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ZUSAMMENFASSUNG

Die Rolle des S-Proteins beim Eintritt des SARS-CoV in Zielzellen

Das SARS-assoziierte Coronavirus (SARS-CoV) ist dem Genus Coronavirus innerhalb der
Familie Coronaviridae zugeordnet und gehort zur Ordnung Nidovirales. Das S-Protein in der
Virushiille des SARS-CoV ist verantwortlich fiir die Bindung an den zelluliren Rezeptor
Angiotensin-konvertierendes Enzym 2 (ACE2Z) und leitet die Fusion der Virushiille mit
zelluldiren Membranen ein. In der vorliegenden Arbeit wurde zunachst die Infektion polarer
Epithelzellen im Zellkultursystem untersucht, wobei replikationsdefekte Viren der
vesikularen Stomatitis (VSV) verwendet wurden, die in der Virushiille das S-Protein des
SARS-assoziierten Coronavirus enthalten (VSV-AG-S). Die Infektion der etablierten
polarisierten Epithelzelllinien Calu-3, Caco-2 und Vero E6 mit den SARS-Pseudoviren wurde
bei allen Zelllinien ausschliefdlich iiber die apikale Doméane vermittelt, wobei die Effizienz der
Infektion bei den Zelllinien unterschiedlich ausgeprigt war. Die Infektion der humanen
Colonkarzinomazelllinie Caco-2 mit VSV-AG-S zeigt zudem, dass ein gastrointestinaler
Infektionsweg nicht ausgeschlossen werden kann. Die Infektion der unterschiedlichen
Zelltypen gibt Aufschluss tber den Tropismus von SARS-CoV und demonstriert die
Funktionalitit der erzeugten Pseudoviren, wodurch ein besseres Verstindnis der
Pathogenese des SARS-assoziierten Coronavirus erzielt wurde. Als zentrales Ziel dieser
Arbeit wurde die Bedeutung des zelluliren Cholesterols wihrend der S-vermittelten
Infektion durch die SARS-Pseudoviren untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass der
Entzug zelluldren Cholesterols durch die Behandlung ACE2-exprimierender Zellen mit
Methyl-B-Cyclodextrin zu einer reduzierten Infektion von VSV-AG-S fiihrte und die
Etablierung eines Zell-basierten Bindungstests zeigt zudem, dass Cholesterol wichtig fiir die
Bindung des S-Proteins an ACE2 ist. In diesem Zusammenhang wurde durch konfokale
Fluoreszenzmikroskopie und biochemische Analyse Triton-X-100-resistenter
Membrandomanen festgestellt, dass ACEZ in den cholesterolreichen Doménen oder lipid rafts
der Plasmamembran lokalisiert ist und die Anreicherung des Rezeptors in diesen
Membrandomanen vermutlich notwendig fiir eine effiziente S-vermittele Infektion ist. Die
Ergebnisse zeigen, dass cholesterolreiche Membrandomanen eine entscheidende Rolle beim

Eintritt des SARS-CoV in Zielzellen spielen.

Schlagwdérter: SARS-Coronavirus, Angiotensin-konvertierendes Enzym 2, lipid rafts






ABSTRACT

The role of S protein during the entry process of SARS-CoV to target cells

The SARS-associated coronavirus (SARS-CoV) is a member of the genus Coronavirus within
the family Coronaviridae and belongs to the order Nidovirales. The S protein in the viral
envelope is responsible for binding to the cellular receptor angiotensin-converting enzyme
2 (ACE2) and initiates the fusion of the viral envelope with cellular membranes. In the
present study one aim was to analyze the infection of polarized epithelial cells in a cell
culture system by using replication-defective Vesicular stomatitis virus (VSV) bearing the S
protein of SARS-associated coronavirus (VSV-AG-S). The infection of the established
polarized epithelial cell lines Calu-3, Caco-2, and Vero E6 by SARS-CoV pesudotypes was
exclusively meditated via the apical domain for all cell lines. The efficiency of infection
varied from cell type to cell type. Moreover, the infection of the human coloncarcinoma cell
line Caco-2 indicates that a gastrointestinal infection route cannot be excluded. The
infection of the different cell types provides information about the tropism of SARS-CoV and
demonstrates the functionality of the generated pseudoviruses. Therefore, this system can
be used to get a better understanding of the pathogenesis of SARS-CoV. A pivotal aim of this
thesis was the investigation of the importance of cellular cholesterol during the S-mediated
infection with SARS pseudoviruses. It was shown that the depletion of cellular cholesterol
from ACE2-expressing cells by methyl-B-cyclodextrin treatment results in a decreased
infection by VSV-AG-S. The establishment of a cell-based binding assay demonstrates that
cholesterol is important for the binding of S protein to ACE2. In this context it was shown by
confocal microscopy and the analysis of Triton-X-100-resistant membrane domains that
ACE2 is localized in cholesterol-enriched domains or lipid rafts in the plasma membrane
and that the enrichment of the receptor in these domains is presumably crucial for efficient
S-mediated infection. These results demonstrate that cholesterol-enriched membrane

domains play an important role during the viral entry process of SARS-CoV.

Keywords: SARS-coronavirus, angiotensin-converting enzyme 2, lipid rafts
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g
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G-Protein
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g
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kDa
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I
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

a-Cyclodextrin

Angiotensin-konvertierendes Enzym 2
~American Tissue Culture Collection*

Aqua bidestillata, zweifach destilliertes Wasser
baby hamster kidney

Basenpaare

Bovines Serumalbumin

beziehungsweise

Coronavirus

zytopathischer Effekt

Carboxyterminus

Choleratoxin

Carbocyanin-3

Diethylpyrocarbonat

Dulbecco’s modified Eagle medium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure
Desoxynucleotidtriphosphat
Detergenz-resistente Membranen

Deutsche Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen
Ethylendiamintetraessigsaure

envelope

Eagle’s Minimum Essential Medium
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1 EINLEITUNG

1.1 Coronaviren

1.1.1 Taxonomie

Das schwere akute Atemwegssyndrom (SARS, severe acute respiratory syndrome) ist
eine Infektionskrankheit des Menschen, die erstmals im November 2002 in der chinesischen
Provinz Guangdong beobachtet wurde. Als atiologischer Ausléser von SARS wurde ein bis
dahin unbekanntes Coronavirus (SARS-CoV) identifiziert und als SARS-assoziiertes
Coronavirus (SARS-CoV) bezeichnet (Ksiazek et al., 2003; Drosten et al., 2003; Peiris et al,,
2003a und Poutanen et al., 2003).

Das SARS-CoV gehort zur Familie Coronaviridae, Genus Coronavirus. Diese Virusfamilie
wurde 1975 durch das internationale Komitee fiir Virus-Taxonomie (ICTV) eingefiihrt
(Tyrrell et al, 1975). Humane Coronaviren wurden bereits 1965 bei
Erkaltungserkrankungen entdeckt. Aufgrund ihrer morphologischen Unterschiede zu
anderen Viren, die im Elektronenmikroskop aufgedeckt wurden, konnte eine eigene
Virusfamilie definiert werden (Tyrrell et al., 1968). Der Familie Coronaviridae werden zwei
Genera, Coronavirus und Torovirus, zugeordnet (Pringle, 1992). Die beiden Genera haben
Ahnlichkeiten in der Genomorganisation und Replikationsstrategie, sie unterscheiden sich
jedoch in der Gestalt der Virionen und in der Grofle ihres Genoms. Die Familien
Coronaviridae und Arteriviridae wurden 1996 durch die ICTV zur Ordnung Nidovirales
zusammengefasst (Cavanagh, 1997; Enjuanes et al., 2000). Seit 2003 wird auch die Familie
Roniviridae in die Ordnung Nidovirales mit einbezogen (Ubersichtsarbeit siehe Gonzalez et
al, 2003). Ein Uberblick ist in Tabelle 1-1 dargestellt. Die Mitglieder der Ordnung
Nidovirales enthalten ein einzelstrangiges, unsegmentiertes RNA-Genom, welches in
positiver Polaritit vorliegt und von einer Membranhiille mit eingelagerten Proteinen

umgeben ist.
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Tabelle 1-1: Taxonomie der Ordnung Nidovirales

Familie Genus

Coronaviridae Coronavirus
Torovirus

Arteriviridae Arterivirus

Roniviridae Okavirus

Die Bezeichnung Nidovirales (lat.: nidus; deutsch: Nest) leitet sich von der
einzigartigen Replikationsstrategie ab, wodurch diese Ordnung charakterisiert ist. Wahrend
des Infektionsverlaufs werden bei der Transkription des Virusgenoms ein 3’- coterminales
ynested set“ von subgenomischen mRNAs synthetisiert. Dies erfolgt durch eine
diskontinuierliche Synthese der RNA (template switch) wahrend der Verlangerung einer
negativen Kopie der subgenomischen mRNAs. Von den synthetisierten subgenomischen
mRNAs in positiver Orientierung wird nur das jeweilige 5°-Ende translatiert

(Ubersichtsarbeit siehe Enjuanes et al., 2006).

Coronaviren werden aufgrund phylogenetischer und serologischer Unterschiede in
drei Gruppen unterteilt (Gonzalez et al., 2003; Gorbalenya et al., 2004). Bei den Vertretern
der Gruppen 1 und 2 handelt es sich um Erreger, die Sdugetiere infizieren, bei den
Vertretern der Gruppe 3 handelt es sich ausschliefilich um avidre Viren (siehe Tabelle 1-2).
Mit der Identifizierung des SARS-CoV wurde die Gruppierung der Coronaviren neu
debattiert und die Einteilung des SARS-CoV kontrovers diskutiert. Die ersten
phylogenetischen Vergleiche hinsichtlich interner Genomorganisation des SARS-CoV-
Genoms mit anderen Coronaviren und die Identifizierung zusatzlicher kleinerer, offener
Leserahmen (ORF, open reading frame), weisen auf einen Vertreter einer neuen, vierten
Coronavirus-Gruppe hin (Marra et al., 2003; Rota et al., 2003). Spezielle phylogenetische
Analysen des Replikase-Gens (ORF 1b), welches als der hochst-konservierte Abschnitt des
Coronavirus-Genoms gilt (etwa 20 % des Virusgenoms), sprechen eher fiir eine Unterteilung
der Gruppe 2. Dies umfasst die Aufspaltung in die Untergruppe 2A, welche die etablierten

Gruppe 2-Coronaviren, wie das Maus-Hepatitisvirus (MHV) und das Bovine Coronavirus
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(BCoV) beinhalten, und die Untergruppe 2B mit SARS-CoV als prototypischen Vertreter

(Snijder et al., 2003; Gorbalenya et al., 2004). Seit der Identifizierung des SARS-CoV sind

viele neuartige Coronaviren von verschiedenen Spezies, inklusive des Menschen, isoliert

worden (van der Hoek et al.,, 2004; Lau et al,, 2005; Poon et al,, 2005; Woo et al., 2005; Dong

etal, 2007).

Tabelle 1-2: Ubersicht iliber die Vertreter und serologische und

Gruppe

2A

2B

phylogenetische Verwandtschaft der Coronaviren®

Speziesname (englisch)

HCoV-229E (human coronavirus 229E)
HCoV-NL63 (human coronavirus NL93)

TGEV (porcine transmissible gastroenteritis virus)
PRCoV (porcine respiratory coronavirus)

PEDV (porcine epidemic diarrhea virus)

CCoV (canine coronavirus)

FCoV (feline coronavirus)

FIPV (feline infectious peritonitis virus)

RbCoV (rabbit coronavirus)

HCoV-0C43 (human coronavirus OC43)
HCoV-HKU1 (human coronavirus HKU1)

HECoV (human enteric coronavirus)

HEV (porcine hemagglutinating encephalomyelitis coronavirus)
BCoV (bovine coronavirus)

CRCoV (canine respiratory coronavirus)

MHV (murine hepatitis virus)

RtCoV (rat coronavirus)

SARS-CoV (severe acute respiratory syndrome coronavirus)
SL-CoV (SARS-like coronavirus)

IBV (avian infectious bronchitis virus)
TCoV (turkey coronavirus)
PhCoV (pheasant coronavirus)

Wirt

Mensch
Mensch
Schwein
Schwein
Schwein
Hund
Katze
Katze
Kaninchen

Mensch
Mensch

Mensch
Schwein
Rind
Hund
Maus
Ratte

Mensch
Zibetkatze

Huhn
Truthahn
Fasan

®Einige Vetreter wurden bislang nur molekularbiologisch nachgewiesen und nicht als vermehrungsfihige

Viren isoliert. Darunter fallen Fledermauscoronaviren, die mit SARS-CoV verwandt sind und solche, die

der Gruppe 1-Coronaviren zuzuordnen sind.
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Der Nachweis von Viren mit hoher Sequenzhomologie zu SARS-CoV in exotischen
Tieren, die auf chinesischen Lebensmittelmarkten oftmals als Delikatessen angeboten
werden, deutet auf eine zoonotisches Ereignis, welches wahrend der Entstehung der SARS
Epidemie stattgefunden hat (Guan et al., 2003). Es wird angenommen, dass die Zibetkatze
(Familie Viverridae, Unterordnung Fissipedia), einem engen Verwandten der Felidae, als
Zwischenwirt diente. Genetische Verdnderungen des Virus in der Zibetkatze ermdglichten
vermutlich die Ubertragungen von Tier-zu-Tier und Mensch-zu-Mensch (Li et al., 2005a;
Song et al,, 2005). Mit dem Nachweis SARS-dhnlicher Coronaviren (SL-CoV) in chinesischen
Hufeisenfledermdusen (Rhinolophus sinicus; Familie Rhinolophidae, Unterordnung
Microchiroptera) ist ein natiirlicher Wirt des SARS-CoV identifiziert worden. Diese Viren
weisen im Vergleich zum SARS-CoV aus dem Menschen und der Zibetkatze eine grofiere
genetische Variabilitdt auf und bilden ein eindeutiges phylogenetisches Cluster mit dem
SARS-CoV in der Gruppe 2B-Coronaviren, die mit den bekannten Gruppe 2-Coronaviren
entfernt verwandt sind. Fledermauscoronaviren wurden bislang nur molekularbiologisch
nachgewiesen, nicht als vermehrungsfiahige Viren. Unter den identifizierten Coronaviren
sind auch Vertreter, die mit SARS-CoV nicht verwandt sind, sondern der Gruppe 1-

Coronaviren zuzuordnen sind (Lau et al,, 2005; Li et al., 2005b).

1.1.2 Virusmorphologie und Genomstruktur

Coronaviren sind behiillte, pleomorphe, meist spharische Partikel mit einem
Durchmesser von 80-160 nm. Sie tragen charakteristische ca. 20 nm lange keulenformige
Oberflachenprojektionen, die die Viruspartikel im Elektronenmikroskop wie von einem
Strahlenkranz (lat. Corona) umgeben erscheinen lassen (Siddell et al., 1983). Abb. 1-1 zeigt
eine schematische Darstellung eines Coronaviruspartikels. Die Oberflachenprojektionen, die
namensgebend fir diese Virusfamilie waren, sind auf das glykosylierte Spike- oder
Oberflachen (engl.: surface)-Protein (S-Protein) zuriickzufiihren, welches in die Virushiille
eingebaut ist. Das Nukleokapsid-Protein (N-Protein) bildet zusammen mit der viralen RNA
das Nukleokapsid und ist von der Virushiille umgeben. Das Nukleokapsid wurde als helikal
beschrieben, allerdings wird auch eine ikosaedrische Form diskutiert (Risco et al., 1996; Lai
und Cavanagh, 1997). In die Virusmembran sind neben dem S-Protein noch ein weiteres
Glykoprotein - das Membranprotein M (M-Protein), und bei einigen Viren der Gruppe 2,
das =zusatzliche das Hamagglutinin-Esterase(HE)-Protein eingelagert. Ein weiteres

Membranprotein ist das nicht-glykosylierte Membranprotein E (E-Protein), welches in
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wesentlich geringerer Menge in der Hiille von Coronaviren vorkommt. (Strukturproteine
der Coronaviren siehe 1.1.3). Das positiv-strangige, nicht-segmentierte RNA-Genom hat eine
Grofde von 27-32 kb und reprasentiert unter den RNA-Viren das bisher grofdte bekannte
Genom. Es enthilt einen ungewohnlich groflen offenen Leserahmen, aus dem die RNA-
Polymerase und andere nicht-strukturelle Proteine hervorgehen (etwa 20 kb). Das RNA-
Genom tragt eine CAP-Struktur und ist polyadenyliert. Die Reihenfolge der Gene, die fiir die
Polymerase (pol) und die Strukturproteine kodieren, ist 5°-pol-S-E-M’-N-3" und diese
Anordnung ist bei allen Coronaviren gleich. Daneben konnen aber eine Vielzahl von
zusatzlichen Genen zwischen dem pol- und den Strukturgenen inseriert sein, die fiir weitere
Struktur- und Nichtstrukturproteine mit zum Teil unbekannter Funktion kodieren (Siddell,

1995).

| Spike-Protein (S) 8$EE§ 1
¥ Membran-Protein (M) Gruppe 3

Envelope-Protein (E) [
= Nukleokapsid-Protein (N)

| Hemagglutinin/Esterase-Protein (HE)

g Einzelstrangige RNA

Abb. 1-1: Schematische Darstellung eines Coronaviruspartikels. Die rechte Halfte stellt
ein Viruspartikel der Gruppe 2A dar (siehe Tabelle 1-2), dessen Vertreter als
zusatzliches Strukturprotein das HE-Protein besitzen.

1.1.3 Strukturproteine der Coronaviren

Die stark basischen N-Proteine der Coronaviren haben eine Linge von 377-455
Aminosduren mit einem Molekulargewicht von 45-63 kDa. Sie besitzen viele Serine (7-11
%), die posttranslational phosphoryliert werden (Laude und Masters, 1995). Trotz

Ahnlichkeiten sind die N-Proteine der unterschiedlichen Coronaviren nur begrenzt homolog
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(Lapps et al., 1987). Wahrend des Replikationszyklus der Coronaviren wird das N-Protein in
groflen Mengen synthetisiert, wo es eine wichtige Rolle wahrend der spezifischen
Verpackung des viralen Genoms spielt. Dabei wird das Nukleokapsid mit einem
Durchmesser von ~10-15 nm und einer Liange von mehreren 100 nm gebildet, dessen
makromolekulare Struktur im Elektronenmikroskop sichtbar wird (de Haan und Rottier,
2005). Biochemische Studien haben gezeigt, dass das N-Protein RNA-bindende
Eigenschaften in einem 55 Aminosaurelangen Abschnitt in der N-terminalen Halfte besitzt
und es enthilt eine Doméane in der C-terminalen Halfte des N-Proteins, die fiir eine
Multimerisierung dieses Proteins verantwortlich ist (Nelson et al.,, 2000; Fan et al., 2005; Yu
et al,, 2005). Es wurde gezeigt, dass das N-Protein einzelstrangige RNA unspezifisch binden
kann, allerdings weist es eine stirkere Affinitat zu viraler RNA auf (Cologna und Hogue,
1998). Die N- und M-Proteine interagieren iliber ihre Carboxytermini miteinander welches
zu einer spezifischen Genom-Enkapsidierung im knospenden Viruspartikel fiihrt (Kuo und
Master, 2002). Neben der strukturellen Bedeutung ist das N-Protein bei der viralen RNA-
Transkription, Replikation und Modulation des Wirtszellmetabolismus beteiligt. (Baric et
al., 1988; Stohlman et al., 1988; Masters, 1992; Almazan et al., 2004; Surjit et al., 2004,
2006). Das N-Protein ist auch ein wichtiger diagnostischer Marker bei einer Coronavirus-
Erkrankung und ein starkes Immunogen, welches eine schiitzende Immunantwort induziert

(Leung et al., 2004).

