudien ist bekannt, dass LGP2 doppelstriangige RNA bindet, wobei die RD-
Domiéne analog zu MDAS keine Préferenz fiir Triphosphat-RNA zeigt [20,43,73,74,126].
Funktionell scheint es vor allem bei LGP2 jedoch essenzielle Unterschiede zwischen bloBer
RNA Bindung und RNA-abhingiger Aktivierung der ATP-Hydrolyse zu geben. Wihrend die
postulierte, negativ-regulatorische Funktion von LGP2 ATPase-unabhéingig ablauft, ist zur
positiven Regulation sowohl in der Maus, als auch im Zellsystem eine funktionell intakte
Helikase Doméne notwendig [20,74,75,78]. Daher wurde fiir diese Arbeit nicht die Bindung
von RNA an LGP2 analysiert, sondern die Féahigkeit, ATP-Hydrolyse auszuldsen untersucht.
Analog zu den Bindungsstudien aus der Literatur bestitigt sich dabei, dass doppelstringige
RNA unabhéngig von einer 5°-Triphosphat-Modifikation zur Aktivierung der Helikase Doméne
von LGP2 befdhigt ist. Einzelstrdngige RNA kann im Kontrast zu den Bindungsstudien die
Helikase Doméne jedoch nicht aktivieren [61]. Die ATP-Hydrolyse von murinem MDAS wird
wie hier gezeigt in dhnlicher Weise durch das doppelstringige RNA Analogon pl:C unabhéngig
von einer 5‘-Triphosphat Modifikation aktiviert. Wie Berke et al. berichten, ist die Hydrolyse
von ATP durch MDAS jedoch keine zwingende Voraussetzung flir die Signaltransduktion,
sondern dient eher der Regulation der Filamentbildung und bestimmt damit die Spezifitdt von
MDAS fiir lange RNA [38,129]. Die ATPase-Aktivitdit von MDAS korreliert jedoch mit der

Induktion von Interferon, die durch den jeweiligen Liganden ausgelost wird [57].

Interessante Ergebnisse ergaben sich bei der Untersuchung, wie lange doppelstringige RNA
Abschnitte mindestens sein miissen, um LGP2 und MDAS5 aktivieren zu konnen. Fiir RIG-I ist
bekannt, dass 10 Basenpaare zur Aktivierung der ATPase Doméne geniigen [28,48]. Fiir LGP2
zeigen sich pl:C und 2.2ds 5°-Triphosphat RNA, die mit RNase III zu zwdlf bis 15 Basenpaare
umfassende Nukleotide verdaut wurden, zunichst als ausreichend zur Aktivierung der Helikase
Doméne. AnschlieBend wurden kurze Nukleotide von fiinf bis 18 Basen an einzelstringige,

synthetische 2.2s RNA hybridisiert. Dabei zeigen sich zehn Basenpaarungen als ausreichend zur
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Aktivierung von LGP2. Ob die Entfernung der Hybridisierung zum 3°- oder 5‘-Terminus des
Gegenstranges dabei eine Rolle spielt, ist nicht eindeutig. Wenn davon ausgegangen wird, dass
es sich bei den beobachteten Signalschwankungen um Artefakte handelt, sind die minimalen
Anforderungen zur Aktivierung der ATP-Hydrolyse von LGP2 dieselben wie fiir RIG-I.
Schmidt und Kollegen beobachteten dhnliche Schwankungen in einem analogen Experiment mit
RIG-I und gehen davon aus, dass RIG-I durch das 3‘- und 5¢-Terminus Hybridisierungsprodukt
gleichermafien aktiviert wird [48]. Doppelstringige RNA von zehn Nukleotiden reicht damit
unabhingig von einer 5°-Triphosphat Modifikation aus, um die ATPase Doméanen von LGP2
und RIG-I zu aktivieren. Obwohl die ATPase Doméne von RIG-I in vitro auch durch 5°-OH
RNA aktiviert werden kann, sind zur Aktivierung der RIG-I-abhédngigen Signalkaskade und
Auslosung einer Immunantwort im Zellsystem neben der Doppelstringigkeit weitere
Modifikationen wie eine 5°-Triphosphatmodifikation notwendig [45,48,130]. Zu den
biochemischen Eigenschaften des RNA Liganden von LGP2 in vivo kann bisher keine

eindeutige Aussage gemacht werden.

Anders verhilt es sich bet MDAS. Keiner der in dieser Arbeit verwendeten synthetischen RNA
Liganden definierter Lange kann die ATPase Domine aktivieren. Der langste Ligand umfasste
dabei 70 Nukleotide. Durch den Verdau von pl:C konnte ein Ligand produziert werden, der
etwa 100 bis 150 Basenpaare umfasst und ATP-Hydrolyse durch MDAS induzieren kann. Kato
et al. haben mit einem &hnlichen Verdau ein etwa 300 Basenpaare umfassendes pl:C Fragment
produziert, das sich in RIG-I knockout MEFs als minimale Ligandenldnge fiir die Aktivierung
der MDAS-abhingigen Signalkaskade gezeigt hat [57]. Auch produzieren Viren, die
hauptsdchlich von MDAS5 erkannt werden, in infizierten Zellen {iiberwiegend lange,
doppelstrangige RNA. RIG-I-abhéngige Viren synthetisieren eher kiirzere dsRNA. Daraus
wurde ein striktes, ldngenspezifisches Erkennungsverhalten fiir MDAS und RIG-I postuliert,
wobei MDAS priferentiell RNA zwischen etwa 500 und 7000 Basenpaaren detektiert, wiahrend
kurze RNA mit weniger als 300 Basenpaaren von RIG-I erkannt werden soll [57,60]. Diese
Experimente wurden jedoch ausschlieBlich mit synthetischer oder aus Zellen isolierter RNA
durchgefiihrt und erlauben keine Aussage iiber den physiologischen Liganden wéhrend einer
viralen Infektion in vivo. Eine ebenfalls von Kato et al. durchgefiihrte in vitro Messung der
ATPase-Aktivitdt zeigte dhnlich wie in der vorliegenden Arbeit, dass die ATP-Hydrolyse von
RIG-I durch kurzes pl:C ausgelost wird, wiahrend die ATPase Doméne von MDAS lediglich
durch langes pl:C aktiviert werden kann. Die exakte Linge des verwendeten pl:C wird nicht
ndher spezifiziert [57]. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die ATPase-
Aktivitdit von MDAS bereits durch deutlich kiirzere Liganden aktiviert wird, als zur MDAS-
abhingigen Aktivierung der Signalkaskade in der Arbeit von Kato et al. notwendig ist. Analog
zu RIG-I bestitigt sich, dass zwischen der Fihigkeit eines RNA Liganden in vitro die ATPase

Doméne zu aktivieren und in vivo die spezifische Signalkaskade zu stimulieren, eine gewisse
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Diskrepanz besteht. In diesem Sinne ist bei der Interpretation sdmtlicher auf ATP Hydrolyse
basierender Experimente wichtig, dass eine Aktivierung der ATPase Doméne nicht
notwendigerweise mit einer tatsdchlichen Aktivierung der RLH in vivo gleichgesetzt werden
kann. In Analogie zu MDAS und RIG-I kann auch fiir LGP2 nicht ausgeschlossen werden, dass
bestimmte Liganden zwar die ATPase Domine aktivieren konnen, jedoch in vivo keine

physiologischen Aktivatoren darstellen kdnnten.