Die M-Proteine der Coronaviren kommen im Viruspartikel in grofiter
Kopienzahl vor und haben ein Molekulargewicht von 20-38 kDa (Ubersichtsarbeit s. Rottier,
1995). Das M-Protein triagt entweder N- oder O-glykosidisch gebundene Oligosaccharide
und enthdlt 44-51 % hydrophobe Aminosduren. Die Struktur der M-Proteine aller
Coronaviren ist durch drei Domdnen charakterisiert: Es hat eine kurze N-terminale
Ektodomane, drei Membrandoméanen und eine grofie C-terminale Endodoméne. Das M-
Protein ist das zentrale Protein, welches den Virusassembly-Prozess organisiert, in dem es
mit sich selbst assoziiert (Klumperman et al., 1994; de Haan et al., 1998, 2000), das S- und
HE-Protein zum Einbau in die Virionen bindet (Opstelten et al., 1995; Nguyen und Hogue,
1997) und den Anteil des N-Proteins fiir die Partikelbildung selektiert, der mit der
genomischen Virus-RNA verkniipft ist (Narayanan et al., 2000). Wird das M-Protein nach
Infektion in der Zelle exprimiert, wird es als einziges virales Protein nicht bis zur
Plasmamembran transportiert, sondern akkumuliert an den Membranen des
endoplasmatischen Retikulums und des intermedidren Kompartiments. Auch in

Einzelexpression wird das M-Protein nur bis zum Cis-Golgi- oder Trans-Golgi-Netzwerk
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transportiert (Klumperman et al., 1994; Krijnse-Locker et al., 1994). Koexpressionsstudien
mit dem M- und E-Protein haben gezeigt, dass diese zwei Proteine ausreichend sind fiir die
Bildung und Freisetzung von Virus-dhnlichen Partikeln (Bos et al., 1996; Vennema et al,,

1996; Kim et al.,, 1997).

Das E-Protein der Coronaviren ist ein integrales Membranprotein und wurde
aufgrund seiner geringen Masse mit einem Molekulargewicht von 9,1-12,4 kDa und seiner
geringen Kopienzahl im Viruspartikel, im Verhaltnis zu den S-, M- und N-Proteinen, erst spat
entdeckt (Siddell, 1995). Alle E-Proteine haben eine gemeinsame Struktur: einen kurzen (7-
9 Aminosauren) hydrophilen N-Terminus, eine lange (21-29 Aminosduren) hydrophobe
Region, gefolgt von einem groflen hydrophilen C-Terminus, der etwa die Halfte bis
Zweidrittel der gesamten molekularen Masse des Proteins ausmacht (Liu und Inglis, 1991).
Uber die Topologie des E-Proteins innerhalb der Virusmembran wird kontrovers diskutiert.
Frithere Arbeiten zeigen fiir IBV eine einfach-umspannende Topologie, mit einem, in das
Golgi-Lumen gerichteten, N-Terminus und einem C-Terminus, der in das Zytoplasma
gerichtet ist (Corse und Machamer, 2000). Bei MHV gibt es Hinweise, dass das E-Protein die
Lipid-Doppelschicht zweimal durchquert, wobei sowohl der N- als auch der C-Terminus in
Richtung Zytoplasma zeigt, welches topologisch &dquivalent zu der Innenseite der
Virusmembran ist (Maeda et al., 2001). Erst kiirzlich wurde fiir das SARS-CoV E-Protein eine
kurze palindromische Haarnadelstruktur (12 Aminosduren), basierend auf in vitro-
biophysikalischen Untersuchungen, als putative Transmembranaldoméne vorhergesagt,
welche bisher einzigartig bei Coronaviren ist (Arbely et al., 2004). Das E-Protein wird
posttranslational an Cystein-Resten acyliert (Yu et al.,, 1994; Corse und Machamer, 2002)
und es wurde ebenfalls gezeigt, dass das E-Protein zu Multimeren aggregiert. Weiterhin
wird vermutet, dass es bei der Modifizierung der Wirtszellmembran-Permeabilitit und
Ionenekanal-Bildung eine Rolle spielt und somit wichtig fiir die Virusreifung ist (Torres et
al., 2006). Die Koexpression von M- und E-Protein ist fiir die Bildung von Virus-dhnlichen
Partikeln notwendig und ausreichend (Vennema et al., 1996). Neuere Untersuchungen an
rekombinanten Coronaviren - bei denen das Gen fiir das E-Protein vollstindig deletiert
wurde - zeigen, dass das E-Protein entbehrlich fiir die Virusreifung ist, diese Viren jedoch

erheblich attenuiert sind (Kuo und Masters., 2003; Dediego et al., 2007).

Die Spike- oder Surface(S)-Glykoproteine der Coronaviren formen die ca. 20 nm
langen keulenférmigen Projektionen auf der Oberflache der Virionen, die namensgebend fiir
die Coronaviren waren. Es ist ein typisches Membranprotein vom Typ 1 und hat bei allen

Coronaviren eine gemeinsame Struktur. Es besitzt nach der Neusynthese am N-Terminus
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eine Signalsequenz, die nach der Translokation ins endoplasmatische Retikulum
abgespalten wird. Das S-Protein kann in drei strukturelle Domédnen unterteilt werden: Am
N-Terminus befindet sich eine grofie Ektodomane, die den grofdten Teil des S-Proteins
ausmacht, gefolgt von einer Transmembranaldomine, die das Protein in der Virushiille
verankert, und von einem kurzen zytoplasmatischen Abschnitt am C-Terminus (siehe Abb.
1-2). Die Grofde variiert zwischen 1160 Aminosauren (IBV) und 1452 Aminosauren (FIPV)
und es hat ungespalten ein Molekulargewicht von 170-220 kDa. Das S-Protein der
Coronaviren verfiigt liber zahlreiche potentielle N-Glykosylierungsstellen (bis zu 35). Die
liberwiegende Zahl dieser Glykosylierungsmotive (Asn-Xxx-Ser/Thr) werden nach der
kotranslationalen Insertion des S-Proteins in das rER genutzt, um N-Glykane anzuhdngen.
Bei einigen Virustypen und -stimmen wird das S-Protein widhrend oder nach der
Virusreifung von zelluliren Proteasen in eine S1- und S2-Untereinheit gespalten, die
miteinander assoziiert bleiben, aber nicht kovalent verkniipft sind. Das Ausmafs der
Spaltung des S-Proteins variiert unter den Coronaviren und hangt auch von der infizierten
Zielzelle ab. Die S-Proteine der Coronaviren in Gruppe 1 werden nicht gespalten,
wohingegen das S-Protein des bovinen Coronavirus (BCoV) und fast aller murinen
Hepatitisvirusstaimme (MHV) gespalten wird. Auch beim infektidsen Bronchitisvirus der
Vogel (IBV) tritt iiberwiegend gespaltenes S-Protein auf. Die S1-Untereinheit enthélt den N-
terminalen Anteil des Molekiils und formt den globuldren Teil des Virusspikes. Er enthalt
Aminosduresequenzen, die verantwortlich sind fiir die Bindung an spezifische Rezeptoren
in der Membran empfanglicher Zielzellen. Die S2-Untereinheit entspricht dem Anteil des S-
Proteins, welcher fiir die Verankerung in die Virusmembran verantwortlich ist. Sie besitzt
innerhalb der Virusfamilie die hochste Konservierung in Bezug auf die Aminosduresequenz,
im Gegensatz zur S1-Untereinheit, die wenig Aminosdureidentitit aufweist
(Ubersichtsarbeit siehe Cavanagh, 1995). Die Ektodomine der S2-Untereinheit enthilt zwei
Regionen mit einer 4,3-hydrophoben Wiederholung (heptad repeat), die auf eine a-helikale
,coiled-coil“ Struktur hinweisen und u.a. in der Fusionsdomane von MHV vorhanden sind
(de Groot et al., 1987; Luo and Weiss, 1998). Untersuchungen weisen darauf hin, dass das S-
Protein der Coronaviren als Oligomer vorliegt, hochstwahrscheinlich als Homotrimer

(Delmas und Laude, 1990).
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SP: Signalpeptid TM: Transmembrandoméne

S1: Rezeptor-bindende Untereinheit ZA: Zytoplasmatischer Abschnitt

S2: fusogene Untereinheit

Abb. 1-2. Schematische Darstellung des coronaviralen Spike-Proteins.

Neben der Bindung an einen zelluliren Rezeptor induziert das S-Protein die
darauffolgende Fusion der viralen Lipidhiille mit der Zellmembran. Die Entfaltung der
Fusionsaktivitat ist mit einer Konformationsanderung des S-Proteins verbunden (Sturman
et al., 1990; Gallagher, 1997; Holmes et al., 2001). Durch Einzelexpression konnte gezeigt
werden, dass das S-Protein ausreichend ist fiir eine Fusion mit Zellen, die auf ihrer
Oberflache passende Rezeptoren tragen. Die Fusion vieler Coronaviren erfolgt bei einem
pH-Wert von 7 oder hoher (Vennema et al, 1990). Neben der Bindung an spezifische
Rezeptoren und der Membranfusionsaktivitit wahrend des Viruseintritts in Zellen ist das S-
Protein das Hauptziel der humoralen und zelluliren Immunantwort wahrend einer
Coronavirusinfektion (Collins et al., 1982; Williamson und Stohlman, 1990; Stohlman et al.,

1995).

Ein weiteres Oberflaichenprotein ist das HE-Protein bei einigen Vertretern der
Gruppe 2-Coronaviren. Das HE-Protein ist ein Rezeptor-zerstérendes Enzym und besitzt wie
das HEF-Protein der Influenza-C-Viren 9-0-Acetylesterase-Aktivitat (Vlasak et al., 1988a, b).
Das HE-Protein ist ein N-glykosyliertes Typ I-Membranprotein, welches iiber
Disulfidbriicken Homodimere bildet. Ein Monomer hat ein Molekulargewicht von 60-65 kDa,
das Dimer etwa 130-140 kDa. Im Vergleich zum HEF-Protein weist es auf Aminosdureebene
eine deutliche Homologie von 30 % auf. Vergleichende Untersuchungen zur
Bindungsaktivitat des S- bzw. HE-Proteins einiger Gruppe 2a Coronaviren zeigen, dass das
HE-Protein eine geringere Bindungsaffinitat zu Neu5,9Ac; aufweist als das S-Protein. Daher
wird vermutet, dass die Funktion des HE-Proteins nicht in der Bindung an Zielzellen dient,
sondern in  der Inaktivierung der  Rezeptor-Determinante  N-Acetyl-9-0O-
Acetylneuraminsiure (Kunkel und Herrler, 1993; Schultze et al., 1991a, b). Ahnlich wie bei

den Influenzaviren wird dadurch die Bildung von Virusaggregaten verhindert und ein
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Loslosen von Nachkommenviren von der infizierten Zelle ermdglicht, wodurch die

Ausbreitung der Viren erleichtert wird.

1.1.4 Replikationszyklus

Coronaviren binden zundchst iliber das S-Protein an einen spezifischen zellularen
Rezeptor. Die Bindung leitet eine Konformationsanderung im S-Protein ein, welches dann
die Fusion zwischen der viralen Membran mit zelluliren Membranen vermittelt, wodurch
das Nukleokapsid in das Zytoplasma der Zelle entlassen wird. Hier findet die Replikation der
Viren statt und ist gekennzeichnet durch einen einzigartigen diskontinuierlichen
Transkriptionsmechanismus (Ubersichtsarbeit siehe Sawicki et al, 2007). Dieser
Mechanismus beinhaltet die Synthese mehrerer subgenomischer mRNAs mit terminalen
Sequenzen, die den beiden Enden des Virusgenoms entsprechen. Die Expression der
coronaviralen Replikase-Transkriptase Gene wird durch die Translation der genomischen
RNA vermittelt. Die Replikase-Transkriptase-Proteine sind durch ORF1a und ORF1b kodiert
und werden zundchst als zwei grofde Polyproteine, ppla und pplb synthetisiert. Die
Synthese von pp1b beinhaltet eine ribosomale Rasterverschiebung wahrend der Translation
von ORFla. Wahrend oder nach der Synthese werden diese Polyproteine durch Virus-
kodierte Papain-ahnliche (PLre) und Chymotrypsin-dhnliche Proteasen in 16 Proteine
gespalten. Die Replikase-Transkriptase-Proteine, zusammen mit anderen viralen und
moglicherweise auch =zelluliren Proteinen, setzen sich zu Membran-gebundenen
Replikations-Transkriptionskomplexen (RTC) zusammen. Diese Komplexe akkumulieren an
perinukledren Regionen und sind mit Doppel-Membran-Vesikeln assoziiert. An den RTCs
werden sowohl genomische, als auch subgenomische RNAs synthetisiert. Die
diskontinuierliche = Transkription der  subgenomischen @ RNAs  wird  durch
transkriptionsregulierende Sequenzen (TRS) kontrolliert. Diese TRS befinden sich am 3’-
Ende des Virusgenoms (leader TRS) und vor jedem ORF der subgenomischen RNAs, welche
zur Translation bestimmt sind. Die subgenomischen RNAs bilden ein sog. ,nested set” und
weisen alle das gleiche 3’-Ende auf, wobei nur die am 5’-Ende gelegene ORFs translatiert
werden. Das N-Protein interagiert mit der genomischen RNA zu den Nukleokapsiden. Die
translatierten M- und E-Proteine werden im Pra-Golgi Kompartiment zurtickgehalten, wo
sie miteinander interagieren (Lim und Liu, 2001). Hier kommt es zu einer Bindung an das
N-Protein, die uber die C-terminale Domane des M-Proteins vermittelt wird. Die

Virusfreisetzung erfolgt vermutlich am intermedidren Kompartiment (ERGIC) zwischen
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dem endoplasmatischen Retikulum und Golgi-Apparat (Tooze et al, 1984; Risco et al,
1998). Die Viruspartikel werden dann in das Lumen des ERGIC abgeschniirt und durch
Transportvesikel iiber den Golgi-Apparat zur Zelloberfliche transportiert, wo sie

anschlief3end in die Umgebung entlassen werden.

1.2 Das SARS-assoziierte Coronavirus (SARS-CoV)

1.2.1 SARS: Atiologie und Pathogenese

Vor dem Erscheinen des SARS-CoV sind die prototypischen humanen Coronaviren
HCoV-229E und HCoV-0C43 besonders in den Wintermonaten die Hauptursache fiir
mildere Erkrankungen der oberen Atemwege und nur gelegentlich mit schwerwiegenden
Erkrankungen assoziiert (Makela et al, 1998). Das SARS-CoV ist das erste bekannte
Coronavirus, welches fiir lebensbedrohende Erkrankungen im Menschen verantwortlich ist.
Im Mai 2003 wurden fiir das SARS-CoV die Kochschen Postulate erfiillt. Die ersten drei
Kriterien - Isolation des Virus aus erkrankten Wirten, Kultivierung in Wirtszellen und
Beweis der Filtrierbarkeit wurde fiir das SARS-CoV durch mehrere Arbeitsgruppen gezeigt
(Poutanen et al,, 2003; Drosten et al,, 2003, Ksiazek et al,, 2003 und Peiris et al., 2003a). Die
Erfillung der letzten drei Kriterien - Herbeifithrung einer vergleichbaren Krankheit in
urspriinglichen oder verwandten Wirtsspezies, Reisolierung des Virus und Nachweis einer
spezifischen Immunantwort gegen das Virus folgte (Fouchier et al, 2003). Durch
internationalen Flugverkehr hatte sich eine schnell ausbreitende SARS-Epidemie entwickelt
und mehr als 30 Liander meldeten Krankheitsfille. Insgesamt wurden bis Juli 2003 ca. 8.100
wahrscheinliche SARS-Félle berichtet. Am meisten betroffen waren asiatische Lander. Uber
% aller SARS-Falle wurden in China, Hong Kong und Taiwan gemeldet. Eine besondere
Risikogruppe stellt das Krankenhauspersonal dar, mit ca. 20 % aller SARS-Falle weltweit
(Onlinebericht der World Health Organization, 2003a). Die Mortalitdtsrate bei einer SARS-
CoV Infektion lag durchschnittlich bei ca. 10 %, wobei in den unterschiedlichen
Altersgruppen starke Schwankungen auftreten. Kinder waren eher selten betroffen und
zeigten mildere Symptome. Bei alten Menschen lag die Mortalititsrate bei bis zu 50 %
(Peiris et al., 2003b). Durch geeignete Quarantdnemafinahmen und Einschrankungen im
Reiseverkehr, besonders im Flugbereich, konnte die SARS-Epidemie bis Juli 2003
eingeddmmt werden (Gerberding, 2003; World Health Organization, 2003b). Es wurde

spekuliert, dass es sich bei SARS um eine saisonale Erkrankung handelt, weshalb ein
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erneuter Ausbruch dieser Krankheit nicht ausgeschlossen werden kann (Normile und

Enserink, 2003).

Obwohl der Ubertragungsweg des SARS-CoV noch nicht vollstindig geklart ist, wird
das Virus iiberwiegend durch Tropfcheninfektion von infizierten Personen ibertragen
(Zhong et al,, 2003). Die meisten Neuerkrankungen erfolgten bei Personen, die in direktem
oder indirektem Kontakt zu infizierten Patienten standen, insbesondere Familienmitglieder
und Krankenhauspersonal. Eine Ubertragung des SARS-CoV durch die Luft scheint ebenso
eine Rolle zu spielen, stellt aber ein eher geringeres Risiko der Ubertragung dar. Der
Nachweis von SARS-CoV-RNA in Fizes von infizierten Personen lasst aufderdem vermuten,
dass eine Ubertragung des Virus durch fikale Verunreinigungen nicht ausgeschlossen

werden kann (Leung et al., 2003).