Fiir RIG-I konnte in jiingerer Zeit durch strukturbiochemische Analysen ein mechanistischer
Erkldrungsansatz fiir diese Diskrepanz geliefert werden. Strukturell kann RIG-I nur dann in eine
aktive Konformation iibergehen, wenn die Helikase Doméne einen RNA Liganden gebunden
hat und gleichzeitig die regulatorische Doméne eine feste Bindung zu einem RNA Terminus mit
einer Triphosphat-Modifikation eingehen kann. Die regulatorische Doméne von RIG-I wird
daher als end-capper bezeichnet [32,45]. Doppelstrangige RNA ohne Triphosphat-Modifikation
kann zwar an die Helikase Doméne binden, jedoch keine feste Bindung mit der RD eingehen
[130]. So wird zwar die ATPase Doméne aktiviert, RIG-I kann aber nicht in die aktive
Konformation iibergehen, da eine Exposition der CARD-Dominen durch die schwach
gebundene RD blockiert wird [45]. Funktionell wurde gezeigt, dass fiir die Aktivierung der
RIG-I-abhingigen Signalkaskade lediglich die Bindung von ATP notwendig ist. Die Hydrolyse
von ATP soll dabei hauptsichlich die Dissoziation von der gebundenen RNA ausldsen und als
Korrekturmechanismus &dhnlich wie bei MDAS fiir die Ligandenspezifitidt sorgen [45]. Ob
zwischen dem physiologischen Liganden von LGP2 und Liganden, welche die ATPase Domiéne
aktivieren konnen, eine Diskrepanz besteht, kann bisher nicht beantwortet werden. Obwohl
LGP2, wie in dieser Arbeit gezeigt, ligandenabhingig seine Konformation &ndert, kann ein
Blockierungsmechanismus analog zu RIG-I ausgeschlossen werden, da LGP2 keine CARD-

Domaénen besitzt.

4.2.4 LGP2 zeigt eine konstitutiv aktive, basale ATP Hydrolyserate

Um ihre Aufgabe bei der Erkennung viraler Infektionen im Organismus zu erfiillen,
hydrolysieren alle RIG-I-like-Helikasen ATP. Damit unterliegen diese Enzyme auch den
GesetzméiBigkeiten der Enzymkinetik. Da die ATPase Doméne abhidngig von der Anwesenheit
eines RNA Liganden aktiviert wird, lassen sich die enzymkinetischen Eigenschaften sowohl
zum Vergleich der RLHs unter einander, als auch zur Analyse der verschiedenen Liganden
heranziehen. Bei Betrachtung der ATP Hydrolyserate fillt auf, dass sich diese bei allen RLHs
durch einen RNA Liganden massiv steigern ldsst. LGP2 weist im Vergleich zu RIG-I und
MDAS jedoch bereits eine hohe basale Hydrolyserate ohne Ligand auf. Diese ldsst sich durch
Zugabe eines Liganden zwar steigern, jedoch werden die hohen Werte von RIG-1 und MDAS
nicht erreicht. RIG-I und MDAS5 zeichnen sich durch sehr niedrige basale Hydrolyseraten aus,
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die sich insbesondere bei MDAS aber massiv steigern ldsst. Ahnliches gilt fiir die Wechselzahl

keat als MaBizahl fiir die Katalyserate des Umsatzes von ATP [45].

Ahnliche Ergebnisse zu den enzymkinetischen Parametern von LGP2 und RIG-1 wurden
zwischen den Experimente fiir diese Arbeit und der Fertigstellung der Dissertation von Bruns et
al. veroffentlicht [75]. Die Autoren stimmen mit der hohen basalen ATPase-Aktivitdt von LGP2
iberein, die sich im Vergleich zu RIG-I nur wenig steigern lisst. Auch die ermittelten Werte fiir
die FlieBgleichgewichtsparameter befinden sich meist in der gleichen GroBenordnung wie die
Daten in dieser Arbeit. Lediglich die katalytische Effizienz ke./Km fiir LGP2 ohne Ligand
unterscheidet sich deutlicher. In der Arbeit von Bruns et al. unterscheidet sich die katalytische
Effizienz von LGP2 ohne, respektive mit pl:C kaum, wéhrend in dieser Arbeit ein deutlicher
Anstieg durch die Zugabe von pl:C beobachtet wurde. Dies ist vor allem dem von Bruns et al.
ermittelten, sehr niedrigen Wert K, fiir LGP2 ohne Ligand geschuldet [75]. Die
Michaelis-Menten Konstante K, ist eine Mafizahl fiir die Affinitdt des Enzyms zum Substrat,
welche sich indirekt proportional zu K, verhilt. So zeigt bei Bruns und Kollegen LGP2 ohne
pL:C eine deutlich groBere Affinitdt zu ATP als mit, wahrend in dieser Arbeit ein fast 15-fach
hoherer Kin-Wert ohne pl:C ermittelt wurde. Mechanistisch scheint es nicht iiberzeugend, dass
LGP2 ohne Anwesenheit eines Liganden eine hohere Affinitdt zu ATP hat, als nach Zugabe
eines Liganden, der die ATP-Hydrolyse aktiviert. Auch die von Bruns et al. ermittelte
Hydrolyserate von RIG-I erreicht nur etwa ein Drittel des hier gefundenen Wertes. Bruns et al.
benutzten jedoch pl:C als Ligand, wohingegen fiir diese Arbeit kurze doppelstrangige RNA mit
einem 5°‘-Triphosphat verwendet wurde, welche ein effektiverer Ligand fiir die Aktivierung von
RIG-I ist [45]. Peisley et al. haben die enzymkinetischen Eigenschaften von MDAS benutzt, um
die langenabhingige Affinitdt zu RNA Liganden von MDAS zu zeigen. Dabei konnte RNA mit
einer Lange von mehreren Tausend Basenpaaren ATP Hydrolyseraten erreichen, die in einer

dhnlichen Grofenordnung wie die hier ermittelten Daten liegen [60].