Die Infektion mit SARS-CoV weist einen breiten klinischen Verlauf auf, welcher
hauptsachlich durch Fieber, Atemnot, Lymphopenie und akute Atemwegsbeschwerden
charakterisiert ist, die durch eine Pneumonie ausgelést werden und besondere
Behandlungsmafdnahmen erfordern (Peiris et al., 2003b). Bei einigen Patienten wurden
neben den bisher erwdhnten Symptomen auch gastrointestinale Erkrankungen mit einer
SARS-CoV-Infektion in Verbindung gebracht und aktive Replikation des SARS-CoV wurde im
Dick- und Diinndarm nachgewiesen (Peiris et al., 2003b; Hamming et al., 2004).

Ursachen fiir die schwerwiegenden Krankheitssymptome der Lunge und die hohe
Mortalitdtsrate im Vergleich zu anderen humanen Coronaviren werden derzeit diskutiert.
Dabei wurde gezeigt, dass neben der Virusreplikation auch  immunpathologische
Konsequenzen durch die Wirtsantwort von Bedeutung sind (Ubersichtsarbeit siehe Perlman
und Dandekar, 2005). ACEZ und andere Komponenten des Renin-Angiotensin-Systems
(RAS) spielen eine entscheidende Rolle bei dem Krankheitsverlauf des akuten progressiven
Lungenversagens (ARDS; Acute Respiratory Distress Syndrome), einer entziindlichen
Lungenerkrankung bei Erwachsenen, indem sie die Schwere der Krankheit kontrollieren.
Flir das ACE2 wurde gezeigt, dass es als negativer Regulator im RAS eine Rolle spielt, die der
Funktion des Angiotensin-konvertierendem Enzyms (ACE) entgegenwirkt (Ubersichtsarbeit
siehe Kuba et al, 2006). Bei Wildtyp-Mausen, die mit dem SARS-CoV infiziert wurden,
konnte eine ausgepriagte Herabregulierung der ACE2-Expression in der Lunge
nachgewiesen werden. Ebenso fiihrte die Verabreichung von rekombinantem S-Protein zu
einer Herabregulierung der ACE2-Expression in vitro und in vivo. Wildtyp-Mause, die mit

dem SARS-CoV-S-Protein behandelt wurden, wiesen eine dhnlich akute Pathologie einer
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schweren Lungenentziindung auf, die vergleichbar mit denen von ace2-knockout-Mausen
waren. Im Gegensatz dazu wurden keine Veranderungen der ARDS-Symptome bei aceZ-
knockout-Mausen festgestellt, denen das S-Protein verabreicht wurde. Daher wird
angenommen, dass die Herabregulierung der ACE2-Expression durch eine SARS-CoV
Infektion eine wursichliche Rolle bei der SARS Pathologie und besonders beim

Krankheitsverlauf zum ARDS spielt (Ubersichtsarbeit sieche Kuba et al., 2006).

1.2.2 Das SARS-CoV S-Protein

Das Gen fiir das S-Protein des SARS-CoV kodiert fiir ein Polypeptid mit einer Lange
von 1255 Aminosduren. Am N-Terminus des S-Proteins befindet sich eine kurze
Signalsequenz vom Typ-1, bestehend aus hydrophoben Aminosduren, die sehr
wahrscheinlich wahrend der kotranslationalen Translokation durch das raue
endoplasmatische Retikulum abgespalten wird (Rota et al., 2003). Es besitzt 23 potentielle
N-verkniipfte Glykosylierungstellen, die durch Sequenzanalysen vorhergesagt wurden und
von denen mindestens 12 genutzt zu werden scheinen (Krokhin et al,, 2003). Nach dem
Transport des S-Proteins zum Golgi-Apparat und der Prozessierung zum reifen S-Protein
(ca. 200 kDa) durch Modifizierung der N-Glykane zu komplexen Oligosacchariden, wird das
S-Protein an die Oberflache von transfizierten Zellen transportiert (Hofmann et al., 2004;
Schwegmann-Wef3els et al., 2004). Untersuchungen weisen daraufhin, dass das S-Protein
einiger Coronaviren ein intrazelluldres Retentionssignal im zytoplasmatischen Abschnitt
enthdlt und es durch den stark verlangsamten Transport im Golgi-Apparat zu einer
Akkumulation von S-Protein in diesem Kompartiment kommt (Vennema et al., 1990). Ein
solches Tyrosin-abhangiges Signal (YXXI) konnte im zytoplasmatischen Abschnitt des S-
Proteins von TGEV nachgewiesen werden, welches jedoch in der korrespondieren Region
des SARS-CoV-S-Proteins nicht zu finden ist (Schwegmann-Wefiels et al, 2004).
Biochemische Untersuchungen von transfizierten Zellen zeigen, dass das S-Protein als
ungespaltenes Homotrimer vorliegt und dies vermutlich auch der Fall im Viruspartikel ist
(Song et al., 2004). Eine Spaltung des S-Proteins in die Untereinheiten S1 und S2 wéhrend
einer Infektion wurde bisher nicht gezeigt, allerdings wird vermutet dass sie erfolgt und
auch notwendig ist, um eine Fusions-kompetente Konformationsdnderung von S2 zu
ermoglichen (Li et al,, 2006). Die Trypsin-Behandlung von rekombinantem S-Protein fiihrte
zur Spaltung des S-Proteins wobei eine Spaltstelle durch N-terminale Sequenzierung

identifiziert wurde, die der von MHV entspricht (Li et al., 2006). Durch die Behandlung von



14 Einleitung

Zellen mit lysosomotropen Substanzen wie Ammoniumchlorid konnte eine Infektion nicht
unterbunden werden, auch nicht, wenn Zell-gebundene SARS-Pseudoviren zusatzlich mit
Trypsin, Thermolysin oder Elastase behandelt wurden (Matsuyama et al., 2005; Simmons et
al,, 2005). Desweiteren fithrte die Inhibierung von Cathepsin L zur Hemmung der SARS-
CoV-Infektion weshalb angenommen wird, dass eine wichtige funktionelle Spaltung des S-
Proteins im Endosom erfolgt (Simmons et al., 2005). Die Beobachtung, dass Trypsin-
Spaltung die Fusion und den Viruseintritt nur férdert, wenn ACE2 gebunden ist, deutet
zudem auf eine Rezeptor-vermittelte Konformationsanderung des S-Proteins (Simmons et

al, 2004).

Das SARS-CoV S-Protein ist ein typisches Fusionsprotein vom Typ 1. In der
C-terminalen Halfte befinden sich zwei heptad repeat Sequenzen (HR1 und HR2), die ein
hohes Mafd an Sequenzkonservierung zu anderen Coronaviren aufweisen und durch eine
Konformationsidnderung fiir die Fusion der viralen Membran mit zelluliren Membranen
verantwortlich sind (Ingallinella et al, 2004). Fir Typ-1-Fusionsproteine wird
angenommen, dass ein Fusionspeptid in der N-terminalen Region die Interaktion zwischen
der Virus- und Zellmembranen vermittelt und die Fusion einleitet. Fiir das SARS-CoV S-
Protein wird ein solches Fusionspeptid in der S2-Untereinheit vermutet, welches aus 19
hydrophoben Aminosduren (Aminosduren 770-788) besteht. Es wurde gezeigt, dass dieses
Peptid in die Membran von grofien unilamellaren Vesikeln (LUVs) integriert und zum
Auslaufen des Vesikelinhalts fithrt (Sainz et al,, 2005). Das SARS-CoV gelangt vermutlich
tiber Endozytose in das Zytoplasma der Zelle (Simmons et al., 2005) und die Infektion lasst
sich durch die Behandlung mit Chlorpromazin inhibieren, was auf einen Clathrin-
vermittelten Mechanismus hindeutet (Inoue et al, 2007). Es wurde allerdings auch
beschrieben, dass eine direkte Fusion mit der Plasmamembran erfolgt, wenn Zell-
gebundenes Virus mit Proteasen, wie z.B. Trypsin, Thermolysin und Elastase behandelt
wurde. Dieses Vorgehen fiihrt im Vergleich zum endosomalen Weg zu einer 100- bis 1000-
fach effizienteren Infektion. Das deutet daraufhin, dass das SARS-CoV zwei unterschiedliche
Eintrittswege nutzen kann, um in die Zelle zu gelangen. Unter der Beriicksichtigung, dass
Elastase, ein wichtiger Bestandteil der unspezifischen Immunantwort der Lunge ist, kann
moglicherweise die starke Vermehrung des SARS-CoV und die daraus resultierende

Schadigung des Lungengewebes erklart werden (Matsuyama et al., 2005).
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1.2.3 Zellulare Rezeptoren des SARS-CoV und Tropismus

Als funktioneller Rezeptor fiir das SARS-CoV wurde das Angiotensin-konvertierende
Enzym 2 (ACE2) unabhéngig von zwei Arbeitsgruppen identifiziert (Li et al., 2003; Wang et
al,, 2004). ACEZ2 ist wie die Aminopetidase N (APN), der Rezeptor fiir die meisten Gruppe 1-
Coronaviren, eine Zink-Metalloprotease. Es konnte gezeigt werden, dass die Rezeptor-
Bindungsstelle, analog zu anderen Coronaviren, in der N-terminalen Hélfte des S-Proteins
liegt. Der Bereich wurde auf die Aminosduren 270-510 eingegrenzt und Fragmente mit
einer Liange von 193 bzw. 240 Aminosduren aus diesem Bereich der Ektodoméne des
S-Proteins haben sehr effizient an ACE2-exprimierende Zellen gebunden (Babcock et al,
2004; Wong et al,, 2004). Das humane SARS-CoV und das SARS-CoV aus der Zibetkatze
unterscheiden sich nur in sechs Aminosduren innerhalb der Rezeptor-bindenden Doméane
(RBD) des S-Proteins. Uber die Interaktion zwischen Rezeptor und S-Protein ist bekannt,
dass die Aminosauren 479 und 487 in der RBD des S-Proteins wichtig fiir die Interaktion mit
ACE2 sind. Substitutionen dieser zwei Aminosauren im humanen S-Protein mit solchen aus
dem Zibetkatzen-S-Protein (N479K/T487S) hat eine Pseudovirus-Infektion von Zellen, die
humanes ACE2-exprimieren, fast vollstindig aufgehoben. Umgekehrt fiihrte die Einfithrung
dieser Aminosauren in das S-Protein der Zibetkatze zu einer Infektion von Zellen, die das
humane ACE2 exprimieren. Daher wird angenommen, dass die Aminosduren 479 und 487
des S-Proteins wichtige Determinanten fiir den SARS-CoV Tropismus sind und
Verianderungen an diesen Positionen auch entscheidend waren fiir die Ubertragung von Tier
auf den Menschen (Li et al, 2005a; Qu et al, 2005). Als weiterer Rezeptor wurde das
humane CD209L, ein Lektin vom Typ-C (auch bezeichnet als L-SIGN, DC-SIGNR und DC-
SIGN2), identifiziert (Jeffers et al., 2004). ACE2-negative Zellen, die mit CD209L transfiziert
wurden, waren anschlieflend empfianglich fiir eine SARS-CoV Infektion, allerdings in
erheblich geringerem Mafie als eine ACE2-vermittlete Infektion (Jeffers et al, 2004). Es
wurde gezeigt, dass das S-Protein auch mit dem Lektin DC-SIGN interagieren kann.
Allerdings ist es alleine nicht in der Lage eine Infektion zu vermitteln, fithrt aber zu einer
verstarkten Infektion, wenn die Zielzellen ebenfalls den funktionellen Rezeptor ACE2
exprimieren. Es wurde auch gezeigt, dass dendritische Zellen in der Lage sind, die
Ubertragung des Virus in Zielzellen zu ermoglichen, wobei dafiir vermutlich andere
Faktoren als DC-SIGN verantwortlich sind (Ubersichtsarbeit siehe Hofmann und Pohlmann,

2004)
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1.3 Das Virus der vesikuldaren Stomatitis als Pseudovirus

Virus der vesikuldren Stomatitis (VSV) ist ein prototypischer Vertreter der Familie
Rhabdoviridae, Genus Vesiculovirus. VSV wurde in der Vergangenheit haufig als
Modellsystem zur Untersuchung der Virusreplikation und Zusammensetzung behiillter
RNA-Viren verwendet und ist daher ein gut charakterisierter Vertreter der behiillten RNA-
Viren. VSV kann in vielen unterschiedlichen Zelltypen vermehrt werden, wobei haufig grofde
Virusmengen freigesetzt werden (Rose und Whitt, 2001). 1995 ist es das erste Mal gelungen,
rekombinantes VSV durch die Klonierung der vollstindigen Nukleinsduresequenz in
Plasmiden zu erzeugen (Lawson et al., 1995; Whelan et al., 1995). In den folgenden Jahren
wurde gezeigt, dass Fremdproteine durch rekombinantes VSV exprimiert werden konnen,
und dass mehr oder weniger effizient eine Inkorporation der Fremdproteine in die
Viruspartikel erfolgt. Dies wurde z.B. fiir zellulares CD4 (Schnell et al., 1996), die gag- und
env-Proteine des humanen Immundefizienzvirus (Johnson et al,, 1997; Rose et al., 2000,
2001; Haglund et al,, 2000, 2002) und das Hamagglutinin- und Neuraminidase-Protein des
Influenza-A-Virus (Kretzschmar et al., 1997; Roberts et al., 1998, 1999) gezeigt. VSV besitzt
neben der Eigenschaft als Targeting-Vektor auflerdem ein Potential als
Vakzinierungsvektor. So waren Maduse nach einer intranasalen Inokulation mit
rekombinantem VSV, welches das Hamagglutinin des Influenza-A-Virus in der Virushiille
enthdlt, vor einer Influenza-A-Virusinfektion geschiitzt (Roberts et al., 1999). Eine weitere
Einsatzmoglichkeit stellt VSV bei der Untersuchung von Glykoproteinen anderer Viren dar,
bei denen eine Virusanzucht bisher nicht mdglich war oder mit einem besonderen
Gefahrdungspotential assoziiert ist. So wurde ein rekombinantes VSV erzeugt, bei dem das
Gen flr das G-Protein durch das Gen fiir das griin-fluoreszierende Protein (GFP) ersetzt
wurde und mit dem Glykoprotein des Ebolavirus in trans komplementiert wurde (Takada et
al, 1997). Diese Pseudoviren ermoglichten die Identifizierung von Determinanten der
Zelloberflache, die bei der Ebolavirusinfektion eine wichtige Rolle spielen. So konnte eine
fusogene Domidne im Ebola-Glykoprotein unter Standardsicherheitsbedingungen

identifiziert werden (Ito et al., 1999).
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Abb. 1-3. Darstellung des VSV-Genoms und Schema zur Erzeugung von Pseudoviren,
die das SARS-CoV-S-Protein enthalten. Zur Erzeugung der Pseudoviren werden
BHK21-Zellen mit Plasmiden transfiziert, die fiir das SARS-CoV-S-Protein kodieren.
Nach 24h werden die S-exprimierenden Zellen mit VSV-AG-G infiziert. Die S-
haltigen Pseudoviren werden in den Uberstand der infizierten Zellen abgegeben
und stehen nach Reinigung fir Infektionsversuche zur Verfiigung. Empfangliche
Zielzellen exprimieren nach der Infektion mit VSV-AG-S das griin-fluoreszierende
Protein (eGFP).

In der Literatur wurden bereits SARS-Pseudoviren beschrieben, die das S-Protein in
der Hille des Viruspartikels tragen und sich von Lentiviren, bzw. von VSV ableiten
(Simmons et al.,, 2004; Hofmann et al., 2004; Fukushi et al,, 2005). Pseudoviren, die sich von
Lentiviren ableiten lassen, haben den Nachteil, dass es wihrend der Replikation zu einer
Integration des Fremdgens in Zellen kommt. Dies ist ein wichtiger Sicherheitsaspekt, der
beriicksichtigt werden muss. Bei Pseudoviren, die sich von VSV ableiten lassen, spielt dieser
Aspekt keine Rolle, wodurch die Verwendung von VSV-Pseudoviren sicherer ist. Ein
weiterer Nachteil der lentiviralen SARS-Pseudoviren ist, dass nur relativ geringe Virustiter
erreicht wurden (Simmons et al., 2004) im Vergleich zu dem System, welches in unserer
Arbeitsgruppe etabliert wurde. Fiir VSV-Pseudoviren ist es sehr wahrscheinlich, dass durch

die Etablierung einer Zelllinie, die stabil das SARS-CoV-S-Protein exprimiert, noch hohere
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Titer erreicht werden konnten. So wurde in unserer Arbeitsgruppe eine Zelllinie etabliert,
die das VSV-G-Protein nach Induktion stabil exprimiert. Dadurch wurde gegeniiber einer
transienten Expression des G-Proteins ein 100-fach héherer Virustiter erreicht (Hanika et
al., 2005). Arbeiten in unserer Gruppe haben gezeigt, dass S-haltige Pseudoviren, die sich
von VSV ableiten lassen, fiir viele verschiedene Anwendungen geeignet sind. Abb. 1-3 zeigt
schematisch die Erzeugung S-haltiger Pseudoviruspartikel, die sich von VSV ableiten lassen.
Der Einsatz von replikationsdefekten, S-haltigen SARS-Pseudoviren erlaubt die
Untersuchung der Rolle des S-Proteins in der Frithphase der Infektion unabhingig von
anderen viralen Proteinen. Die funktionelle Charakterisierung von Mutationen des S-
Proteins, die ein genaueres Bild liber die Bindung an den Virusrezeptor ACE2 ergeben, ist
nur ein Beispiel fiir eine Anwendungsmaoglichkeit. S-Proteinvarianten kdnnen relativ leicht
erzeugt werden, ohne die Notwendigkeit eines reversen genetischen Systems, dessen
Etablierung sehr zeitaufwendig ist und die Sicherheitsstufe S-3 erfordert. Auch sind
Untersuchungen zum Tropismus des SARS-CoV moglich und diese Viren konnen ebenso zur
Identifizierung von Hemmstoffen und neutralisierenden Antikérpern herangezogen werden,

die den S-vermittelten Eintritt des SARS-CoV beeinflussen.