In Anbetracht der vermuteten Funktion der ATPase von RIG-I und MDAS5 scheint die massive
Steigerung der Hydrolyse in Anwesenheit eines geeigneten Liganden einleuchtend. Da die
ATP-Hydrolyse entsprechend eines Modells zur Dissoziation der gebundenen RNA dient und
im Falle von RIG-I eine fehlerhafte Erkennung zelleigener RNA verhindern soll, ist klar, dass
die Spaltung von ATP in Anwesenheit von RNA sehr effektiv ablaufen muss [38,45,65,129].
Dieses ,,alles oder nichts“-Prinzip spiegelt auch die grundsitzlichen Anforderungen an die
Erkennung viraler RNA und die anschlieBende Aktivierung des Interferon-Systems wider. Ohne
eine virale Infektion muss die Aktivierung der Signalkaskade sicher verhindert werden, wéihrend
eine virale Infektion die Expression von Interferonen analog zur Hydrolyse von ATP effektiv

und schnell induzieren soll.
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Die ATPase Domiénen von RIG-I und MDAS5 werden sowohl funktionell und strukturell, als
auch mechanistisch immer genauer analysiert. Die Dominen von LGP2 sind bisher deutlich
weniger genau charakterisiert und zum Zeitpunkt der Anfertigung dieser Arbeit kann keine
mechanistische Aussage zu Interaktionen zwischen der Helikase Doméne und der RD gemacht
werden. Neben der Tatsache, dass die ATPase Domine von LGP2 fiir seine positiv-
regulatorische Eigenschaft mitverantwortlich ist, ist bekannt, dass die in vitro Modifikation der
Fibrillenbildung von MDAS5 durch LGP2 die Hydrolyse von ATP voraussetzt. Bruns et al.
demonstrieren aufbauend auf der beobachteten basalen ATP-Hydrolyse, dass die basale
ATPase-Aktivitdt von LGP2 die Erkennung eines breiteren Ligandenspektrums ermdglicht und
die Affinitdt zu RNA weiter erhoht. Dabei konnten teilweise komplementire RNA Strédnge nur
von jenen LGP2 Mutanten gebunden werden, die auch zur ligandenunabhéngigen Spaltung von

ATP befdhigt sind [75].

Die bisher diskutierten Ergebnisse dieser Arbeit sind konsistent mit der Hypothese, dass LGP2
als positiver Regulator fir RIG-I und MDAS fungieren konnte, indem virale Liganden
modifiziert werden und die Erkennung erleichtert wird. Diese Hypothese wird auch von vielen
weiteren der hier genannten Ergebnisse aus der Literatur bestérkt. Aus der enzymkinetischen
Charakterisierung wird klar, dass sich LGP2 in der mechanistischen Funktion seiner ATPase
Domiéne deutlich unterscheidet und nach einem anderen Prinzip arbeitet als RIG-I und MDAS.
Dem ,,alles oder nichts*“-Prinzip der ligandenabhéngigen ATP-Hydrolyse von RIG-1 und MDAS
steht dabei die kontinuierliche Aktivitdt von LGP2 gegeniiber. Auffillig ist aulerdem, dass die
ATP-Hydrolyse von LGP2 wie hier gezeigt durch ein sehr breites Ligandenspektrum ausgelost
werden kann. Sowohl lange, als auch sehr kurze RNA kann unabhingig jeglicher Triphosphat-
Modifikation erkannt werden. Wie von Satoh et al. gezeigt, wirkt LGP2 in der RLH-abhéngigen
Signalkaskade wupstream von RIG-I und MDAS [78]. RIG-I und MDAS benutzen
Korrekturmechanismen um sehr spezifische, definierte RNA Muster zu erkennen. LGP2
hingegen bindet an verschiedenste, teilweise auch imperfekte Liganden, zeichnet sich durch die
hochste RNA-Affinitdt unter den RLHs aus und verfiigt tiber eine kontinuierliche, basal aktive
ATPase Domiéne. Es scheint daher naheliegend, dass LGP2 eine entscheidende Rolle beim
ersten Schritt der Erkennung viraler Infektionen spielen muss. Als Gegenstiick zu den
verschiedenen viralen Mechanismen zur Antagonisierung der RLH-Signalkaskade, die im Falle
von Paramyxoviridae auch die Helikase von LGP2 direkt betreffen [80,81,131], konnte LGP2
die versteckten viralen Liganden mit Hilfe seiner hohen Affinitdt durch Entfernung viraler
Proteine und Konformationsdnderungen der Nukleinsduren fiir die eigentliche Erkennung nach
dem ,,alles oder nichts“-Prinzip durch RIG-I und MDAS5 zugénglich machen. Die regulatorische
Doméne von LGP2 bindet dhnlich wie RIG-I an den Terminus der RNA in vitro. Mechanistisch
ist dabei denkbar, dass LGP2 den Terminus von verpackten RNA Liganden bindet und
exponiert [132]. Dabei konnte die kontinuierliche, basale ATP-Hydrolyse die notwendige
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Energie bereitstellen, um das durch N-Proteine geschiitzte virale Genom der RNP Komplexe
erkennen zu konnen. Die anschliefende, ligandenabhingig gesteigerte ATP-Hydrolyse konnte
ein Ausdruck des Verdridngens der viralen Proteine vom Genom und Komplexbildung mit

RIG-I oder MDA sein.

4.2.5 RNPs lassen sich aus Virionen aufreinigen und aktivieren die
ATPase Domiine von LGP2

Um die Frage zu beantworten, welche Strukturen physiologische Liganden der RLHs darstellen,
muss auch der Lebenszyklus von RNA Viren genauer betrachtet werden. Die grofle Gruppe der
negativ-Strang RNA Viren, zu welcher unter anderem VSV und Sendai Virus gehoren, hat
gemeinsam, dass ihr nacktes Genom ohne virale Proteine nicht zur Replikation befdhigt ist. Erst
das mit viralem N-Protein verpackte Genom ist in Form des Ribonukleoprotein Komplexes
biologisch aktiv. Das RNP des negativ-Strang Virus VSV besteht lediglich aus den viralen N-,
P-, und L-Proteinen und ist damit vergleichsweise einfach aufgebaut. Nach Infektion einer Zelle
mit einem negativ-Strang RNA Virus ist damit das RNP das erste infektiose Korrelat, dem die
Zelle exponiert wird und somit die erste Moglichkeit, die virale Infektion zu erkennen. Zur
Untersuchung der Hypothese dieser Arbeit wurden daher Ribonukleoprotein Partikel des

Vesikuldren Stomatitis Virus aufgereinigt.

Die ersten Versuche, RNPs aus VSV Virionen mittels physikalischer Methoden aufzureinigen,
wurden bereits in den 1970er Jahren unternommen. Bekannt war, dass Virionen von behiillten
negativ-Strang Viren durch Auflosen der Lipidhiille mit Hilfe eines Detergens in ihre
Bestandteile zerlegt werden konnen [133]. Seitdem haben mehrere Autoren verschiedene
Detergenzien und Lysebedingungen zur Freisetzung des RNP verwendet [124,134,135]. Fiir
diese Arbeit wurde ein an Mebatsion et al. angelehntes Protokoll zur Aufreinigung von VSV
RNPs aus Virionen verwendet [124]. Mebatsion et al. beobachten bei der Lyse von Tollwut
Virus Virionen bereits bei der Verwendung von 0,05 % des Detergens Triton X-100 eine
ausreichende Lyse der Virionenmembran [124]. VSV Virionen dahingegen konnten in dieser
Arbeit erst ab etwa 1 % Triton X-100 ohne grofere Verunreinigungen mit dem
membranstdndigen VSV G-Protein aufgereinigt werden. Wie Pal et al. beschreiben, kann bei
der Verwendung von 1 % Triton X-100 von vernachldssigbaren Verunreinigungen mit dem
VSV M-Protein in der RNP Priparation ausgegangen werden. Das VSV M-Protein stellt die
Verbindung zwischen der Virionenmembran und dem RNP her [135,136].

Obwohl RNP Komplexe auflerordentlich resistent gegeniiber physikalischen und chemischen
Einfliissen sind, wurden sie vor der Verwendung fiir in vitro Experimente auf ihre Integritét

untersucht [137]. In der chromatographischen Analyse zeigen sich reproduzierbar drei,
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bezichungsweise bei Verwendung von Virionen aus serumhaltiger Kultur vier
Absorptionsmaxima. Das zusétzliche Absorptionsmaximum ist dabei auf Serumbestandteile wie
Albumin zuriickzufiihren. Die intakten RNPs kénnen dabei reproduzierbar in der Fraktion unter
dem ersten Absorptionsmaximum identifiziert werden. Es kann davon ausgegangen werden,
dass es sich bei dieser ersten Fraktion um weitgehend intakte RNPs handelt, da diese die Matrix
entsprechend des Laufverhaltens von Makromolekiilen wiahrend der
GroBenausschlusschromatographie deutlich schneller durchlaufen, als die wesentlich kleineren

Serumbestandteile in der zweiten Fraktion.

Wahrend sich die viralen RNP Proteine in der Coomassie-Farbung anfiarben lassen, gelang
wegen der GroBe des viralen Genoms keine zuverldssige Auftrennung und direkte Darstellung
der viralen RNA mittels klassischer Gelelektrophorese. Im Northern blot kann das virale
Genom jedoch sowohl im Virion selbst, als auch in den RNP Préparationen nachgewiesen
werden. Zu beriicksichtigen ist, dass die verwendete Sonde Teile der VSV P-, M- und G-Gene
erkennt. Neben dem Vollldingen-Genom kdénnen so DI-Genome erfasst werden, die diese
Sequenzen enthalten. So ldsst sich eine zweite detektierte Bande vermutlich als deletion
DI-LT-Genom identifizieren [125]. Uber mégliche weitere DI-Genomklassen in der RNP
Praparation kann keine Aussage gemacht werden, da dieser von der verwendeten Sonde nicht
erfasst werden. Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass in den Fraktionen zwei bis vier keine
viralen Sequenzabschnitte vorhanden sind, die von der eingesetzten Sonde erkannt werden
konnten. Maximilian Gradel konnte auBlerdem zeigen, dass die erste Fraktion ein dhnliches
Bandenmuster wie die native RNP Priparation aufweist und sowohl virales Vollldingen-Genom

als auch vermutlich deletion DI-LT Genom enthilt.

Die so charakterisierten RNPs stellten sich als Liganden fiir LGP2 in vitro heraus und kdnnen
die ATPase Doméne von LGP2 aktivieren. LGP2 scheint native RNPs trotz der von
N-Proteinen geschiitzten RNA erkennen zu kénnen. Die Frage nach der genauen Funktion der
ATP-Hydrolyse und einer moglichen Modifikation der viralen RNPs bleibt jedoch
unbeantwortet. In einem weiterfiihrenden Versuch von Maximilian Gradel konnte durch den
Einsatz der ATPase-defizienten Mutante K30A bestédtigt werden, dass das umgesetzte ATP

durch LGP2 und nicht durch das eingesetzte RNP an sich umgesetzt wird.

Bereits in den 1980er Jahren, lange vor der Entdeckung der RIG-I-/ike-Helikasen und der TLRs
wurde doppelstringige RNA in Verbindung mit der Induktion von Interferonen gebracht und
gezeigt, dass das VSV N-Protein eine wichtige Rolle bei der Bildung von
Interferon-induzierenden Partikeln spielt [107,138,139]. Marcus et al. stellten bereits lange vor
der Erstbeschreibung von LGP2 die Hypothese auf, dass einzelne N-Proteine vom
Ribonukleoprotein Komplex dissoziieren konnten und es somit an Teilen des Genoms zu

internen Basenpaarungen oder Paarung mit komplementéren Transkripten kommen konnte
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[138]. Der Autor konnte auch bereits anhand von DI-Partikeln beobachten, dass
doppelstrangige, selbst-komplementdre RNA Abschnitte effektive Interferon Induktoren
darstellen [139]. Bei der von Marcus et al. vorgeschlagenen Polymerase-abhingigen
Dissoziation konnte es sich vielmehr um einen aktiven, LGP2-vermittelten Prozess handeln,
wodurch nach Modifikation der N-Proteine doppelstringige Liganden fiir RIG-I und MDAS5

entstehen.

TenOever et al. konnten schlieBlich nachweisen, dass VSV RNPs iiber die Aktivierung der
Kinase TBK1 und Phosphorlyierung von IRF-3 die Produktion von Interferonen und Interferon—
abhéngigen Faktoren direkt induzieren konnen. Die Autoren zeigen, dass aus Virionen
aufgereinigte RNPs die Phosphorylierung von IRF-3 genau so effektiv und mit der gleichen
Kinetik induzieren konnen, wie die Infektion mit VSV an sich. Die transfizierten RNPs zeigen
dabei keine transkriptionelle Aktivitdit und auch eine Verunreinigung der Préparation mit
funktionsfdahigen Viren wurde ausgeschlossen. Um zu zeigen, dass VSV RNPs IRF-3
unabhéngig von der viralen RNA-abhingigen RNA Polymerase aktivieren, wurden zusitzlich
auf Basis von cDNA intrazellulir generierte RNPs verwendet, welche die Signalkaskade
ebenfalls aktivieren konnten. Die Autoren stellten die Hypothese auf, dass intrazellulér
akkumulierende RNP Komplexe durch einen unbekannten Mechanismus zur Aktivierung von
IRF-3 fiithrten [112]. Zum Zeitpunkt der Verdffentlichung der zitierten Arbeit war die Funktion
der RLHs noch nicht beschrieben.

TenOever und Kollegen stellten dariiber hinaus die Hypothese auf, dass virale N-Proteine des
Masern Virus IRF-3 direkt aktivieren konnen. Dies wurde fiir das Masern Virus und Sendai
Virus durch Uberexpression des jeweiligen N-Proteins gezeigt [107,140]. Gleichzeitig wird
jedoch erwihnt, dass bei Uberexpression viraler N-Proteine diese bei hohen Konzentrationen im
Zellkern akkumulieren und dort mit zellulirer RNA RNP-dhnliche Strukturen bilden kdnnen
[107,141,142]. Der beobachtete Effekt konnte also auf die Akkumulation RNP-dhnlicher
Strukturen als Ligand fiir LGP2 und darauf folgend fiir RIG-I oder MDAS zuriickgehen.