1.4 Zellpolaritat und Viruseintritt

Viren sind obligate, intrazelluldre Parasiten, deren Replikation entscheidend von der
Ubertragung des Virusgenoms von infizierten Organismen auf nicht-infizierte Organismen
abhangt. Haufig erfolgt bei umbhiillten Viren zunichst die spezifische Bindung an einen
zelluldren Rezeptor gefolgt von der direkten Fusion der viralen Membran mit der
Plasmamembran von Epithelzellen oder nach Endozytose mit der endosomalen Membran.
Daher ist die erste Hiirde, die ein Viruspartikel iberwinden muss, die Uberwindung der
zelluliren Membran, um die Virusgene in das Zytosol oder den Zellkern zu entlassen
(Ubersichtsarbeit siehe Compans und Herrler, 2005). Bei dem Epithel handelt es sich um
ein- oder mehrlagige Zellschichten, die fast alle inneren und dufieren Kérperoberflichen
vielzelliger tierischer Organismen bedecken. Differenzierte Epithelzellen liegen als dicht
beieinander liegender Zellverbund vor, die durch Kontaktstrukturen (tight junctions)
miteinander verbunden sind und durch eine polare Differenzierung funktionell

unterschiedliche Membrandomanen aufweisen (siehe Abb. 1-4).
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Die apikale Membran, die eine vergleichsweise starre Struktur aufweist, ist dem
Lumen zugewandt und steht daher in Kontakt mit der dufieren Umgebung und dient als
natiirliche Barriere zum Schutz des Organismus. Die basolaterale Domaédne steht in
Verbindung mit dem inneren Milieu und wird von dieser Seite mit Nahrstoffen versorgt.
Zudem erfolgt liber diese Domidne die Kommunikation mit benachbarten Zellen und
Geweben. Tight junctions befinden sich in der Nahe der apikalen Doméne und verbinden
angrenzende  Epithelzellen dicht miteinander. Sie verhindern, dass sich
Membranbestandteile, wie z.B. Lipide und Membranproteine der apikalen bzw. der
basolaterale Domadne miteinander vermischen (Tsukita et al., 2001). Dies fiihrt dazu, dass
die beiden Membrandoméanen unterschiedliche Protein- und Lipidzusammensetzung der
beiden Membrandomdnen aufrechterhalten werde und deshalb an unterschiedlichen
physiologischen Prozessen beteiligt sein koénnen (Simons und Fuller, 1985). Die
unterschiedlichen Zusammensetzungen der beiden Domanen wird durch die gerichtete

Sortierung unterschiedlicher Transportvesikel bewirkt (Jacob und Naim, 2001).

Apikale Plasmamembran

Lysosom

Golgi-Apparat Transportvesikel

o
[ {ua..;o'\:.
Zytoplasma I' M"

Raues endoplasmatisches

Zellkern Retikulum

Basolaterale Plasmamembran

Abb. 1-4. Schematische Darstellung einer polarisierten Epithelzelle im Zellverbund.

Die Polaritat dieser Zellen bestimmt sowohl die frithe als auch die spate Phase
viraler Infektionen. Bei der frithen Phase spielt die An- bzw. Abwesenheit geeigneter
Rezeptoren eine Rolle und die polarisierte Verteilung dieser Strukturen entscheidet, ob eine
Zelle empfinglich oder resistent fiir eine Infektion ist (Ubersichtsarbeit siehe Compans und

Herrler, 2005). Die Infektion von Viren, die {Uber den respiratorischen und
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gastrointestinalen Weg Zellen infizieren, kann am besten erkldart werden, wenn geeignete
Rezeptoren auf der apikalen Seite vorhanden sind. Beispiele fiir apikale Infektionen sind
Influenzaviren, die Oberflichen-gebundene Sialinsduren erkennen (Fuller et al., 1985;
Schultze et al,, 1996), und TGEV, welches an die porzine Aminopeptidase N bindet, welches
auf der apikalen Seiten von Enterozyten vorkommt (Rossen et al, 1994; Hansen et al,,
1998). Einige Viren, wie z.B. VSV und Herpes Simplex-Virus, infizieren liberwiegend iiber die
basolaterale Domane, wobei diese Viren Mechanismen entwickelt haben miissen, um die
epitheliale Barriere zu iiberwinden. Moéglicherweise nutzen sie Lisionen des Epithels, wo
die polare Differenzierung teilweise zerstort ist und zelluldre Strukturen dadurch
zuganglich werden (Fuller et al, 1984; Schelhaas et al, 2003). Einige Viren, z.B. das
Poliovirus, kénnen Zellen iiber die serosale und luminale Seite infizieren. Obwohl der
Poliovirus-Rezeptor, ein  strukturelles Homolog  der  Nektin-Familie  von
Adhasionsmolekiilen, iiberwiegend auf der basolateralen Seite von Epithelzellen vorkommt,
ist ein geringer Anteil auch auf der apikalen Seite vorhanden und ausreichend fiir eine

Infektion iiber diese Domane (Tucker et al., 1993).

Die Bedeutung der polarisierten Differenzierung spielt auch eine wichtige Rolle bei
der Reifung und Freisetzung von Nachkommenviren in Epithelzellen. Dabei ist besonders
der gerichtete Transport neu-synthetisierter Glykoproteine behiillter Viren zu nennen, die
sich an der Membran anreichern, wo sie mit viralen Kapsiden assoziieren und den

Knospungsprozess einleiten (Ubersichtsarbeit siehe Compans und Herrler, 2005)

1.5 Detergenz-resistente Membranen oder lipid rafts

Ausgehend von der Beobachtung, dass biologische Membranen keine starren
Strukturen sind und Lipide und viele Membranproteine sich in permanenter lateraler
Bewegung befinden, wurde das Modell zur Organisation der Plasmamembran, das fliissige
Mosaik (fluid mosaic)-Modell, von Singer und Nicolson 1972 entwickelt. Dieses Modell
beschreibt die Lipiddoppelschicht als eine zweidimensionale Losung gerichteter Lipide und
globulérer Proteine. Lipide und integrale Membranproteine kdnnen lateral ungehindert in
der Lipidmatrix diffundieren (laterale Diffusion) und sind homogen iiber diese verteilt,
sofern dies nicht durch spezifische Wechselwirkungen unterbunden wird (Singer und
Nicolson, 1972). Aus heutiger Sicht miissen biologische Membranen jedoch als ein Mosaik

mit unterschiedlichen Lipid-Domanen betrachtet werden.
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1.5.1 Lipid raft- Konzept

In der Plasmamembran verschiedener eukaryotischer Zellen sind Membranbereiche,
die sich in ihrer Lipid- und Proteinzusammensetzung von der restlichen Membran
unterscheiden. Diese auch als lipid rafts bezeichneten Domdnen weisen einen erhdhten
Anteil an Cholesterol und Sphingolipiden (Sphingomyelin und Glykosphingolipide) auf und
sind im exoplasmatischen Teil der Lipid-Doppelschicht angereichert, im zytoplasmatischen
Teil enthalten sie vermutlich iiberwiegend Phospholipide mit gesattigten Fettsdureketten
und Cholesterol (siehe Abb. 1-5; Ubersichtsarbeiten tiber lipid rafts siehe Simons und
Ikonen, 1997; Brown und London, 1998; Simons und Toomre, 2000).
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Abb. 1-5: Modell der lipid rafts in der Zellmembran.

Diese Domdnen werden als rafts (engl.: raft = Floss) bezeichnet, da sie als
schwimmende Inseln betrachtet werden kénnen, die sich frei in der fluiden Mosaikstruktur
der Lipiddoppelschicht nach dem Modell von Singer und Nicolson ,bewegen“ konnen. Dabei
konnen separate rafts sich zu grofieren rafts-Clustern zusammensetzten bzw. voneinander
separiert werden, wodurch die Grofie dieser Membrandoménen dufierst dynamisch ist

(Pralle et al., 2000).
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Neben Cholesterol und Sphingolipiden enthalten lipid rafts Proteine mit rafts-
Affinitdit. So sind in diesen Dominen Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-verankerte
Proteine (Chatterjee und Mayor, 2001), doppelt-acylierte Proteine wie Mitglieder aus der
Familie der Src-Tyrosinkinasen (Simons und Toomre, 2000) und palmitoylierte und
myristoylierte Proteine wie z.B. Flotilline (Rajendran et al, 2003) angereichert. GPI-
verankerte Proteine interagieren iliber ihre langen Fettsdureketten des C-terminalen GPI-
Ankers mit lipid rafts (Harder und Simons, 1997). Uber die genauen Mechanismen, wie
Transmembranproteine mit lipid rafts interagieren, ist wenig bekannt. Palmitoylierung kann
die Affinitat eines Membranproteins fiir lipid rafts erhohen, allerdings ist dies nicht
ausreichend fiir eine Assoziation mit diesen Domanen und nicht alle transmembranalen
rafts-Proteine sind palmitoyliert (Melkonian et al., 1999). Vermutlich assoziieren Proteine
mit lipid rafts in unterschiedlichem Ausmaf miteinander und monomere Membranproteine
konnen eine geringe Affinitit zu lipid rafts haben und sind iiberwiegend aufderhalb der rafts
anzutreffen. Wenn solch ein Protein allerdings durch einen Liganden kreuzvernetzt wird
oder oligomerisiert, kann die Affinitat fiir rafts erhoht werden (Harder et al., 1998). Obwohl
die Existenz von lipid rafts in biologischen Membranen diskutiert wird, ist die Existenz von
spezifischen Membran-Mikrodoméanen allgemein anerkannt und hat das Verstandnis der
Membranorganisation nachhaltig gepragt. Viel zum Verstindnis von lipid rafts haben
Untersuchungen von Liposomen und Modellmembran-Systemen beigetragen, deren
Lipidzusammensetzung frei definierbar ist (Ubersichtsarbeiten siehe Edidin, 2003; Simons
und Vaz, 2004; London, 2005). In Modelmembranen, die aus einer Phospholipid-
Sphingolipid-Mischung bestehen, tendieren die Sphingolipide dazu sich von den
Phospholipiden zu separieren und lagern sich zu dichten Mikrodoménen zusammen. In der
Gegenwart von Cholesterol werden die Sphingolipide zu rafts kondensiert und bilden eine
deutlich geordnete Phase (1,), die von einer flexibleren und weniger geordneten Phase (l4)
umgeben ist und durch hohe laterale Mobilitit gekennzeichnet ist (Crane und Tamm, 2004;
Bacia et al,, 2005). Im Gegensatz zur geordneten l,-Phase enthélt die ungeordnete 14-Phase
Glyzerophospholipide mit iiberwiegend ungesattigten, abgeknickten Fettsdureketten. Die
kompakte Organisation der l,-Phase lasst sich durch die gesittigten Fettsdureketten der
Sphingolipide und Phospholipide erkldren, wodurch diese sich lateral dicht
aneinanderlagern kénnen und durch schwache Interaktionen zwischen den Kohlenhydrat-
Kopfgruppen zusammengehalten werden. Obwohl die genaue Interaktion von Cholesterol
mit Sphingolipiden ungeklart ist, wird angenommen, dass Cholesterol die Sphingolipid-
Interaktion stabilisiert, indem es sich bevorzugt in dem Raum zwischen den gesattigten

Fettsdureketten der Sphingolipide einlagert (Ubersichtsarbeit siehe Simons und Ikonen,
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2000). Cholesterol wird dabei als wesentlicher Bestandteil zur Aufrechterhaltung der zwei
Phasen angesehen und das Entfernen von Cholesterol aus lipid rafts, z.B. durch die
Behandlung mit Methyl-B-Cyclodextrin (MBCD), fiihrt zur Dissoziation von rafts-
assoziierten Proteinen und Lipiden. Biologische Funktionen, die von intakten rafts abhangig

sind, sind daraufhin blockiert.

Lipid rafts wurden urspriinglich auch als Detergenz-resistente Membranen (DRMs)
bezeichnet. Andere Bezeichnungen fiir rafts sind Detergenz-unlésliche, Glykolipid-
angereicherte Membranen (DIGs, detergent-insoluble glycolipid-enriched membranes) oder
Triton-unlésliche, flotierende Fraktionen (TIFF). Diese Bezeichnungen basieren auf den
biochemischen Eigenschaften der Membrandoméne, die relativ unldslich in nicht-ionischen
Detergenzien, wie z.B. Triton-X-100, bei niedrigen Temperaturen ist. Nach Behandlung mit
kalten Detergenzien kdnnen die Lipide der geordnete l,-Phase, aufgrund ihrer hohen
Lipiddichte, und die mit ihr assoziierten Proteine aus den Fraktionen mit geringer Dichte
isoliert werden und befinden sich nach Ultrazentrifugation in der oberen Halfte eines 5-30
%-igen Saccharose-Dichtegradienten (Brown und Rose, 1992). Eine dhnliche, etwas
vereinfachte Definition von rafts ist das 1 % Triton-X-100-unlosliche Material, welches sich
nach Ultrazentrifugation an der Grenzfliche eines 5/30 %-igen Saccharose-
Stufengradienten befindet (Hope und Pike, 1996). DRMs scheinen sich direkt von rafts
ableiten zu lassen, da sie mit Sphingolipiden und Cholesterol angereichert sind und sich in
der l,-Phase befinden, wenn sie aus eukaryotischen Zellen isoliert werden. Obwohl die
Isolierung von DRMs die haufigste biochemische Methode ist, um lipid rafts zu
charakterisieren, unterliegt sie einigen Einschrankungen. Die DRM-Fraktionen sind
Aggregate, die samtliche zelluldre raft-Domanen enthédlt und daher nicht den natiirlichen
Zustand von Lipid rafts in Zellmembranen darstellt (Munro, 2003). Neuere Methoden
erlauben die Analyse von Lipid rafts in lebenden Zellen. Mit Hilfe der fluorescence resonance
energy transfer Technik (FRET) (Kenworthy et al, 2000), der single molecule microscopy
(Schutz et al,, 2000) und der photonic force microscopy (Pralle et al., 2000) konnten Fragen
hinsichtlich der Grof3e und Struktur von nativen ratfs an der Oberflache von lebenden Zellen

beantwortet werden.

1.5.2 Funktionelle Eigenschaften der lipid rafts

Der Nachweis, dass apikale Membrandoméanen in polarisierten Epithelzellen im

Vergleich zu basolateralen Membrandoménen stark mit Glykosphingolipiden angereichert
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sind, filhrte zu den ersten funktionellen Untersuchungen von Membranmikrodomanen
(Rodriguez-Boulan et al, 1978). Es wurde vermutet, dass die unterschiedliche
Zusammensetzung der Membran auf die Sortierung von Lipiden und Proteinen in speziellen
Mikrodomédnen des Trans-Golgi-Netzwerkes (TGN) und durch einen gerichteten Transport
zur apikalen Membran zuriickzufiihren ist (Van Meer und Simons, 1988). Lipid rafts spielen
eine wichtige Rolle bei der Sortierung von Proteinen (Ubersichtsarbeit siehe Rajendran und
Simons, 2005). Eine wesentliche Eigenschaft von lipid rafts ist die Dynamik dieser Doméanen,
die dazu fiihrt, dass separate rafts-Domanen sich zu grofieren Clustern zusammenlagern
und auch wieder voneinander separiert werden koénnen (Pralle et al, 2000). Dadurch
werden sowohl Lipide, als auch Proteine selektiv eingeschlossen bzw. werden ausgegrenzt.
Durch diese Eigenschaft nehmen rafts eine zentrale Rolle in vielen zelluldren Prozessen ein.
Eine wichtige Funktion ist die Regulation der Signaltransduktions-Kaskaden. Komplexe der
Signaltransduktionskomponenten, die zuvor voneinander isoliert sind, werden durch
Bindung an Liganden so in engen Kontakt miteinander gebracht, wodurch die Signalkaskade
gestartet wird. Im Gegensatz dazu koénnen Inhibitoren der Signaltransduktion selektiv
ausgegrenzt werden. Funktionelle Eigenschaften der rafts wurden bei Signalwegen von
Immunrezeptoren, wie z.B. dem IgE-Rezeptor (FceRI), dem T-Zell-Rezeptor (TCR) und B-
Zell-Rezeptor (BCR) gezeigt (Ubersichtsarbeit siehe Simons und Toomre, 2000). Caveolae,
eine spezielle Form von lipid rafts, bei denen es sich um sackférmige Einbuchtungen der
Plasmamembran handelt, die durch die Polymerisierung von Caveolin gebildet werden, sind
an endozytotischen und transzytotischen Prozessen beteiligt (Schnitzer et al., 1994; Parton,
1996; Mukherjee et al., 1999). Des Weiteren scheint ein Zusammenhang zwischen lipid rafts
und Morbus Alzheimer zu bestehen (Ehehalt et al., 2003) und viele Pathogene, wie Viren,
Bakterien und Parasiten ,missbrauchen” lipid rafts als Eintrittspforte um in die Wirtszelle zu

gelangen (Simons und Ehehalt, 2002).

1.5.3 Lipid rafts und Viruseintritt

Viren haben unterschiedliche Strategien entwickelt, um in Wirtszellen einzudringen
und nutzen ebenfalls die heterogene Verteilung von Lipiden in der Plasmamembran, um in
die Zielzelle zu gelangen. Lipid rafts stellen ein geeignetes Milieu bereit, um Proteine selektiv
zu konzentrieren und somit Protein-Protein-Interaktionen zu erhéhen, die entscheidend fiir
eine Virusinfektion und Replikation sein konnen. Eine Beteiligung von lipid rafts wurde

ebenfalls bei unbehiillten Viren gezeigt. Im Gegensatz zu unbehiillten Viren, bei denen lipid
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rafts nur auf zelluldrer Seite beim Viruseintritt eine Rolle spielen, konnen bei behiillten
Viren sowohl raft- Domanen auf zelluldrer Seite, als auch in der Virusmembran von
Bedeutung sein (Ubersichtsarbeit siehe Chazal und Gerlier, 2003). Beim Maiuse-
Leukdmievirus wurde gezeigt, dass nur der Entzug von zellulirem Cholesterol die Infektion
beeintrachtigt und Cholesterol in der Virusmembran unbedeutend ist (Lu et al., 2002). Der
gegenteilige Fall liegt bei Influenzaviren und dem Hundestaupe-Virus vor, bei dem nur das
Cholesterol der Virusmembran fiir eine effiziente Infektion wichtig ist (Sieczkarski und
Whittaker, 2002; Sun und Whittaker, 2003; Takeda et al., 2003; Imhoff et al., 2007). Einige
Viren, z.B. das humane Immunodefizienzvirus (HIV) und das Herpes Simplex-Virus,
benotigen Cholesterol in beiden Membranen (Liao et al., 2001, 2003; Graham et al., 2003;
Bender et al., 2003; Lee et al,, 2003) und im Gegensatz dazu weist das Virus der vesikularen
Stomatitis (VSV) keine verminderte Infektidsitdt auf, wenn Cholesterol auf zellularer oder
viraler Seite entzogen wird (Popik et al., 2002; Thorp und Gallagher, 2004; Imhoff et al,,
2007). Fiir einige Coronaviren - das Maus-Hepatitisvirus (MHV), das Virus der infektiosen
Bronchitis (IBV) und das humane Coronavirus 229E (HCoV-229E) - wurde ebenfalls gezeigt,
dass die Infektidsitidt nach Entzug von zelluldrem Cholesterol beeintrachtigt ist (Nomura et

al,, 2004; Thorp und Gallagher, 2004; Imhoff et al, 2007).

Viren nutzen verschiedene endozytotische Wege, um in die Wirtszelle zu gelangen.
Neben der klassischen Clathrin-vermittelten (lipid raft-unabhiangig) Endozytose werden
Viruspartikeln unter Beteiligung von lipid rafts insbesondere iiber Caveolae-vermittelte,
aber auch andere, bisher wenig charakterisierte Caveolae-unabhdngige, rafts-assoziierte
Mechanismen internalisiert (Pelkmans, 2005). Fiir das unbehiillte Simian virus 40 (SV40)
wurde gezeigt, dass es zundchst an Molekiile des major histocompatibility complex der
Klasse 1 bindet, die nicht in DRMs vorkommen. Daraufhin werden Signale induziert, die eine
Assoziation mit Caveolae in Detergenz-unldslichen Doméanen fordert, gefolgt von Caveolae-
vermittelter Endozytose (Stang und Bakke, 1997; Anderson et al., 1998; Chen und Norkin,
1999). Das Humane Coronavirus 229E interagiert ebenfalls mit Caveolae und wird tber
diesen Weg internalisiert (Nomura et al, 2004). Die Eigenschaft, dass lipid rafts als
Plattform dienen um Proteine zu konzentrieren ist ebenfalls von Bedeutung fiir den Eintritt
von Viren. HIV infiziert empfingliche Zellen iiber die initiale Bindung an CD4 und eine
sekundare Assoziation mit den Korezeptoren CXCR4 oder CCR5, wobei durch die Bindung
an die Korezeptoren eine Konformationsanderung des gp120 erfolgt und in der Exposition
der fusogenen Domaéne des transmembranalen Glykoproteins gp41 resultiert. Im Gegensatz

zu CD4 und CCRS5, die beide rafts-assoziiert sind, wurde gezeigt, dass CXCR4 kein raft-
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Protein ist (Kozak et al., 2002; Popik et al., 2002). Vermutlich erfolgt nach der Bindung an
CD4 eine Umverteilung der Proteine und assoziierter Lipide aufierhalb der bevorzugten
Membranumgebung, gefolgt von der Assoziation mit CXCR5. Dies fiihrt zu der
Destabilisierung der Membran, wodurch vermutlich die nachfolgende Fusion erleichtert
wird (Kozak et al, 2002). Cholesterol scheint fiir das Clustering und die nachfolgende
korrekte Konformation der Rezeptor-Korezeptorkomplexe notwendig zu sein und der
Entzug fiihrt zu verminderter Membranfusion (Nguyen und Taub, 2002; Viard et al., 2002;
Manes et al, 2003). Fiir das HA-Protein der Influenzaviren wurde gezeigt, dass raft-
Domanen in der Virusmembran notwendig sind, um mehrere HA-Trimere zu konzentrieren,
die fiir eine effiziente Membranfusion Voraussetzung ist (Takeda et al., 2003). Ein anderer
Mechanismus fiir raft-vermittelte Fusion wurde flr das Semliki Forest virus (SFV) gezeigt.
Das Fusionspeptid des E1-Glykoproteins von SFV interagiert direkt mit Cholesterol-
Sphingolipid-angereicherten Membrandoménen (Ahn et al, 2002) und eine direkte

Interaktion des E1-Proteins mit Cholesterol konnte gezeigt werden (Klimjack et al., 1994)

Fiir einige Coronaviren wurde bereits gezeigt, das zelluldres Cholesterol eine
entscheidende Rolle wahrend der Virusreplikation spielt, obwohl die genauen Mechanismen
unbekannt sind (Nomura et al., 2004; Thorp und Gallagher, 2004). Der Rezeptor von MHV -
das Zelladhdsionsmolekiil aus der Familie der karzinoembryonalen Antigene (CEACAM) -
ist grofdtenteils nicht mit rafts assoziiert und Zell-gebundenes Virus ist ebenfalls nicht in
DRMs nachweisbar. Allerdings scheint eine Umverteilung der Membran zu erfolgen, da nach
der Fusion sowohl das CEACAM als auch das MHV-S-Protein in DRMs lokalisiert ist.
Vermutlich spielen bei dieser Umverteilung bisher unbekannte zelluldare Faktoren eine Rolle
(Choi et al, 2005). Der molekulare Mechanismus und die Bedeutung von Cholesterol
wahrend der SARS-Infektion war bei Beginn der Doktorarbeit noch nicht untersucht
worden. Neben dem Viruseintritt sind lipid rafts auch von Bedeutung fiir die Virusreifung
und die Freisetzung von vielen behiillten Viren an der Plasmamembran infizierter Zellen.

Eine Ubersicht geben Chazal und Gerlier (2003).
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2 ZIELSETZUNG

Ein Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung des S-Proteins des SARS-CoV in den initialen
Schritten der Infektion. Die Untersuchung des S-Proteins soll durch die Verwendung des
replikationsdefekten Virus der vesikuldren Stomatitis (VSV) erfolgen. Diese sogenannten
Pseudoviren enthalten in der Virushiille das S-Protein des SARS-assoziierten Coronavirus
(VSV-AG-S) und erlauben funktionelle und strukturelle Untersuchungen des S-Proteins und
des S-vermittelten Eintritts in Wirtszellen. Zunachst soll im Zellkultursystem die Infektion
polarer Epithelzellen untersucht werden, um die Funktionalitit der Pseudoviren zu
tiberprifen. Dazu werden Epithelzellen auf Zellkultureinsidtzen kultiviert, wodurch eine
Ausdifferenzierung in vitro ermdglicht wird. Die Infektion unterschiedlicher Zelltypen wird
Aufschluss tiber den Tropismus von SARS-CoV geben und zu einem besseren Verstindnis
der Pathogenese des SARS-assoziierten Coronavirus fiihren. Als zentrales Ziel dieser Arbeit
soll untersucht werden, welche Membrankomponenten der Zielzellen eine Rolle bei einer
SARS-CoV-Infektion spielen. Fiir das murine Coronavirus Maus-Hepatitisvirus wurde
gezeigt, dass die Infektion von zellulirem Cholesterol abhangt. Durch Behandlung von
Zielzellen mit Methyl-B-cyclodextrin wurde zelluldres Cholesterol teilweise entzogen,
wodurch diese Zellen weniger empfanglich fiir eine Infektion waren. Mit Hilfe der SARS-
Pseudoviren soll nun untersucht werden, in welchem Ausmaf3 zelluldres Cholesterol beim
Replikationszyklus von SARS-CoV eine Rolle spielt. Wenn eine Cholesterolabhangigkeit
festgestellt wird, soll differenziert werden, ob bereits die Bindung des Virus an die Zellen
beeintrachtigt ist, oder die anschlieffende Membranfusion betroffen ist. In diesem
Zusammenhang soll ebenfalls untersucht werden in welche Membrandoméne das ACE2
sortiert wird, da fiir einige Viren ein Zusammenhang zwischen der Rezeptorlokalisation und

Cholesterol-angereicherten Membrandomanen, sog. lipid rafts, gezeigt werden konnte.
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3 MATERIAL

3.1 Zelllinien

In der vorliegenden Arbeit wurde mit folgenden adhirent wachsenden,

permanenten Zelllinien gearbeitet:

Tabelle 3-1: Verwendete Zelllinien

Zelllinie Spezies Ursprung Eigenschaften Quelle
BHK21 Syrischer Nierenepithel Nicht-polar, fibroblastoid DSMZ Nr. ACC 61
Goldhamster
BHK-G43 Syrischer Nierenepithel, BHK-21 Abkémmling, Dr. Schwegmann-
Goldhamster modifiziert exprimiert das Glyko- WeRels, Institut fur
protein G des Virus der Virologie, TiHo
Vesikularen Stomatitisin ~ Hannover (Hanika
einem induzierbaren et al., 2005)
System
BHK-SA18 Syrischer Nierenepithel, BHK21 Abkdmmling, Zelllinie wurde im
Goldhamster modifiziert exprimiert das Glyko- Rahmen der Arbeit
protein S des SARS-CoV erzeugt. (siehe
in einem induzierbaren 4.1.6)
System
BHKswitch Syirischer Nierenepithel BHK21 Abkdmmling, Dr. Schwegmann-
Goldhamster modifiziert enthalt das pSwitch- WelRels, Institut fur
Plasmid des GeneSwitch  Virologie, TiHo
System, Invitrogen Hannover
Vero CCL-81 Griine Nierenepithel Nicht-polar, epithelial ATCC Nr. CCL-81;
Meerkatze PD Dr. Zimmer,
Inst. f. Virologie,
TiHo Hannover
Vero E6 Griine Nierenepithel, Klon Polar, epithelial CCLV — Insel Riems;
(Vero C1008) Meerkatze E6 von Vero 76 (ATCC RIE 929
Nr. CRL-1587)
293T Human Nierenepithel Nicht-polar, epithelial; ATCC Nr. CRL-
11268
Caco-2 Human Kolon, Polar, epithelial ATCC Nr. HTB-37;
Adenokarzinom
Calu-3 Human Lunge, Polar, epithelial ATCC Nr. HTB-55;

Adenokarzinom
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3.2 Viren
VSV-AG-G

Dieses Virus wurde von Herrn Dr. Zimmer, Institut fiir Virologie, Stiftung
Tierarztliche Hochschule Hannover, zur Verfligung gestellt. Es handelt sich um ein
rekombinantes Virus der vesikuldren Stomatitis (VSV), bei welchem das Gen fiir das G-
Protein durch das griin fluoreszierende Protein (eGFP) Gen ersetzt wurde (VSV-AG). Dieses
Virus ist nicht infektios, sofern nicht das VSV-G-Protein oder ein anderes fremdes
Oberflachenglykoprotein in trans zur Verfiigung gestellt wird, z.B. durch Transfektion von

Zellen, welches Rezeptorbindung und Membranfusion vermittelt.

VSV-AG-S

Dieses Virus wurde durch Infektion SARS-CoV-S-Protein-exprimierender Zellen mit
VSV-AG-G erzeugt. Ahnlich wie im lentiviralen Pseudovirussystem wurde die hochste
Infektiositat dieser Viren erreicht, wenn der zytoplasmatische Abschnitt des S-Proteins
teilweise verkiirzt wurde (Nie et al, 2004). Dem verwendeten S-Protein fehlen

18 C-terminale Aminosauren im zytoplasmatischen Abschnitt.

Virus der infektiosen Bronchitis der Hiihner (IBV)

Der apathogene IBV-Beaudette-Stamm (IBV Beaudette-US) wurde von Dr. Dave

Cavanagh, Compton Laboratory, UK, zur Verfiigung gestellt.

3.3 Bakterien

XL-1 Blue, Escherichia coli (E.coli) MRF’

XL-1 Blue, E.coli MRF wurden von der Firma Stratagene erworben. Diese Bakterien
wurden wahrend dieser Arbeit chemisch kompetent gemacht und bei der

Hitzeschocktransformation der aufgefiihrten Plasmide verwendet.
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3.4 Plasmide

Tabelle 3-2: Verwendete Plasmide

Plasmid Insert Quelle

pGeneC-synSA18 Synthetisches Kodon- Wahrend dieser Arbeit
optimiertes SARS-CoV erzeugtes Konstrukt. pGeneC —
S-Protein, Stamm Vektor des GeneSwitch
BJO1; 18-Aminosaure Systems, Firma Invitrogen
Deletion im

zytoplasmatischen
Abschnitt

pAB-SARS-CoV S1-IgG  SARS-CoV S1-1gG Dr. S. P6himann, Abteilung
Fusionskonstrukt zur Virologie der Medizinischen
Expression eines Hochschule Hannover

|6slichen S-Proteins
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3.5 Antikorper

Bei dieser Arbeit wurde mit folgenden priméren und sekundaren Antikérpern gearbeitet:

Tabelle 3-3: Primadre Antikorper

Bezeichnung Spezifitit/ Herkunft/ Verdiinnung Anwendung Bezugsquelle/
Epitop Isotyp Katalog-Nr.
anti-SARS SARS-CoV Kaninchen- 1:500 IF/WB/IP Dr. Markus Eickmann
Antigene serum Philips Universitat Marburg
anti-IBV Bd. IBV Bd. Kaninchen- 1:200 IF Dr. Christine Winter
Antigene serum TiHo Hannover
anti-VSV VSV Kaninchen- 1:1000 VSV-AG-G Dr. Gert Zimmer
Antigene serum Inaktivierung TiHo Hannover
anti-ACE2 humanes Ziege IgG 1:50 IF/WB R&D Systems
ACE2 gereinigt Cat. AF933
anti-LAMP-2 humanes Maus I1gG 1:2000 WB BD Pharmingen
CD107b monoklonal Cat. 555803
anti-Flotillin-2 humanes Maus 1gG 1:2000 WB BD Pharmingen
Flotillin-2 monoklonal Cat. 610383
anti-TfR humaner Maus 1gG 1:500 IF Zymed Laboratories
TR monoklonal Cat. 13-6800

Tabelle 3-4: Sekundare Antikorper

Bezeichnung Spezifitat/ Verdiinnung Anwendung Bezugsquelle/
Konjugat Katalog-Nr.

anti-Ziege Ziege 1:200 IF Sigma

FITC IgG-FITC Cat. F7367

anti-Maus Maus 1:200 IF Sigma

FITC IgG-FITC Cat. F0257

anti-Kaninchen Kaninchen 1:200 IF Sigma

FITC IgG-FITC Cat. F9887

anti-Ziege Ziege 1:500 IF Abcam

Cy3 1gG-Cy3 Cat. ab6949

anti-Maus Maus 1:500 IF Sigma

Cy3 IgG-Cy3 Cat. C2181

anti-Maus Maus 1:1000 WB DAKO

HRP Peroxidase Cat. P0260

anti-Ziege Ziege 1:1000 WB DAKO

HRP Peroxidase Cat. P0449
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3.6 Zellkulturmedien

Alle Medien, Puffer, Losungen und Reagenzien wurden bei 4 °C gelagert, wenn nicht
anders angegeben.

Medien

DMEM (Dulbecco’s Minimal Essential Medium), pH 6,9
EDulb-Fertigpulver 13,53 ¢ GIBCO/Invitrogen
NaHCO3 2,20g Merck
Aqua bidest. ster. ad 11

EMEM (Eagle’s Minimum Essential Medium), pH 7,0

EMEM-Fertigpulver 9,60 g GIBCO/Invitrogen
NaHCO3 2,20g Merck
Aqua bidest. ster. ad 11

Bei Antibiotika-haltigem Medium wurde 0,06 g Penicillin und 0,05 g Streptomycin-
Sulfat (beide von Sigma) pro Liter Medium zugesetzt. Der pH-Wert wurde durch CO»-

Begasung eingestellt.

Methylzellulose
Methylzellulose, 4000 centipoises 0,8% (w/v) Sigma
FKS 3,0% (v/v)  Biochrom AG

In EMEM mit Standard-Antibiotika Cocktail (Sigma)

Einfriermedium
FKS 20% Biochrom AG
DMSO 10% Merck

Versen-Trypsin 0,125%, pH 7,0

NaCl 8,00g Merck
KCl 0,20g AppliChem
Na;HPO4 x 12 H,0 231g Merck

KH,PO4 x 2 H,0 0,20 g Merck
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CaCl, 0,13 g Merck

MgS0. x 7 H,0 0,10g Merck

Trypsin (3 U/mg) 1,25¢g GIBCO/Invitrogen
Versen (Titriplex III)(EDTA) 1,25g Merck
Streptomycinsulfat 0,05g Sigma

Penicillin G 0,06g Sigma

Aqua bidest. ster. ad 11

Der pH-Wert wurde mit 1 N NaOH auf 7,0 eingestellt.

Alle Reagenzien fiir die Zellkultur wurden nach ihrer Herstellung durch 0,2 pm Filter steril
filtriert.

Zellkulturzusitze

Fetales Kalberserum (FKS), auf Mykoplasmen getestet Biochrom AG
Nicht-essentielle Aminosauren Biochrom AG
MEM Natriumpyruvat GIBCO/Invitrogen
L-Glutamin GibCO/Invitrogen

3.7 Bakterienkulturmedien

Luria-Bertani (LB-Medium), pH 7,0

Trypton 10g AppliChem
NacCl 10g AppliChem
Hefe-Extrakt 5g Roth
Reinstwasser ad 11

Bei Bedarf wurden 20 g Agar-Agar/l Medium hinzugefiigt (Roth). Das LB-Medium
wurde unter Rithren hergestellt, autoklaviert und bei Raumtemperatur gelagert. Zur
Herstellung von LB-Agarplatten wurde das Medium in der Mikrowelle erhitzt und im
Wasserbad auf ca. 48 °C abgekiihlt. Unmittelbar vor dem Gief3en in Petrischalen wurde dem

Medium Ampicillin zugegeben (50 mg/l Medium; Roth).
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3.8 Puffer und Losungen

10 x TBE-Puffer, pH 8,0

TRIS 108 g AppliChem
Borsdure 534¢g AppliChem
EDTA 748 Roth

Aqua bidest. ad 11

10 x TAE-Puffer, pH 8,0

TRIS 48,4 g Roth
Essigsdure 11,4 ml Roth
EDTA, 0,5M 20 ml Roth
Aqua bidest. ad 11

PBS, 1 x
NacCl 80g AppliChem
KCl 02g AppliChem
Na;HPO, 1,15g Merck
KH2PO. 02g Merck
MgCl, x 6 H,0 01g Merck
CaCl; x 2 H,0 0,13 g Merck
Aqua bidest, pH 7,2 ad 11

PBSM, 10 x
NaCl 80,0g AppliChem
KCl 20g AppliChem
Na;HPO, 11,5g Merck
KH;PO4 20g Merck
Aqua bidest, pH 7,2 ad 11

PBSM 0,1% Tween 20

PBSM 11
Tween 1 ml Roth
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TFB-I-Puffer

CacCl;

Glycerin
Kaliumacetat, pH 5,8
Rubidiumchlorid
Manganchlorid

TFB-II-Puffer

MOPS, pH 7,0
Rubidiumchlorid
Manganchlorid
CaClz

Glycerin

SDS-Laufpuffer, 10 x

SDS
TRIS
Glycin
H,0

MOPS-Laufpuffer, 20 x, pH 7,0

MOPS
Na-acetat
EDTA
H.0

10 mM

15 % (v/v)

30 mM
100 mM

50 mM

10 mM
10 mM
50 mM
75 mM
15 % (v/v)

10,0 g
300g
440¢g
ad 11

0,4 M
160 mM
20 mM
ad 11

Der MOPS-Puffer wurde anschlief3end autoklaviert.