Schon friith wurde gezeigt, dass das virale Genom einen moglichen Liganden fiir RIG-I darstellt.
Leppert et al. demonstrierten bereits 1978, dass sowohl das native Genom, als auch DI-Genome
von Sendai Virus eine 5°‘-Triphosphat Modifikation besitzen [103]. Auch sind das virale Genom
und Antigenom von negativ-Strang RNA  Viren aufgrund Transkriptions- und
Replikationspromotoren an beiden Enden partiell komplementir. Deshalb sind Basenpaarungen
innerhalb des Genoms grundséitzlich moglich, wegen der starken Bindung an N-Proteine vom
Virus jedoch nicht vorgesehen und gewollt [50,100]. Das nackte, einzelstringige Genom von
Viren wie Tollwut Virus, Parainfluenzavirus oder Respiratorisches Synzytial-Virus wiirde an
sich ohne virale Proteine verschiedene Sekundérstrukturen bilden. Darunter kurze

doppelstrangige, pfannenstilartige Strukturen mit Fehlpaarungen, Ringstrukturen und
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Ausbuchtungen. Ohne die Bindung an N-Proteine wéren diese imperfekten RNA Strukturen
trotz der Fehlpaarungen gute Liganden fiir RIG-I, wie anhand der Kristallstruktur von RIG-I
gezeigt werden konnte [45,143].

Interessant ist, dass in der Arbeit von Satoh und Kollegen das durch RIG-I erkannte
Influenza-A-Virus als einziges Virus unabhingig von LGP2 erkannt wurde [78]. Eine
Besonderheit von Influenza-A-Virus ist jedoch, dass die viruseigenen Proteine im Gegensatz zu
anderen negativ-Strang RNA Viren nur vergleichsweise locker an das virale Genom binden
[144]. Das N-Protein von VSV bildet beispielsweise eine ringartige Struktur um das Genom,
welche die Basen der RNA verdeckt und so das Genom gegen Verdau durch Nukleasen schiitzt.
Das Influenza-A-Virus N-Protein bindet lediglich das Phosphatgeriist der RNA und schiitzt
diese nicht vor Nukleasen [99,145,146]. Auch werden Influenza-A-Stimme, deren virale
Polymerase mit schwicherer Affinitit an den RNP Komplex bindet, besser von RIG-I erkannt,
als Wildtyp Viren [144,147]. Dariiber hinaus ist das 5‘-Triphosphat-Ende des Influenza Genoms
relativ ungeschiitzt und kann durch Phosphatasen entfernt werden. Dadurch wird die
RIG-I-abhédngige Interferon Induktion verhindert, woraus sich schliefen ldsst, dass das
genomische 5‘-Ende von RIG-I ohne Triphosphat-Modifikation nicht erkannt werden kann
[47,78]. Mechanistisch ist es daher schliissig, dass Influenza-A-Virus eine Ausnahme als

LGP2-unabhingiges Virus darstellt.

Weber et al. bekriftigten diese Hypothese durch Demonstration, dass Ribonukleoprotein
Komplexe von VSV, Influenza-A-Virus und anderen negativ-Strang Viren ohne intakte
Transkription RIG-I aktivieren konnen [102]. Diese Experimente fanden im humanen
Zellsystem statt, daher konnte die beobachtete Aktivierung von RIG-I durch LGP2 vermittelt
worden sein. Dabei wurde beobachtet, dass RIG-I hochmolekulare Oligomere bildet und
intrazellular mit dem N-Protein von LaCrosse Virus kolokalisiert. Um zu zeigen, dass RNPs
RIG-I auch unabhédngig von Kofaktoren direkt aktivieren kénnen, wurden Experimente mit
iiberexprimiertem RIG-I in einem Drosophila melanogaster Zellsystem durchgefiihrt. Aufgrund
des verwendeten Insektenzellsystems wurde dabei jedoch nicht die eigentliche Aktivierung der
RIG-I-abhédngigen Signalkaskade, sondern lediglich eine Konformationsinderung und
Oligomerisierung von RIG-I ausgelesen. Dabei diskutieren die Autoren auch, dass das teilweise
von RIG-I erkannte Semliki forest Virus zwar eine Konformationséinderung, jedoch keine
Oligomerisierung von RIG-I induziert [68,102]. Es bleibt fragwiirdig, welche der beobachteten
Vorginge tatséchlich einer Aktivierung der Signalkaskade entsprechen und welche Relevanz
diese Prozesse in vivo haben. Analog zur Aktivierung der ATPase Doméne von RIG-I durch
doppelstriangige RNA ohne 5°-Triphosphat-Modifikation konnten diese Strukturen im isolierten
Insektenzellsystem ,,stumme* Liganden sein, die zwar einen Effekt auf RIG-I haben, jedoch die
Signalkaskade nicht aktivieren konnen [48]. Fiir die Experimente im Insektenzellsystem

verwendeten Weber und Kollegen fast ausschlieBlich das segmentierte negativ-Strang RNA
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Virus Rift Tal Fieber Virus [102]. Dieses konnte dhnlich wie das segmentierte Influenza-A-
Virus aufgrund seiner Nukleoproteine LGP2-unabhéngig erkannt werden. Das Rift Tal Fieber
Virus befdllt in vivo hauptsdchlich Wiederkduer. Drosophila melanogaster Zellen werden im
Vergleich zu Séugerzellen deutlich schlechter infiziert, was die Frage rechtfertigt, ob sich das
Virus in Insektenzellen gleich wie in hoheren Organismen verhdlt [148]. Wéahrend fiir
Influenza-B-Virus schon in friiheren Arbeiten eine direkte Aktivierung von RIG-I durch das
RNP gezeigt wurde, schlagen Weber und Kollegen diesen Mechanismus auch fiir das
Influenza-A-Virus vor [147,149]. Andere Autoren kamen jedoch zu gegenteiligen Ergebnissen
und berichten, dass eine intakte virale Transkription die Voraussetzung fiir die Erkennung von
Influenza-A-Virus durch RIG-I ist [150]. Die von Weber und Kollegen demonstrierte, direkte
Aktivierung von RIG-I durch Influenza RNPs entspricht der von Satoh et al. beobachteten
LGP2-unabhdngigen Erkennung von Influenza und lésst sich in das Modell der

RNP-Modifikation durch LGP2 gut einfiigen [78].

Die Experimente dieser Arbeit legen somit den Grundstein zur Untersuchung der Interaktion
von LGP2 mit viralen RNPs. Die gezeigte RNP-abhingige ATPase Aktivierung demonstriert,
dass LGP2 mit den RNPs interagiert und diese als Ligand erkennt. Die Frage nach dem exakten
Mechanismus der Interaktion und einer moglichen Modifikation zur FErleichterung der
Erkennung durch die anderen RLHs bleibt jedoch unbeantwortet. Weitere Experimente sind
notwendig, um die Liicke zwischen der Aktivierung der ATPase Doméne von LGP2 und der
Erkennung der RNPs durch RIG-I oder MDAS zu schlieBen. Auch bleibt vorerst ungeklart,
welche Relevanz dieser Prozess fiir die Erkennung viraler Nukleinsduren in vivo hat. Die oben
diskutierte Literatur unterstiitzt die Hypothese der direkten Erkennung viraler RNPs durch die

RLHs und liefert zusammen mit dieser Arbeit Hinweise auf eine Modifikation durch LGP2.

In vitro und in vivo Experimente haben gezeigt, dass die RLHs eine groBe Bandbreite
verschiedener RNA Liganden erkennen und auch die strukturelle Analyse der RNA-bindenden
Domiénen lésst auf eine grofle Plastizitit bei der Erkennung viraler Strukturen schlieBen [50].
Darauf folgend wurde eine Grof3zahl viraler Intermediate vorgeschlagen, die moglicherweise
Liganden von RIG-I und MDAS darstellen konnten. Neben dem viralen Genom gehoéren dazu
unter Anderem DI-Genome, virale mRNA, virale leader RNA und leader read through RNA
[50]. Viele Autoren weisen jedoch darauf hin, dass virale RNA innerhalb der Zelle fast stindig
im Komplex mit viralen und zelluldren Proteinen vorliegt [102,151]. Dabei gibt es auch fiir
andere Mustererkennungsrezeptoren wie TLR 3 Hinweise, dass an Proteine gebundene RNA
gleich gut oder besser erkannt werden kann, als nackte RNA [152]. Auch existieren zwischen
den durch RIG-I oder MDAS erkannten viralen Entititen keine klaren Grenzen, sondern
vielmehr groBflichige Uberlappungen [69-71]. Damit ist die Frage gerechtfertigt, ob ein
allgemeingiiltiger, fiir alle Viren gleicher Ligand von RIG-I, MDAS und LGP2 existiert. In

Anbetracht der verschiedenen viralen Strategien zur Umgehung der RLHs, konnten je nach
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Virus auch unterschiedliche Liganden eine Rolle spielen. Diese konnten sich auch zu
verschiedenen Zeitpunkten des viralen Lebenszyklus in der Zelle unterscheiden. Wie in den
LGP2 knockout Mausen gezeigt, scheint es auch zellspezifisch grofe Unterschiede bei der Rolle
der einzelnen RLHs zu geben [77-79]. Die Modifikation viraler Liganden durch LGP2 konnte

dabei ein wichtiger Baustein dieses komplexen Erkennungssystems sein.

4.3 Ausblick und klinische Relevanz

Diese Arbeit leistet einen Beitrag, um die Rolle der RLHs bei der Erkennung viraler Infektionen
besser zu verstehen und macht einen wichtigen Schritt zur Aufkldrung der Funktion der
Helikase LGP2. Die Kldrung der Frage, welche Strukturen physiologische Liganden fiir RIG-I
und MDAS5 darstellen, und wie diese durch LGP2 eventuell aufbereitet oder modifiziert werden
konnten, ist ein wichtiger Schritt beim Verstindnis der Interaktion von Viren mit dem

Immunsystem.

Die klinische Relevanz der behandelten Thematik ist im Bereich der Infektiologie nahe liegend.
So wird eine Grof3zahl an medizinisch hoch relevanten Viren wie Hepatitis-C-Virus, Influenza-
A-Virus, Masern Virus oder Ebola Virus von den RIG-I-/ike-Helikasen erkannt [52,53,69]. Als
vermuteter Regulator von RIG-I und MDAS stellt LGP2 dabei eine wichtige Stellschraube dar,
die pharmakologisch direkt ausgenutzt werden konnte. Zum Beispiel konnte die Interaktion des
Paramyxovirus V-Proteins mit LGP2 ein moglicher Ansatzpunkt sein, die viralen

Umgehungsmechanismen der Erkennung durch die RLHs zu unterbinden [82].

Typ-I-Interferone nehmen dariiber hinaus eine zentrale Rolle bei der antitumoralen Immunitét,
Apoptoseinduktion und Immunmodulation ein [153]. Als effektive Induktoren der Expression
von Typ-I-Interferonen eignen sich die Liganden der RLHs damit als Adjuvantien zur Immun-
und Tumortherapie und bieten im Vergleich zu TLRs den Vorteil der fast ubiquitiren
Expression im Gewebe [154]. Ein interessanter Ansatz ist der Einsatz von siRNA, die am
5¢-Terminus iiber eine Triphosphat-Modifikation verfiigt. Durch diesen Synergismus konnen
sowohl einzelne Gene deaktiviert und gleichzeitig RIG-I-abhéngige Immunstimulation induziert
werden. Poeck et al. konnten fiir das maligne Melanom zeigen, dass durch eine 5°-Triphosphat-
siRNA-vermittelte Deaktivierung des anti-apoptotisch wirkenden Proteins Bcl2 bei
gleichzeitiger RIG-I-abhéngiger Immunstimulation ein deutlich gesteigerter antitumoraler
Effekt eintritt [155]. Neben Bcl2 haben sich mit diesem Ansatz auch andere Zielgene als
effektiv bei der Behandlung therapieresistenter Melanome erwiesen [156]. Seitdem hat diese
Methode experimentelle Anwendung in der antitumoralen Therapie mehrerer Tumorentitédten
gefunden. So kann durch Deaktivierung von TGF-B bei gleichzeitiger RIG-I Stimulation im

murinen Pankreaskarzinom-Modell die tumorinduzierte Immunsuppression durchbrochen und
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ein effektiverer therapeutischer Effekt erzielt werden [157]. Ahnliche Ergebnisse werden auch
im Lungenkarzinom-Modellsystem beobachtet [158]. Interessanterweise konnte dieses System
zukiinftig auch bei der Therapie von Hepatitis-B-Infektionen Anwendung finden. Im
Modellsystem konnen durch 5°-Triphosphat-siRNA, die gegen verschiedene virale Sequenzen

und Transkripte gerichtet sind, vielversprechende antivirale Effekte erreicht werden [159,160].

Einen interessanten Hinweis auf direkte immunmodulatorische Eigenschaften von LGP2 hat die
Arbeit von Suthar et al. gegeben [79]. Wie bereits oben erwdhnt, wird in der von den Autoren
erstellten LGP2 knockout Maus nicht nur eine positiv-regulatorische Funktion von LGP2
gezeigt, sondern auch eine wichtige Rolle von LGP2 bei der T-Zell-Regulation
herausgearbeitet. So vermittelt LGP2 das Uberleben und die Integritit von CD8" T-Zellen und
stellt auf diese Weise eine wichtige Verbindung zwischen dem angeborenen und erworbenen
Immunsystem her. Durch gezielte Stimulation von LGP2 konnten so Effektor-Funktionen von
T-Zellen zur Therapie viraler Infektionen ausgenutzt werden oder durch Deaktivierung des

LGP2-vermittelten Uberlebenssignals Autoimmunerkrankungen behandelt werden.