Sammelgel, 2 ml-Ansatz

H,0
TRIS/HCI (1M) pH 6,8

1,4 ml
0,25 ml

Acrylamidlosung 30% rotiphorese Gel 30 0,33 ml

SDS 10% (in H,0)
APS 10% (in H,0)
TEMED

20 ul
20 ul
2ul

Roth
AppliChem
Merck
Merck
Merck

Sigma
Merck
Merck
Roth
AppliChem

Roth
AppliChem
AppliChem

Sigma
Sigma
Roth

AppliChem
Roth
Roth
AppliChem
AppliChem
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Trenngell6sung, 8%, 5 ml Ansatz

H,0 2,3ml
TRIS/HCI (1M) pH 6,8 1,3 ml
Acrylamidldsung 30% rotiphorese Gel 30 1,3 ml
SDS 10% (in H20) 50 ul
APS 10% (in H20) 50 ul
TEMED 6 ul

SDS-Probenpuffer, 2 x

0,5 M TRIS/HCI (pH 6,8) 10 ml
10% SDS 20 ml
Glycerin 10 ml
2% Bromphenolblau (20 mg/ml in H20) 1 ml
HzO 9 ml

Anoden-Puffer I, pH 9,0

TRIS (1M) 300 ml
Ethanol 200 ml
H,0 500 ml

pH-Wert mit HCl einstellen

Anoden-Puffer 11, pH 7,4

TRIS (1 M) 25 ml
Ethanol 200 ml
H,0 770 ml

pH-Wert mit HCI einstellen

Kathodenpuffer, pH 9,0

TRIS (1 M) 25 ml
Aminocapronsaure , 25¢g

Ethanol 200 ml
H,0 770 ml

pH-Wert mit HCl einstellen

AppliChem
Roth
Roth
AppliChem
AppliChem

AppliChem
Roth
AppliChem
Merck

Roth
AppliChem

Roth
AppliChem

Roth
Sigma
AppliChem
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Paraformaldehyd, 3%, pH 7,4

Paraformaldehyd
PBSM

3g
100 ml

AppliChem

Paraformaldehyd unter Riihren bei 80°C 16sen, steril filtrieren und Aliquots bei

-20°C lagern.

Mowiol, pH 8,5

Mowiol 4-88

Glycerin
1,4-Diazobicyclo-[2.2.2]-oktan (DABC)
TRIS/HCI

NP40-Lysispuffer fiir 50 ml, pH 7,5
Natriumdesoxycholat
Nonidet P40
TRIS HCI, pH 7,5

NacCl
Proteaseinhibitor “Complete”

DAPI-Firbel6sung

DAPI
Ethanol

3.9 Synthetische Oligonukleotide

12 %
30 %
2,5%
0,12 M

0,5 %
1%
50 mM
150 mM
1 Tablette

10 ug
ad 10 ml

Hoechst
Roth
Sigma

Roth
Roche
Roth
Merck
Roche

Sigma
AppliChem

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von MWG Biotech AG in Ebersberg synthetisiert

und mit einer Konzentration von 10 pmol/ul in der PCR eingesetzt.

Primer fiir die Klonierung von pGeneC-synSA18:

SynthS_S(BamHl): 5-TTT TGG ATC CAT CAT GGA TGC AAT GAA GAG AGG GCT CTG-3’

SynSdel18_AS(EcoRl): 5" -TTT TGA ATT CTC ACT TCA GGC AGC TGC AGC AGC TGG TCA T-

3
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Sequenzierprimer:

synS_AS800: 5-.GGC GGG GCT GAA GGC GGT CA-3’
synS_AS1600: 5-GCA GGA GCG TTC AGC AGC TCG-3°
synS_AS2400: 5-TTG GGG TCT TGT ACA TCT GC-3°
synS_AS3200: 5-GCC GTG GGG GGC GGC CTG GG-3°
pGeneA-S: 5-CTG CTA TTC TGC TCA ACC T-3’

3.10 Enzyme

BamHI (10 U/ul) MBI Fermentas
EcoRI (10 U/ul) Gibco BRL
T4-DNA-Ligase (5 U/ul) MBI Fermentas
Pfu-DNA-Polymerase (2,5 U/ul) MBI Fermentas
Taq-DNA-Polymerase (5 U /ul) MBI Fermentas
Streptavidin-Peroxidase (HRP)-Komplex Amersham/Pharmarcia
3.11 Kits
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen
QIAfilter Plasmid MIDI und MAXI Kit Qiagen
QIAex II Gel Extraction Kit Qiagen
Amplex Red Cholesterol Assay Kit Invitrogen

BCA Protein Assay Kit Pierce
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3.12 Substrate

BM Chemoluminescence Blotting Substrate (POD)

Super Signal West Dura Extended Duration Substrate

Cell Proliferation Reagent WST-1

3.13 Transfektionsreagenzien

Lipofectamine 2000 Reagent

Superfect

3.14 Technische Gerate und Software

TECAN GENios Pro mit Magellan Software V5.00
BIO RAD Chemi Doc Imaging System
mit Quantity One Analyse Software V4.4.0
Coulter Epics XL Durchflusszytometer
mit Epics Analysesoftware
Axiophot 2 Fluoreszenzmikroskop
IRM DB Confocal Lasermicroscope
Millicell-ERS Ohm meter
Corel Draw V12

Adobe Photoshop CS

3.15 Sonstige Reagenzien und Chemikalien

Accutase

Agarose

Roche
Pierce

Roche

Invitrogen

Qiagen

Tecan

BIO-RAD

Beckman Coulter
Zeiss

Leica

Millipore

Corel Corporation

Adobe

PAA

Biozym
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Ampicillin

a-Cyclodextrin

BODIPY FL C12

Blocking-Reagenz

Bovines Serumalbumin

Complete, Proteaseinhibitorcocktail
Cholera Toxin B-Untereinheit, FITC-Konjugat
Cholesterol:MBCD-wasserloslicher Komplex
DEPC-behandeltes Wasser

dNTP

Ethidiumbromid

Gene Ruler 100 bp Ladder Plus

Gene Ruler 1 kb DNA Ladder Plus
Hygromycin B

Lipofectamine 2000 Transfektionsreagenz

Methyl-B-Cyclodextrin

Nonidet® P40 (4-Nonylphenolpolyethylenglykol)

OptiPrep, 60 %-ige lodixanol-Losung
PageRuler Prestained Protein Ladder Plus
2-Propanol (Isopropanol)

Saccharose

Sulfo-NHS-Biotin

Triton-X-100

Tween 20

Zeocin

Roth

Sigma
Invitrogen
Roche
AppliChem
Roche

Sigma

Sigma

Roth

MBI Fermentas
Sigma

MBI Fermentas

MBI Fermentas

PAA Laboratories

Invitrogen
Sigma

Roche

Sigma

MBI Fermentas
Roth

Roth

Pierce

Roth

Roth

InvivoGen
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4 METHODEN

4.1 Zellkultur

4.1.1 Zellkultur und Zellkulturmedien

Alle Zelllinien wurden als adhédrente Zellmonolayer in der Anwesenheit von 5-10 %
Hitze-inaktiviertem foetalen Kalberserum (FKS) und entsprechenden Zellkulturzusitzen
(Tabelle 4-1) im Brutschrank bei 37°C und 5% CO: in 75 cm?-Zellkulturflaschen (Nunc)
propagiert und 2-3 x wochentlich passagiert. Die Zellen wurden dazu einmal kurz mit 10 ml
V-Trypsin gewaschen und mit 1 ml V-Trypsin fiir 5-15 min im Brutschrank vom Boden der
Zellkulturflasche abgelést und im Verhéltnis 1:10 bis 1:20 in einem Volumen von 20 ml
Zellkulturmedium umgesetzt. Zellen, welche fiir Versuche bendétigt waren, wurden in einer

Neubauer-Zahlkammer gezihlt und ausgesit.

4.1.2 Kultivierung von Zellen auf mikroporésen Membranfiltereinsatzen

Calu-3-, Caco-2-, Vero E6- oder MDCKII-Zellen wurden auf mikropordsen
Membranfiltereinsdtzen kultiviert. Es wurden transluzente Filtereinsitze mit einer
Porengrofde von 1,0 um und einem Durchmesser von 8,4 mm (24-Napf Einsétze) der Firma
Greiner Bio-One verwendet. Pro cm? Filtermembran wurden 1,3 x 105 Zellen in einem
Volumen von 200 pl in die apikale Kammer iiberfiihrt; in die basolaterale Kammer wurden
700 pl Zellkulturmedium vorgelegt. Die Filtereinsatze wurden fiir 4-5 Tage im Brutschrank
bei 37 °C, 5 % CO; kultiviert, wobei jeden Tag das Medium der apikalen und basolateralen
Kammer gewechselt wurde. Zur Bestimmung des polaren Differenzierungsgrades wurden
taglich die transepithelialen Widerstdnde (TER) zwischen der apikalen und basolateralen

Kammer gemessen.
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Tabelle 4-1: Zellkulturbedingungen der verwendeten Zelllinien

Zelllinie Zellkulturmedium Zellkulturzusdtze Selektive Antibiotika
BHK21 EMEM
BHK-G43 EMEM Zeocin (0,5 mgml™); Hygromycin
B (0,25 mgml™)
BHK-SA18 EMEM Zeocin (0,5 mgml™); Hygromycin
B (0,25 mgml™)
BHKswitch EMEM Hygromycin B (0,25 mgml™)
Vero CCL-81 DMEM
Vero E6 EMEM
293T DMEM
Caco-2 EMEM 2 mM L-Glutamin;
0,1 mM nicht-essentielle
Aminosauren;
1,0 mM Na-Pyruvat
Calu-3 EMEM 2 mM L-Glutamin;
0,1 mM nicht-essentielle
Aminosauren;
1,0 mM Na-Pyruvat
MDCK2 EMEM 2 mM L-glutamine

4.1.3 Anlegen von Gefrierkulturen und Auftauen von Zellen

Zur Konservierung von Zelllinien wurden Gefrierkulturen angelegt, welche bei -80°C

gelagert wurden. Subkonfluente Zellmonolayer wurden mit 1 ml V-Trypsin von dem
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Gefaflboden geldst, in 9 ml Medium aufgenommen und fiir 5 Minuten bei 400 x g
abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde nach Verwerfen des Kulturiiberstandes in 3 ml
Einfriermedium resuspendiert und zu 1 ml Aliquots in Kryor6hrchen portioniert. Um die
Zellen Kkontinuierlich  herunterzukiihlen wurden sie in Isopropanol-gefiillten
Gefrierbehaltern bei -80°C eingefroren und gelagert. Zum Auftauen der Gefrierkulturen
wurden die Zellen bei 37 °C im Wasserbad inkubiert, mit 10 ml Medium versetzt und fiir 5
Minuten bei 400 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet in 10 ml
Medium resuspendiert und die Zellen unter den angegebenen Bedingungen (Tabelle 4-1)

kultiviert.

4.1.4 DAPI-Test

Die Zellen wurden alle 4-6 Wochen auf Mykoplasmenkontamination untersucht. Die
zu untersuchenden Zellen wurden einige Stunden vor dem Test auf Deckgldschen in 24-
Napf-Kulturschalen diinn ausgesat, so dass sie im Test vereinzelt vorlagen. Nach einer
Inkubation von 3 - 4 Stunden wurden die Zellen 1 x mit PBS gewaschen und anschliefsend
wurden 250 pl DAPI-Lésung zu den Zellen gegeben. Nach einer 15-miniitigen Inkubation bei
37°C im Brutschrank wurde die DAPI-Losung abgenommen und die Zellen 2 x mit PBS
gewaschen. Die zu untersuchenden Deckgldschen wurden auf Objekttrager gebracht und im

Fluoreszenzmikroskop untersucht.

4.1.5 Transfektion eukaryotischer Zellen

Unter Transfektion wird das Einfithren von nackter DNA in eukaryotische Zellen
verstanden. Die DNA wird in Form von Plasmiden unter Verwendung eines
Transfektionsreagenz in die Zelle gebracht. Fiir die Transfektion von BHK-Zellen (BHK-
SA18 und BHK21) wurde Lipofectamine 2000 (Invitrogen) verwendet. Fiir die Erzeugung
der BHK-SA18-Zelllinie wurde das Transfektionsreagenz Superfect (Qiagen) verwendet. Alle

Transfektionen erfolgten nach den Protokollen der Hersteller in Serum-freiem Medium.

4.1.6 Erzeugung der BHK-SA18-Zelllinie

Es wurde eine Zelllinie erzeugt, die eine verkiirzte Version des SARS-CoV S-Proteins

konstitutiv exprimiert (Deletion von 18 C-terminalen Aminosduren). Zur Erzeugung der
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stabilen Zelllinie wurde das GeneSwitch™ System der Firma Invitrogen nach Angaben des
Herstellers verwendet. Dazu wurden 7,5 x 105 BHKswitch-Zellen in einem Volumen von 5
ml in 60 mm Schalen ausgesit, so dass am folgenden Tag ein 90 % konfluenter Zellrasen
vorlag. Die Zellen wurden mit 10 pg des Expressionsplasmids pGeneC-synSA18 und 20 pl
Superfect (Qiagen) nach Angaben des Herstellers transfiziert. Am nachsten Tag wurden die
Zellen mit V-Trypsin abgelost, 1:2 gesplittet und in eine 25 cm? Zellkulturflasche mit 5 ml
Medium, 10 % FKS und zur Selektion Zeocin (1 mgml!) und Hygromycin B (0,5 mgml-1)
tiberfiihrt. Die Zellen wurden fiir 14 Tage in Selektionsmedium gehalten, wobei sie alle 3-4
Tage in einem Verhdltnis von 1:5 umgesetzt wurden. Einzelklone wurden durch
limitierende Verdlinnung isoliert. Dazu wurden die Zellen ausgezahlt und auf 10 Zellen/ml
eingestellt. Jeweils 100 pl der Zellsuspension wurde in die Napfe von 5 x 96-Napf
Mikrotiterplatten iiberfithrt und anschliefiend wurde pro Napf 100 pl Selektionsmedium
dazugegeben, so dass eine Endkonzentration von 5 % FCS, 0,5 mgml! Zeocin und 0,25
mgml! Hygromycin B vorlag. Die 96-Napf Mikrotiterplatten wurden nach 3-4 Tagen nach
einzelnen Zellklonen untersucht und einzelne Klone wurden in 24-Napf Makrotiterplatten
tiberfiihrt. Es wurden sechs Klone ausgewahlt, in 25 cm? Zellkulturflaschen iiberfiihrt und
auf die Expression des SARS-CoV S-Proteins durch Immunfluoreszenzmikroskopie und
Oberflachenbiotinylierung untersucht. Desweitern wurden die sechs Zellklone auf eine
produktive Erzeugung von VSV-AG-S getestet (siehe 4.2.2). Ein positiver Klon wurde

ausgewdhlt und in Kultur gehalten.

4.2 Virologische Methoden

4.2.1 Erzeugung von VSV-AG-G

Fiir die Herstellung von VSV-AG-G Viren wurden BHK-G43-Zellen genutzt (Hanika et
al,, 2005), die durch ein induzierbares Expressionssystem das Glykoprotein G von VSV nach
Zugabe des Induktors Mifepriston exprimieren (GeneSwitch™ System, Invitrogen). Die
Herstellung erfolgte in 6-Napf-Kulturschalen wobei 6 x 105 Zellen in einem Volumen vom 3
ml/Napf ausgesit wurden, so dass sie nach 24 h zu 80 % konfluent waren. Zur Expression
des G-Proteins wurde ein Mediumwechsel vorgenommen und 108 M Mifepriston
zugegeben. Nach weiteren 24 h wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen; anschlief3end
wurde der Zellrasen mit 250 pl einer VSV-AG-G-Virussuspension infiziert. Die Infektion

erfolgte fir 1 h bei 37°C und 5% CO; auf einem Schwenker, um eine gleichmafiige
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Virusadsorption zu ermdéglichen. Die Zellen wurden erneut mit PBS gewaschen und jedem
Napf 3 ml Medium + 3% Serum und 108 M Mifepriston zugegeben. Nach 24 h Inkubation
wurde der Zellkulturiiberstand der einzelnen Napfe abgenommen, gesammelt und die
Zelltriimmer bei 2800 x g fiir 2 x 20 min bei 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in 1

ml Portionen in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

4.2.2 Erzeugung von VSV-AG-S Pseudoviren

Fiir die Herstellung von VSV-AG-S Pseudoviren wurden BHK-SA18-Zellen genutzt,
die durch ein induzierbares Expressionssystem das SARS-CoV S-Protein nach Zugabe des
Induktors Mifepriston exprimieren (GeneSwitch™ System, Invitrogen). Die Erzeugung der
BHK-SA18-Zelllinie ist unter 4.1.6 beschrieben. Da die Expression des S-Proteins nach
Zugabe des Induktors im Vergleich zur transienten Expression nach Transfektion in BHK-
21-Zellen verhaltnismafdig gering war, wurde das SA18-Protein zusitzlich durch
Transfektion des pCG1-SA18-Expressionsplasmids in trans zugegeben (4.1.5) um eine
verstarke Expression des SARS-CoV S-Proteins zu erzielen. Dazu wurden 4,5 x 105 BHK-
SA18-Zellen in einem Volumen von 3 ml in 6-Napf Kulturplatten kultiviert. Nach Zugabe der
Transfektionsansidtze wurden zu jedem Ansatz noch 2 ml Medium, 3 % FKS und 108 M
Mifepriston gegeben und fiir 24 h im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Zur Erzeugung der
Pseudoviren wurden die Zellen 1 x mit PBS gewaschen und anschlief3end mit 250 pl einer
VSV-AG-G-Suspension (siehe 4.2.1) infiziert (MOI=3). Die Infektion erfolgte im Brutschrank
bei 37°C und 5% CO: fiir eine Stunde auf dem Schwenker. Nach dreimaligem Waschen mit
vorgewarmten PBS wurde ungebundenes Virus durch Zugabe von 250 pl einer Verdiinnung
(1:1000 in Medium) eines gegen VSV gerichteten, polyklonalen Kaninchenserums
inaktiviert. Die Inaktivierung erfolgte ebenfalls bei 37°C und 5 % CO fiir eine Stunde auf
dem Schwenker. Nach erneutem Waschen mit PBS wurden 2,5 ml Medium, 3 % FKS und 10-8
M Mifepriston zu den Zellen gegeben. Am folgenden Tag wurden die Zellkulturiiberstande
abgenommen und die Zelltriimmer bei 2800 x g fiir 2 x 20 min bei 4°C abzentrifugiert. Die in
den Uberstand abgegebenen Pseudoviren wurden direkt fiir weitere Versuche verwendet
oder in 1 ml Portionen in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert. Als
negative bzw. positive Kontrolle wurden nicht-transfizierte und VSV-G-transfizierte

Viruspraparationen mitgefiihrt.
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4.2.3 IBV Beaudette-US Anzucht