Auch LGP2 selbst konnte eine wichtige Rolle bei der Tumorimmunitét spielen. In einer Arbeit
von Widau et al. zeigen die Autoren eine Verkniipfung der Expression von LGP2 in Tumoren
mit einer verminderten Apoptoserate nach Bestrahlung [161]. Einige der genannten Ergebnisse
beruhen auf der Uberexpression von LGP2 in HEK293 Zellen und miissen beziiglich ihrer
physiologischen Relevanz in vivo hinterfragt werden. Nicht auszuschlieBen ist jedoch, dass
Tumoren zur Expression unphysiologisch hoher LGP2 Spiegel é&hnlich wie nach
Uberexpression grundsitzlich befihigt sein konnten. Trotzdem kénnte LGP2 zukiinftig auch ein

direktes Ziel der Tumortherapie darstellen.

Die Aktivierung der RLHs stellt den ersten Schritt bei der Expression der fiir den Organismus
sehr folgenreichen Typ-I-Interferone dar. Es verwundert nicht, dass Mutationen von MDAS und
RIG-I auch mit Autoimmunerkrankungen in Verbindung gebracht wurden. So konnten
Einzelnukleotid-Polymorphismen (short nucleotide polymorphism, SNP) im MDAS-Gen mit
einem erhohten Risiko fiir Krankheiten aus dem Autoimmunbereich wie Diabetes mellitus Typ
I, Systemischer Lupus erythematosus (SLE) oder dilatative Kardiomyopathie korreliert werden
[162-168]. Bisher konnten auch drei Autoimmunerkrankungen identifiziert werden, an deren
Pathogenese Punktmutationen der RLHs direkt beteiligt sind. Das Aicardi-Goutieres Syndrom
geht auf eine erhoht Interferon Aktivitdt vor allem im Gehirn zuriick. Dabei konnten sieben
distinkte Mutationen des MDA5-Gens identifiziert werden, die durch konstitutive Aktivitit oder
Hypersensitivitit von MDAS5 gegen RNA Liganden zu einer iibermifligen Aktivierung des
Interferon-Systems fithren [167,169-171]. Zwei Punktmutationen im RIG-I-Gen wurden
wiederum bei Patienten mit dem Singleton-Merten Syndrom identifiziert, das sich mit

Zahndysplasie, Kalzifikationen der Aorta, Glaukom und Osteoporose prisentiert. Diese RIG-I



98 Diskussion

Mutanten sind konstitutiv aktiv und fiir die erhohte Interferon Expression in diesen Patienten
verantwortlich [167,172]. Systemischer Lupus erythematosus ist eine chronische Krankheit, die
durch verschiedenartige Symptome wie Gelenkentziindungen, Hautbefall oder Befall der Nieren
charakterisiert ist. Bekannt ist, dass bei diesen Patienten die Typ-I-Interferon Spiegel erhoht
sind und bei therapierefraktirem Verlauf Antikorper gegen IFN-a Linderung verschaffen
[167,173]. Méuse mit einer G821S Punktmutation im MDAS5-Gen zeigen einen Lupus-
dhnlichen Phinotyp mit nephritischen Symptomen. Dabei sind die basalen Interferonspiegel
durch eine konstitutive Aktivitdt erhoht, die MDAS Mutante kann jedoch nur eingeschrankt auf
virale Infektionen reagieren [167,174]. Hervorzuheben ist, dass alle beobachteten Mutationen,
die mit Autoimmunerkrankungen in Verbindung gebracht werden, die Helikase Doméne der
RLHs Dbetreffen[167]. Fir LGP2 wurde bisher keine direkte Verbindung zu
Autoimmunerkrankungen berichtet, im Anbetracht seiner vermutlich positiven Regulation von
RIG-I und MDAS ist ein Einfluss von LGP2 jedoch nicht auszuschlieBen. AuBlerdem stellt
LGP2 durch seine positiv regulierende Wirkung auf MDAS und RIG-I ein mogliches Ziel bei
der Behandlung dieser Erkrankungen dar.
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5 Zusammenfassung

Das angeborene Immunsystem ist ein hochst effektives und komplexes Netzwerk verschiedener
Faktoren und ist zur Initiierung einer effektiven Immunantwort und Rekrutierung des adaptiven
Immunsystems essenziell. Die Erkennung von pathogenen Strukturen in der angeborenen
Immunitdt erfolgt dabei nach dem Prinzip der Mustererkennung, das wirtsfremde, konservierte
Strukturen,  sogenannte  Pathogen-associated = molecular  patterns (PAMPs) als
Erkennungsmerkmal von pathogenen Mikroorganismen verwendet. Bei viralen Infektionen
werden zur Abwehr das Typ-I-Interferon-System sowie pro-inflammatorische Zytokine

aktiviert.

Die Familie der RIG-I-/ike-Helikasen (RLHs) spielt bei der Erkennung viraler RNA im
Zytoplasma eine entscheidende Rolle und ist essenziell zur Abwehr von Viren wie Hepatitis-C-
Virus, Influenza-A-Virus und Tollwut Virus. Die beiden RLHs RIG-I und MDAS sind in den
letzten Jahren strukturell sowie funktionell eingehend charakterisiert worden. LGP2, das dritte
Mitglied der RLH-Familie, weist groBe Homologie zu MDAS und RIG-I auf. Im Gegensatz zu
RIG-I und MDAS verfiigt LGP2 jedoch nicht iiber sogenannte CARD-Dominen, die
unabdingbar zur Signaltransduktion sind. Auch ist LGP2 bis dato nur wenig charakterisiert
worden und die bisherige Literatur zur Funktion von LGP2 weist widerspriichliche Ergebnisse

auf.

Studien mit knockout Méausen haben gezeigt, dass LGP2 ein wichtiger Kofaktor bei der
Erkennung von MDAS- und RIG-I-abhéngigen Viren wie Vesikuldres Stomatitis Virus (VSV)
ist, und in der Signalkaskade upstream von RIG-I und MDAS wirkt. Fiir Ribonukleoprotein
Komplexe (RNPs) von VSV wurde wiederum gezeigt, dass diese nach Transfektion die
RLH-abhdngige Signalkaskade aktivieren konnen. Im VSV RNP sind die viralen
Erkennungsmuster fiir RIG-I, insbesondere die 5‘-Triphosphatmodifikation, jedoch durch virale
N-Proteine verdeckt. LGP2 konnte die an die virale RNA gebundenen viralen Proteine
verschieben oder anderweitig modifizieren und so die Mustererkennung durch RIG-I und

MDAS ermoglichen.

Die vorliegende Arbeit untersuchte nun, welche Funktionen die Helikase LGP2 hat und welche

Strukturen von ihr erkannt werden.

Nach Depletierung von LGP2 mittels siRNA konnte im humanen Zellsystem gezeigt werden,
dass LGP2 die Erkennung von RIG-I- und MDAS5-abhéngigen Liganden positiv modifiziert,
jedoch zur Erkennung nicht unabdingbar ist. Dabei zeigt sich in Abwesenheit von LGP2 nach
Stimulation eine stark verminderte Produktion pro-inflammatorischer Zytokine. Im gleichen
Zellsystem wurde ein stimulationsabhangiger Komplex beobachtet, in welchem sich LGP2 und

RIG-I nachweisen lassen. LGP2 durchlduft aufBlerdem  Stimulus-abhingig eine
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Konformationsédnderung und bildet hochmolekulare Homo-Oligomere. Dies ldsst vermuten,
dass sich die modifizierende Funktion von LGP2 in Form eines Multiproteinkomplexes

manifestiert.

Die weitere Charakterisierung des Liganden von LGP2 erfolgte in vitro. Ein 10 Basenpaare
umfassendes, doppelstrangiges Oligonukleotid ist zur Aktivierung der ATPase Doméne von
rekombinantem LGP2 ausreichend. Dabei spielt eine 5°-Triphosphat-Modifikation keine Rolle.
Fiir MDAS ist zur Aktivierung der ATPase Domine wiederum eine mindestens 100 bis 150
Basenpaarungen enthaltende RNA notwendig. Analog zu RIG-I bestétigt sich damit, dass die
ATPase Doméne von MDAS zur Aktivierung in vitro geringere Anforderungen an den RNA
Liganden stellt, konkret ein kiirzerer Ligand ausreicht, als zur Aktivierung der
MDAS-abhingigen Signalkaskade in vivo notwendig ist. Die funktionellen Unterschiede
zwischen LGP2, RIG-I und MDAS verdeutlichen sich beim Blick auf die enzymkinetischen
Eigenschaften der einzelnen Helikasen. So ldsst sich die ATP Hydrolyse Aktivitdt von LGP2
durch einen Liganden nur méBig steigern, ist jedoch basal konstitutiv aktiv. Im Gegensatz dazu
zeigen MDAS und RIG-I kaum basale ATPase Aktivitit, ligandenabhingig lisst sich diese

jedoch stark induzieren.

Um zu untersuchen, ob virale Ribonukleoprotein Komplexe einen moglichen Liganden fiir
LGP2 darstellen, wurde ein Protokoll zur Aufreinigung von VSV RNPs etabliert. Dabei wird
gezeigt, dass RNPs mit grofer Reinheit und strukturell intakt aufgereinigt werden konnen.
Diese RNPs konnen in vitro die ATPase Domédne von LGP2 aktivieren. Damit wird ein erster
Anhaltspunkt geschaffen, dass RNPs der LGP2-abhéngigen Erkennung unterliegen kénnten und

die Grundlage zur weiteren Charakterisierung der Interaktion viraler RNPs mit LGP2 gelegt.

In Summe deuten die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit somit darauf hin, dass LGP2 im Sinne
einer positiven Regulation die Erkennung viraler RNPs durch RIG-1 und MDAS ermdéglicht. Die
gewonnenen Erkenntnisse zur Funktion und dem Zusammenspiel der RLHs konnten bei der
Behandlung von Autoimmunerkrankungen oder der Entwicklung immuntherapeutischer und

antiinfektioser Therapieansitze genutzt werden.
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7 Abkiirzungen und Akronyme

Abb.
ATP

ADP
BSA
CARD
CD
cGAS
CpG

DMEM
DMSO
DNA
ddH,O
dNTPs
ds

E. coli
ELISA
EMCV
FCS
GMEM
GMP-AMP
HA
HCV
HEK?293 Zellen
HGPRT
HRP
IFN
IGFBP2
IL

IP10
IRF-3
ISG
IVT

Abbildung

Adenosin 5’-Triphosphat

Adenosin Diphosphat

Bovines Serumalbumin

Caspase activation and recruitment domain
Cluster of differentiation

Cyclic GMP-AMP synthase

Oligonucleotide mit Cytosine-(phosphate)-Guanine
Gruppen

Dulbecco ‘s modified Eagle ‘s medium
Dimethylsulfoxid

Deoxyribonukleinsdure

doppelt destilliertes Wasser
Desoxyribonukeosidtriphosphate
doppelstrangig

Escherichia coli

Enzyme-linked immunosorbent assay
Enzephalomyokarditis Virus

Fetal calf serum

Glasgow Minimum Essential Medium
Guanosin Monophosphat — Adenosin Monophosphat
Hamagglutinin

Hepatitis-C-Virus

Human embryonic kidney 293 Zellen
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase
Horseradish peroxidase

Interferon

Insulin-like growth factor binding protein 2
Interleukin

Interferon-gamma induced protein 10

IFN regulatory factor 3
Interferon-stimuliertes Gen

in vitro transkribiert
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JAK
kDa
LGP2
LPS
LRR
MAVS
MDAS
MEF
MOI
mRNA
NF-kB

NK Zellen
NLR

ns

OH

PAMP

PBS

PCR
Poly(I:C) / pI:C
ppp

PRR
gqRT-PCR
RD

RIG-I

RLH

RNA

RNPs

rpm
SDS-PAGE

SEM
SFV
siRNA
SLE

Janus Kinase

Kilo Dalton

Laboratory of genetics and physiology-2
Lipopolysaccharid

Leucin-rich region
Mitochondrial-antiviral-signaling Protein
Melanoma differentiation-associated gene 5
Mouse embryonic fibroblast

Multiplicity of infection

Messenger RNA

Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated

B cells

Natiirliche Killerzellen

NOD-like Rezeptor

nicht signifikant

Hydroxylgruppe

Pathogen-associated molecular pattern
Phosphate-buffered saline

Polymerase Kettenreaktion
Polyinosinic:polycytidylic acid
Triphosphat-Gruppe

Pathoge- recognition Rezeptor
Quantitative real-time Polymerase Kettenreaktion
Regulatorische Domine

Retinoic acid-inducible gene-1
RIG-I-like-Helikasen

Ribonukleinséure

Ribonukleoprotein Komplexe
revolutions per minute

Sodium dodecyl sulfate-Polyacrylamid
Gelelektrophorese

Standardfehler des Mittelwertes
Semiliki forest Virus
Small-interfering RNA

Systemischer Lupus erythematosus
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Abkiirzungen und Akronyme

SNP

ss
STAT
STING
Tab.
TBK1
TBST
TCID50
TEMED
TLR
TRAF
VSV

% w/v

short nucleotide polymorphism

einzelstrangig

Signal transducer and activator of transcription
Stimulator of interferon genes

Tabelle

TANK-binding kinase 1

Tris-Buffered Saline Tween-20

50 % tissue culture infective dose
Tetramethylethylendiamin

Toll-like Rezeptor

Tumor necrosis factor receptor-associated factor
Vesikulédres Stomatitis Virus

Gewicht pro Volumen
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