Fiir die Anzucht des Infektiésen Bronchitisvirus, Stamm Beaudette-US, wurden Vero-
Zellen (ATCC Nr. CCL-81) verwendet. Die Zellen wurden in 75 cm? Zellkulturflaschen
kultiviert, bis sie als 90 % konfluenter Zellrasen vorlagen. 1 x 1045 Viren wurden in einem
Volumen von 5 ml Serum-freiem Medium auf die Vero-Zellen gegeben und fiir 2 h bei 37 °C
und 5 % CO; auf dem Schwenker inkubiert. Die Zellen wurden 1 x mit vorgewarmten PBS
gewaschen und anschliefdend 20 ml Medium und 3 % FKS zu den Zellen gegeben. Nach etwa
24 h wurden die Zellkulturiiberstinde abgenommen. Zu diesem Zeitpunkt war ein
zytopathischer Effekt eindeutig erkennbar. Zelltrimmer wurden durch Zentrifugation bei
2800 x g fiir 20 min bei 4 °C entfernt und die Uberstinde anschlieRend aliquotiert, in

fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

4.2.4 Quantifizierung des Virusgehaltes und Nachweis infizierter Zellen

Die Quantifizierung der erzeugten Pseudoviren und von IBV erfolgte nach der
Methode von Karber (1931). Dabei handelt es sich um eine Endpunkt-Verdiinnungsmethode
zur Bestimmung der Virusverdiinnung, in der bei 50 % der Probanden noch Infektiositat
nachweisbar ist (KIDso) und basiert auf einer ,Alles oder nichts“-Reaktion. Dazu wurden
2 x 104 Zielzellen in einem Volumen von 100 pl in 96-Napf Kulturschalen (Greiner) pro Napf
ausgesat, so dass sich am folgenden Tag ein konfluenter Zellrasen gebildet hatte. Fiir die
Quantifizierung von VSV-AG-S und IBV Beaudette-US wurden Vero E6- bzw. Vero CCL-81-
Zellen verwendet. Die Bestimmung des Virusgehaltes der VSV-AG-G-Praparation und die
Auswertung der mitgefiihrten Kontrollen, erfolgten auf BHK-21-Zellen. Dazu wurden von
den Virusprdparationen Verdiinnungsreihen in 10er Schritten (10°-10-19) in Medium
vorbereitet und anschlief3end 100 pl in die entsprechende Vertiefung gegeben. Nach einer 1-
stiindigen Inkubation bei 37 °C wurden die Zellen einmal gewaschen und erhielten 200 pl
frisches Medium pro Napf. [BV-infizierte Zellen wurden nach dem Waschen mit 3% FKS-
haltiger Methylzellulose iiberschichtet, um ein Diffundieren der Nachkommenviren zu
unterbinden und eine eindeutige Plaquebildung zu ermdglichen. Die Zellen wurden 16 h.p.i
mit PBS gewaschen und anschliefiend mit 3 %-iger Paraformaldehyd-Losung fiir 20 min RT
fixiert. Die Auswertung von Pseudovirus-infizierten Zellen erfolgte durch Ausziahlung eGFP-
exprimierender Zellen. Der Nachweis IBV-infizierter Zellen erfolgte durch die
immunspezifische Farbung IBV-Antigen-exprimierender Zellen. Dazu wurden die fixierten

Zellen fiir 5 min bei RT mit 0,2 %-iger Triton-X-100 permeabilisiert, mit PBS gewaschen und
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fir 5 min bei RT mit einer 0,1 molaren Glycin-PBS-Lésung inkubiert, um verbliebenes
Paraformaldehyd zu deaktivieren. [BV-infizierte Zellen wurden mit 50 pl anti-IBV-
Kaninchenserum, 1:200 verdiinnt in PBS, fiir 1h bei RT inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen mit PBS erfolgte die Inkubation mit 50 pul FITC-konjugiertem Sekundarantikérper
aus der Ziege, 1:500 verdiinnt in PBS, fiir 1h bei RT und nach erneutem waschen mit PBS
und H;0, erfolgte die Auszdhlung der gefirbten Plaques, bzw. Zellen im

Fluoreszenzmikroskop.

4.2.5 Infektionen von Deckglaskulturen und Bestimmung der InfektiGsitat nach

Cyclodextrin- und Cholesterolbehandlung

Vero CCL-81-Zellen wurden auf Deckgldasern kultiviert und wie unter 4.5.2 mit
Cyclodextrinen oder Cholesterol behandelt. Fiir die Infektionen wurden die VSV-
Pseudoviren oder IBV-Beaudette-US in Medium verdiinnt und ~102 infektiose Einheiten
(IE) in einem Volumen von 100 pl auf die behandelten Zellen gegeben. Die Inkubation
erfolgte fiir 1h bei 37 °C auf einem Schwenker, um die gleichméafdige Anheftung der Viren an
die Zellen zu gewahrleisten. Die infizierten Zellen wurden anschlieffend 1 x mit PBS
gewaschen und nach Zugabe von 1 ml Medium und 3 % FKS fiir weitere 8 h bei 37 °C
inkubiert. Nach einmaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen mit 100 pl einer 3 %-igen
PFA-Losung fixiert. Die Auswertung Pseudovirus-infizierter Zellen erfolgte wie unter 4.2.4
beschrieben. Der Nachweis von Zellen, die mit IBV infiziert wurden erfolgte analog zu 4.2.4
durch Inkubation der Deckglaskulturen in einer feuchten Kammer auf Parafilm. Dazu
wurden die Zellen auf 25 pl der entsprechenden Antikérperverdiinnungen inkubiert.

Unbehandelte infizierte Kontrollzellen wurden einer Infektiositdt von 100 % gleichgesetzt.

4.3 Molekularbiologische Methoden

4.3.1 Klonierung von SARS-CoV-SA18 in pGene C

Die PCR-Technik wurde zur Klonierung des offenen Leserahmens (ORF) fiir ein
SARS-CoV-S mit verkiirztem C-Terminus genutzt (18- C-terminale Aminosduren wurden
entfernt). Als template-DNA wurde ein Plasmid verwendet, das einen Kodon-optimierten

ORF des S-Gens (Stamm BJ01) enthalt, welcher synthetisch erzeugt wurde. Die Kodon-
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optimierte Sequenz fithrt im Vergleich zur unverdnderten Sequenz zu einer stirkeren
Expression des S-Proteins {iiber den Zellkern, wenn diese durch Transfektion
entsprechender Expressionsplasmide in eukaryotische Zellen gebracht wurden. Die zur
Herstellung der Konstrukte verwendeten Primer sind im Materialteil aufgefiihrt (3.9). Um
die Moglichkeit von unerwiinschten Mutationen zu verringern, wurde zur Amplifikation der
DNA die Pfu-Polymerase (aus Pyrococcus furiosus) eingesetzt, welche iiber
Korrekturmechanismen (3’-5"-Exonukleaseaktivitit) verfligt und die

Fehlerwahrscheinlichkeit gering halt (CLINE et al., 1996).

PCR-Ansatz zur Amplifikation von synSA18:

DEPC-H;0 ad 50 pl

Pfu-Puffer, 10x 50 ul

dNTP 1,5 ul 10 umolar
pBabe_synS(BJ]01) 1l 50-100 ng
synS_S (BamHI) 2,5 ul 25 pmol
synSdel18_AS(EcoRI) 2,5 ul 25 pmol
pfu-Polymerase (2,5U) 1,0 ul

Alle PCR-Reaktionen wurden in einem Thermocycler unter folgenden Bedingungen

durchgefiihrt:
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Tabelle 4-2 : Thermoprofil fir PCR

Temp. [°C] dT[°C] Zeit Zyklen
75°C beliebig
95°C 2 min
95°C 30s
56°C -0,2 30s 10 x
72°C 8 min*
95°C 30s
54°C 30s 15 x
72°C 8 min*
72°C 7 min
4°C beliebig
Heizdeckel: 110°C

*die Elongationszeit richtete sich nach der Lange des zu amplifizierenden DNA-Abschnitts.

Fur die Pfu-Polymerase wurde mit 500 nt/min gerechnet.

4.3.2 Reinigung von DNA-Fragmenten

Nach der Amplifikation von synSA18 war es erforderlich, die PCR-Produkte und
Vektoren zu reinigen, um sie von Enzymen, Salzen, Primern und Nukleotiden zu befreien,
damit nachfolgende enzymatische Reaktionen nicht beeintrachtigt wurden. Die
Umpufferung erfolgte durch Verwendung des QIAquick PCR Purification Kit nach Angaben
des Herstellers, wobei die Elution der DNA in 40 pl DEPC-Wasser erfolgte.
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4.3.3 Verdau von DNA mittels Restriktionsendonukleasen

Mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen wurde DNA fir anschlieféende Ligationen
an den 3°/5-Enden gespalten. Fiir einen analytischen Verdau wurden 0,5-1 pg DNA
eingesetzt. Fiir einen praparativen Verdau zur Subklonierung wurden 5 pg DNA eingesetzt.
Die Spaltung erfolgte nach Angaben des Herstellers mit 20 U/Reaktion. Plasmid-DNA wurde
fir 1 h mit den Restriktionsendonukleasen inkubiert, wahrend die Spaltung von PCR-

Fragmenten tiber Nacht erfolgte.

Restriktionsverdau von pGene C:

pGene C (~5 pg DNA) 10 pl
Puffer 3 (10x) 2 ul
BamHI (20 U) 2ul
EcoRI (20 U) 2ul
BSA (10x) 2l
DEPC-H;0 2l

Der Verdau erfolgte bei 37 °C fiir 1 h. Anschliefend wurde der Ansatz gereinigt (4.3.2).

Restriktionsverdau von synSA18:

PCR-Produkt (siehe 4.3.1) 40 pl
Puffer 3 (10x) 6 ul
BamHI (20 U) 2ul
EcoRI (20 U) 2ul
BSA (10x) 6 ul
DEPC-H,0 ad 60 pl 4l

Der Verdau des PCR-Produkts erfolgte bei 37 °C {iber Nacht. Der Ansatz wurde anschlief3end
elektrophoretisch aufgetrennt (4.3.4) und die DNA-Bande aus dem TAE-Gel isoliert (4.3.5).

4.3.4 Agarose Gelelektrophorese

Unter Elektrophoresebedingungen sind die Phosphatgruppen der Nukleinsduren
ionisiert und die Polydesoxynukleotide liegen als Polyanionen vor. Sie bewegen sich somit
im elektrischen Feld von der Kathode zur Anode und ihre Beweglichkeit hdngt weitgehend

von der Molekiilgrofe ab. Die Agarosegelelektrophorese wurde wahrend dieser Arbeit
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sowohl zu analytischen (unter Verwendung von TBE-Puffer) als auch zu préparativen
Zwecken (unter Verwendung von TAE-Puffer) genutzt. Je nach Grofde der aufzutrennenden
DNA-Fragmente wurden 0,8-1,5% (w/v) in TBE- oder TAE-1x Puffer eingewogen. Fiir die
Elektrophorese wurde eine horizontale Gelkammer verwendet und eine Spannung von 13
V/cm Gellange fiir analytische Gele und 8 V/cm fiir praparative Gele angelegt. Proben
wurden vor dem Auftragen mit Probenpuffer versetzt und zur Abschiatzung der
Fragmentgroflen der zu isolierenden DNA, wurden Vergleichs-DNA-Molekiile mit
aufgetrennt. Nach der Elektrophorese erfolgte der Nachweis der DNA-Banden durch
Anfarben mit Ethidiumbromid (0,006%, w/v) fiir 10 min. Ethidiumbromid interkaliert als
aromatisches Molekiil zwischen Basenpaaren, so dass die Doppelhelix teilweise entwunden
wird. Durch die aromatische Umgebung in der DNA erhéht sich das Fluoreszenzverhalten
von Ethidiumbromid um ein Vielfaches, so dass die Banden durch Anregung mit
ultraviolettem Licht (312 nm) zu erkennen sind (UV-Transilluminator). Die Dokumentation

erfolgte photographisch.

4.3.5 Elution von DNA aus Agarosegelen

Definierte DNA-Fragmente nach praparativem Verdau (4.3.3) und Auftrennung in
der Agarosegelelektrophorese (4.3.4) wurden mit dem QIAquick Gel Extraktion Kit nach den
Angaben des Herstellers aus der Agarose eluiert. Um die zu prdparierende DNA durch
Anregung mit ultraviolettem Licht vor Schadigungen zu schiitzen, wurde fiir jede Probe
jeweils nur ein Referenzstreifen nach der Gelelektrophorese im Ethidiumbromidbad
gefarbt, der einen Teil der DNA-Probe und eine Marker-Spur enthielt. Der Referenzstreifen
wurde von der eigentlichen Probe durch eine leere Tasche getrennt. An dieser Stelle wurde
das Gel durch ein Skalpell geteilt. Die definierten DNA-Abschnitte auf dem Referenzstreifen
wurden im UV-Licht durch Skalpelleinschnitte markiert und konnten auf den nicht
gefarbten Anteil des Gels iibertragen werden. Die Elution des DNA-Fragments erfolgte in 40
ul DEPC-H;0.

4.3.6 Quantifizierung von DNA

Die Konzentration von Nukleinsduren in wassriger Losung lasst sich durch die

Absorption (OD) bei 260 nm bestimmen. Dazu wurde die DNA-Losung gegen einen
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Blindwert von aqua dest. in einer Quarzkiivette photometrisch gemessen (Gene Quant II
RNA/DNA Calculator, Pharmacia). Eine AE260nm von 1,0 entsprechen ndherungsweise

Konzentrationen von 50 pg/mL fiir doppelstrangige DNA.

4.3.7 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte mittels 10 U DNA-Ligase des
Bakteriophagen T4, welche unter ATP-Verbrauch 3’-OH-Gruppen mit 5’-Phosphatresten
verbindet. Linearisierte Plasmid-DNA (4.3.3) wurde in einem molaren Verhaltnis von 1:6
zur Insert-DNA (4.3.5) in einem Gesamtvolumen von 25 pl eingesetzt. Die Ligation erfolgte

tiber Nacht bei 14°C in einem Thermocycler.

Ligationsansatz fiir pGene-synSA18:

Plasmid-DNA (~100 ng) 1ul
Insert-DNA ( ~ 500 ng) 19 ul
T4-Ligase-Puffer, (10x) 2,5 ul
T4-DNA-Ligase (5 U/pl) 2,5 ul

Als Negativkontrolle diente ein Ligationsansatz ohne Insert-DNA.

4.4 Mikrobiologische Methoden

4.4.1 Transformation chemisch-kompetenter E.coli XL-1 Blue

Fiir die Transformation der ligierten Plasmide wurden 100 pl Aliquots mit chemisch
kompetenten E.coli XL1-Blue (-80°C) auf Eis aufgetaut. Sofort nach dem Auftauen wurden
2,5 ul eines Ligationsansatzes zu den Bakterien pipettiert und fiir 30 min auf Eis inkubiert.
Die Transformation erfolgte durch Hitzeschock fiir 30 s bei 42°C im Wasserbad. Die Ansatze
wurden nochmals fiir 3 min auf Eis inkubiert. Nach den Inkubationen wurde den Ansdtzen
jeweils 250 pl LB-Medium ohne Antibiotika zugegeben und fiir 1 h bei 37°C im Heizblock
geschiittelt. 35 pl der Transformationsansidtze wurden anschliefRend auf LB-Ampicillin-

Platten ausplattiert und fiir 16 h bei 37°C im Brutschrank inkubiert.
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4.4.2 Kolonie-PCR

Um einen Bakterienklon zu identifizieren, der das gewiinschte Insert trug, wurde die
PCR-Technik eingesetzt. Mit einer 10 pl Pipettenspitze wurden die Bakterienzellen einer
Kolonie erst in einem PCR-Reaktionsansatz, dann in LB-Ampicillin-Medium resuspendiert.
Entsprechend der Anzahl der gepickten Kolonien wurden vorher die einzelnen PCR-
Hiitchen nummeriert. Anschlief;end wurden 1,5 ml Eppendorf-Réhrchen mit jeweils 250 pl
LB-Ampicillin-Medium vorbereitet und ebenfalls nummeriert. Die PCR wurde in einem
Thermocycler mit dem in Tabelle 4-3 angegebenen Thermoprofil durchgefiihrt. Als
Polymerase wurde in der Kolonie-PCR die Tag-Polymerase von Thermus aquaticus
verwendet. Die Eppendorf-R6hrchen wurden mehrere Stunden bis zum Erhalt der PCR-
Ergebnisse bei 37°C auf einem Schiittler inkubiert (200 rpm) und wurden als Vorkultur zur
Vermehrung positiver Klone verwendet (4.4.3). Dadurch stand im Fall einer Amplifikation
des Inserts durch spezifische Primer ein Bakterienklon zur Vermehrung zur Verfiigung. Als
Positivkontrolle wurde 1 pl der Ligation in ein PCR-Hiitchen gegeben, wahrend die

Negativkontrolle der Ligation auch hier als Negativkontrolle diente.

PCR-Ansatz fir eine Kolonie:

DEPC-H;0 11,0 pl

Taq-Puffer, 10x 1,5 ul

MgCl; 1,2 ul 25 mM
dNTP 0,3 pl 2,5 mM
pGeneA-S 0,45 ul 10 pmol/ul
synS_AS 800 ) 0,45 pl 10 pmol/ul

Taq-Polymerase (5,0 U/pl) 0,1 pl
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Tabelle 4-3: Thermoprofil fiir Kolonie-PCR

Temp. [°C] Zeit Zyklen
95°C 2 min
95°C 30s
55°C 30s 25 x
72°C X min*
72°C 5 min
4°C beliebig
Heizdeckel: 110°C

*die Elongationszeiten richten sich nach der Linge der zu
amplifizierenden DNA-Abschnitte. Fir die Tag-Polymerase wurde mit

2000 nt/min gerechnet.

4.4.3 Préaparation von Plasmid-DNA

Zur Anreicherung von reiner Plasmid-DNA wurden die Produkte der Firma Qiagen
verwendet, wobei das Prinzip der alkalischen Lyse Anwendung findet. Fiir die Isolierung
von bis zu 20 pg Plasmid-DNA aus Bakterien wurde der QIAprep Spin Miniprep KIT
verwendet und zur Isolierung von grof3en Mengen Plasmid-DNA wurde der QIAfilter Plasmid

MIDI oder MAXI Kit nach den Angaben des Herstellers eingesetzt.

4.4.4 DNA-Sequenzierung

Die Plasmide wurden von der Firma MWG Biotech AG in Ebersberg, mit dem
Programm ,Value Read” sequenziert. Das Umschreiben der Komplementarsequenzen wurde
mit Hilfe der Online-Programme von BCM Searchlauncher durchgefiihrt.

(http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/seqg-util.html)
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4.5 Lipid rafts

4.5.1 Indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie und Durchflusszytometrie von ACE2-

exprimierenden Verozellen

Fir die indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie zur ACE2-Oberflachenexpression
wurden Vero CCL-81-, Vero E6- und 293T- Zellen auf Deckglisern zu konfluenten
Zellmonolayern kultiviert, 1x mit PBS gewaschen und mit 3,0 %-igem Paraformaldehyd
(PFA) fiir 20 min bei RT fixiert. Nach einmaligem Waschen und einer 5-miniitigen
Inkubation mit 0,1 M Glycin in PBS bei RT wurden die Zellen fiir 1 h bei RT mit einem ACE2-
spezifischen Antikorper aus der Ziege (R&D Systems) inkubiert, der zuvor 1:50 in PBS 1,0 %
BSA 1:50 verdiinnt worden war. Nach drei Waschschritten mit PBS, wurden die Zellen mit
FITC-konjugiertem Kaninchen-anti-Ziege-IgG-Antikorper (Sigma) fiir 1 h bei RT im Dunkeln
inkubiert. Die Deckglaskulturen wurden anschliefen mit PBS und H;0 gewaschen, auf
Objekttrager mit Mowiol iiberfiihrt und in einem Zeiss Axioplan 2 Fluoreszenzmikroskop
analysiert. Fluoreszenzaufnahmen wurden mit einer Fotokamera aufgenommen. Kontrast
und Intensitit der Fluoreszenzaufnahmen wurden unter Berlcksichtigung gleicher
Einstellungen mit Adobe Photoshop CS grafisch bearbeitet. Fiir die quantitative
Untersuchung der ACE2-Expression wurde die Durchflusszytometrie verwendet. Die Zellen
wurden in 24-Napf Kulturschalen tiber Nacht kultiviert und am folgenden Tag nach
einmaligem Waschen mit PBS durch 20-miniitige Behandlung mit 200 pl Accutase (PAA-
Laboratories) bei 37 °C vom Boden der Zellkulturschale gelést und in 1 ml PBS
resuspendiert. Nach einem Sedimentationsschritt fiir 3 min bei 400 x g und RT wurden
1x105 Zellen in 250 pl BSA 1,0 % in PBS resuspendiert, 1:50 mit anti-ACE2 Antikdérper
versetzt und 1 h bei 4 °C in einem Uberkopf-Schwenker inkubiert. Die Zellen wurden 3 x mit
1,0 % BSA in PBS gewaschen und nach jedem Waschschritt bei 400 x g fiir 3 min
sedimentiert. Nach der Inkubation mit FITC-konjugiertem Sekundarantikorper fiir 1h bei 4
°C wurden die Zellen erneut gewaschen und das Zellpellet in 0,5 ml 0,5 % BSA in PBS
resuspendiert und direkt in einem Beckman Coulter Epics XL Durchflusszytometer
untersucht und mit der EXPO32 Analysesoftware analysiert. Dazu wurden pro Messung 5 x
103 Zellen berticksichtigt. Kontrollzellen wurden nur mit Sekundarantikérper inkubiert und

dienten als Kontrolle zu Bestimmung der Hintergrundfluoreszenz.
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4.5.2 Methyl-B-Cyclodextrin-, a-Cyclodextrin- und Cholesterolbehandlung von

Verozellen

Fiir Untersuchungen zur Bedeutung des zellularen Cholesterols wurden 2x105 Vero
CCL-81- oder Vero E6-Zellen in 24-Napf-Kulturschalen ausgesit, so dass sie am folgenden
Tag als konfluenter Zellrasen vorlagen. Fiir Infektionsversuche wurden die Zellen auf
Deckglasern kultiviert. Die Zellen wurden bei 37 °C fiir 30 min mit unterschiedlichen MBCD-
Konzentrationen oder 10 mM a-CD verdiinnt in EMEM in einem Volumen von 150 pl min
inkubiert und anschliefdend 3x mit 1 ml PBS gewaschen. In Versuchen, wo Cholesterol
zurlckgefiihrt werden sollte, wurden die Zellen zundchst mit MBCD inkubiert. Nach drei
Waschschritten mit PBS wurde das Cholesterol in Serum-freiem Medium verdiinnt und bei
einer Konzentration von 100-400 pg/ml mit den Zellen bei 37 °C fiir 30 min inkubiert. Nach
weiterem Waschen standen die Zellen fiir nachfolgende Experimente zur Verfiigung. In allen

Experimenten wurden Kontrollzellen nur mit Medium inkubiert.

4.5.3 Bestimmung des Cholesterolgehalts nach MBCD-Behandlung

Zur Bestimmung des zellularen Cholesterolgehalts wurde der Amplex Red Cholesterol
Assay Kit (Invitrogen) verwendet. 2x104 Vero CCL-81- bzw. Vero E6-Zellen wurden pro Napf
in 96-Napf-Kulturschalen ausgesit und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am néchsten Tag
wurden die Zellen mit unterschiedlichen MBCD-Konzentrationen, verdiinnt in Medium, in
einem Volumen von 50 pl bei 37 °C fiir 30 min inkubiert. In allen Experimenten wurden
Kontrollzellen nur mit Medium inkubiert. Nach drei PBS-Waschschritten wurden die Zellen
mit 50 pl NP-40-Lyisispuffer fiir 30 min auf Eis lysiert und das Protokoll zur Bestimmung
des Cholesterolgehalts nach Angaben des Herstellers befolgt. Die Auswertung erfolgte in

einem Tecan GENios Pro Fluoreszenz-Mikrotiterplattenlesegerit.

4.5.4 Bestimmung der Zellviabilitdt nach MBCD-Behandlung

Zur Bestimmung der Zellviabilitit wurde das WST-1 Reagenz der Firma Roche
verwendet. Das WST-1-Reagenz ist ein Wasser-losliches Tetrazoliumsalz dessen Spaltung
durch die zelluldren mitochondrialen Dehydrogenasen mit der Anzahl der lebensfiahigen
Zellen korreliert. Vero CCL-81- bzw. Vero E6-Zellen wurden wie in 4.5.3 beschrieben in 96-

Napf-Kulturschalen ausgesit und mit unterschiedlichen MBCD-Konzentrationen behandelt.
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Nach drei Waschschritten mit PBS wurde das WST-1-Reagenz 1:10 in Medium verdiinnt und
zu den Zellen gegeben. Nach Inkubation fiir 1h bei 37 °C wurde die Absorption bei 450 nm
in einem ELISA-Lesegerat gemessen. Als Leerwert wurde die Absorption der WST-1-L6ésung
ohne Zellen von den einzelnen Werten abgezogen. Unbehandelte Zellen dienten als

Kontrolle.

4.5.5 Zell-basierter Bindungstest zur Untersuchung der SARS-CoV-S-Protein-

Interaktion mit ACE2.

BHK-SA18-Zellen wurden in 175 cm?-Zellkulturflaschen kultiviert, bis sie zu 80 %
konfluent waren. Das Zellkulturmedium wurde durch 20 ml frisches EMEM ersetzt, welches
0,25 pg/ml BODIPY FL Ciz , 5 % FKS und 108 M Mifepriston zur Induktion der
S-Proteinexpression enthielt. Die Zellen wurden am folgenden Tag 1x mit PBS gewaschen
und mit 3 ml Accutase fiir 20 min bei 37 °C inkubiert, um die Fluoreszenz-markierten Zellen
vom Boden der Zellkulturflasche abzuldsen. Nach der Resuspension in 10 ml EMEM wurden
die Zellen in einer Neubauer Improved-Zahlkammer gezdhlt und auf 3 x 105 Zellen/ml
eingestellt. Dazu wurden sie bei 400 x g fiir 5 min bei 4 °C sedimentiert und in einem
entsprechenden Volumen PBS resuspendiert. Vero E6-Zellen wurden iiber Nacht in 24-
Napf-Kulturschalen inkubiert, so dass am nachsten Tag ein konfluenter Zellrasen vorlag.
Nach der Behandlung mit MBCD und Cholesterol wie unter 4.5.2 beschrieben wurden die
Zellen mit 500 pl der BHK-SA18-Zellsuspension (1,5 x 105 Zellen) iiberschichtet und fiir 2 h
bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. Nach drei Waschschritten 0,5 M NaCl-haltigem PBS, wurde
die Bindung der Zellen durch Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Fiir die Quantifizierung
der Vero E6, BHK-SA18-Zellinteraktion, wurden die Zellen durch 20-mintitige Behandlung
mit Accutase PAA vom Boden der Zellkulturschale abgelost und bei 400 x g fiir 3 min
sedimentiert. Die Zellen wurden anschlieflend in 1 ml 1,0 % BSA in PBS resuspendiert und
in einem Beckman Coulter Epics XL Durchflusszytometer untersucht. Zur Bestimmung der
gebunden BHK-SA18-Zellen wurde die EXP032-Analysesoftware verwendet und pro
Messung wurden 5 x 103 Zellen beriicksichtigt. Um die Spezifitit der Bindung zu
untersuchen wurden 1,5 x 105 BHK-SA18-Zellen mit einem anti-SARS-Serum aus Kaninchen,
welches zuvor 1:50 in 250 ul PBS verdiinnt wurde, resuspendiert, und fiir 30 min bei 4 °C
inkubiert. Nach drei Waschschritten mit PBS wurde der Bindungstest wie beschrieben
durchgefiihrt. Als weitere Kontrolle wurden Fluoreszenz-markierte parentale BHK21-Zellen

verwendet.
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4.5.6 Bindungstest mit I6slichem SARS-CoV-S1-IgG Fusionsprotein

Fiir den Bindungstest mit SARS-CoV-S1-IgG als Interaktionspartner wurde zunachst
das losliche Fusionsprotein in BHK21-Zellen exprimiert, worauf es anschliefSend
konzentriert wurde und fiir den Bindungstest zur Verfiigung stand. Dazu wurden BHK21-
Zellen in 6-Napf-Kulturschalen ausgesat, so dass sie am nachsten Tag zu 80 % konfluent
gewachsen waren. Die Transfektion des Expressionsplasmids pAB6, welches den ORF des
S1-IgG Fusionsproteins enthilt, erfolgte mit Lipofectamine 2000 (Invitrogen) nach Angaben
des Herstellers in BHK21-Zellen mit Ausnahme, dass zu den Zellen nach der Transfektion
Serum-freies Medium zugegeben wurde. 48 h nach der Transfektion wurden die Uberstinde
gesammelt und Zelltrimmer bei 2800 x g fiir 20 min bei 4 °C abzentrifugiert. Die
Uberstiande wurden durch 0,45 um Filter filtriert und das 16sliche S1-IgG-Fusionsprotein auf
Centricon Plus-20 Ultracel PL-30 Saulen (Millipore) nach Angaben des Herstellers auf 1/10-
Volumen konzentriert. Das l6sliche S1-IgG-Fusionsprotein wurde direkt fiir weitere
Versuche eingesetzt oder in Aliquots bei -20 °C eingefroren. Die Expression des S1-1gG-
Fusionsproteins wurde durch Immunoblotting qualitativ untersucht. Fiir den Bindungstest
von S1-IgG an ACE2 wurden Vero E6-Zellen in 24-Napf-Kulturschalen kultiviert. Am
folgenden Tag wurden die Zellen wie unter 4.5.2 beschrieben mit MBCD oder Cholesterol
behandelt. Nach dreimaligem Waschen mit PBS und einer 20-miniitigen Behandlung mit
Accutase bei 37 °C wurden die Zellen vom Zellkulturboden abgeldst, in 1 ml PBS
resuspendiert und bei 400 x g fir 3 min bei 4 °C sedimentiert. Die Zellpellets (~1 x 105
Zellen) wurden in 250 pl BSA 1,0 % in PBS resuspendiert und mit 10 pl des konzentrierten
S1-1gG-Fusionsproteins versetzt. Nach einer Inkubation fiir 1 h bei 4 °C auf einem Uberkopf-
Schwenker wurden die Zellen dreimal mit BSA 1,0 % in PBS gewaschen und nach jedem
Waschschritt bei 400 x g fiir 3 min bei 4 °C sedimentiert. Nach einer 1-stiindigen Inkubation
mit FITC-konjugiertem Sekundarantikorper bei 4 °C - 1:200 verdiinnt in BSA 1,0 % in PBS -
wurden die Zellen erneut gewaschen und fiir die Analyse im Durchflusszytometer in 1 ml
BSA 0,5 % in PBS resuspendiert. Zur Quantifizierung des gebunden S1-IgG-Fusionsproteins
an ACE2-exprimierende Vero E6-Zellen wurde die EXPO32-Analysesoftware verwendet und
pro Messung wurden 5 x 103 Zellen beriicksichtigt. Um die Spezifitit der Bindung zu
untersuchen wurden Zellen mit konzentrierten Uberstinden von mock-transfizierten
BHK21-Zellen inkubiert, gefolgt von der Farbung mit FITC-konjugiertem

Sekundarantikorper.
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4.5.7 Kopatchinganalyse von ACE2 in Vero E6-Zellen

Fiir die Kopatchinganalyse von ACE2 mit dem raft-Marker Gangliosid GM1 und
nicht-raft-Marker Transferrinrezeptor (TfR) wurden Vero E6-Zellen auf Deckgldsern
kultiviert. Die Farbung der Zellen erfolgte auf Parafilm in einer feuchten Kammer. Dazu
wurden die Deckglaskulturen mit der Zellseite auf einem 30 pl-Tropfen der
Antikorperverdiinnungen in 1,0 % BSA in PBS gelegt, welcher sich innerhalb einer feuchten
Kammer auf einem Parafilmstreifen befand. Die Inkubation mit ACE2-spezifischem
Antikorper aus der Ziege (1:50 verdiinnt) erfolgte fiir 1 h auf Eis. Nach der Inkubation
wurden die Deckglaser in 24-Napf Kulturschalen iiberfithrt und dreimal mit eiskaltem PBS
gewaschen. Fir die Initiierung der Aggregatbildung wurde zu den Zellen warmes PBS
gegeben, fiir 15 min bei 37 °C inkubiert und anschlieffend auf Eis gestellt um die
Aggregation der Proteine zu stoppen. Kontrollzellen, die nicht bei 37 °C inkubiert wurden
und ACE2-gepatchte Zellen wurden anschliefend mit 250 pl Paraformaldehyd (3%) fiir 30
min auf Eis fixiert und mit einer Glycinlésung (0,1 M in PBS) einmal gewaschen und fiir 5
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Uberschiissige Glycinreste wurden mit PBS
entfernt. Fiir die Kolokalisation mit Gangliosid GM1 wurden die Deckglaser mit Cy3-
konjugiertem Sekundarantikérper und FITC-konjugierter Cholera-Toxin B Untereinheit (1
pg/ml) fiir eine 1h bei RT im Dunkeln inkubiert. Fiir die Kolokalisation mit TfR wurden die
Zellen zundchst mit 250 pl Triton-X-100 (0,2% in PBS) permeabilisiert, gefolgt von
sequentiellen Inkubationen mit TfR-spezifischen Antikérper aus der Maus und
Fluorochrom-konjugierten Sekundarantikérpern (anti-Ziege-FITC 1:500; anti-Maus-Cy3
1:200 beides in 1,0 % BSA in PBS verdiinnt) fiir jeweils 1h bei RT im Dunkeln. Zwischen den
einzelnen Antikérperinkubationen wurden die Zellen jeweils dreimal mit PBS gewaschen.
Vor dem Uberfiihren der Deckglaskulturen auf Objekttridger mit Mowiol wurden die Zellen
einmalig mit H,0 gewaschen, um verbliebene Salze zu entfernen. Die Auswertung erfolgte in
einem Leica IRB DM konfokalen Lasermikroskop. Verwendet wurde ein 60-faches Objektiv
mit Immersionsol. Die grafische Bearbeitung der Fluoreszenzaufnahmen hinsichtlich
Kontrast und Intensitit und die Uberlagerung der Aufnahmen wurde unter gleichen

Bedingungen mit Adobe Photoshop CS durchgefiihrt.
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4.6 Biochemische Methoden

4.6.1 Isolierung Detergenz-resistenter Membranen von Vero E6-Zellen

Fiir die Isolierung Detergenz-resistenter Membranen nach Triton-X-100-Behandlung
wurden Vero E6-Zellen in 10 cm Kulturschalen ausgesat und liber Nacht bei 37 °C inkubiert.
Alle nachfolgenden Arbeitsschritte erfolgten bei 4 °C unter Verwendung vorgekiihlter
Arbeitsmaterialien und Losungen. Die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen, mit einem
Zellschaber in 1 ml PBS mit 1,0 % (v/v) Triton-X-100 und ,Complete”-
Proteaseinhibitorcocktail (Roche Pharmaceuticals) abgeldst und in 1,5 ml Reaktionsgefafse
tiberfiihrt. Durch 20-faches Passagieren durch eine 20-gauge Injektionsnadel wurden die
Zellen homogenisiert, gefolgt von einer 2-stiindigen Inkubation. Anschliefend wurden die
Zellkerne durch 15-miniitige Zentrifugation bei 7000 x g entfernt. Fiir die Isolierung der
DRMs durch Stufengradienten-Zentrifugation wurden die Zellextrakte mit 1,5
Volumenanteilen 60 %-iger lodixanol-L6ésung (Sigma) und Proteaseinhibitoren (siehe oben)
versetzt und 1 ml Aliquots in SW-41 Ultrazentrifugationsrohrchen iiberfiihrt (Beckman).
Nach der Uberschichtung mit 40 %-iger lodixanol-Lésung (8 ml) und 5-%-iger lodixanol-
Losung (2ml) wurde der lodixanol-Stufengradient bei 100.000 x g fiir 18 h in einem SW-41-
Rotor (Beckman) zentrifugiert. Die Triton-X-100-Konzentration betrug im gesamten
Gradienten 1,0 % (w/v). Nach der Zentrifugation wurden 1 ml Fraktion von dem Gradienten
abgenommen, mit jeweils 3 ml 96 %-igem Ethanol versetzt und iiber Nacht bei -20 °C gefallt.
Die Fraktionen wurden bei 13.000 rpm fiir 15 min pelletiert, und die Pellets nach der
Abnahme des Ethanols an der Luft getrocknet und mit 4 x LDS-Probenpuffer (Invitrogen)

versetzt

Alternativ fiir die Isolierung von DRMs durch Pelletierung wurde 1 ml des post-
nukledren Zellextraktes in SW-75 Ultrazentrifugationsrohrchen tiberfiihrt und fiir 1,5 h bei
100.000 x g zentrifugiert. Die Uberstinde (Triton-X-100-l6sliche Fraktion) wurden
abgenommen und zundchst bei 4 °C gelagert. Das Pellet wurde in 1 ml NP-40-Lysispuffer
aufgenommen und nach einer 3-stiindigen Inkubation bei 4 °C erneut bei 13.000 rpm fiir 30
min zentrifugiert. Die Uberstinde (Triton-X-unlésliche und Triton-X-l6sliche Fraktion)
wurden mit jeweils drei Volumenanteilen 96-%igem Ethanol vermischt und tiber Nacht
gefallt. Die Fraktionen wurden nach dem Entfernen des Ethanols (siehe oben) mit 4 x LDS-

Probenpuffer versetzt und standen fiir die Analyse im Westernblot bereit.
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4.6.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur elektrophoretischen Auftrennung der Proteine aus DRM-Prédparationen nach
ihrer molekularen Masse, wurden diese mit diskontinuierlichen 4-12 %e-igen Bis-Tris
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidfertiggelen (Invitrogen) oder kontinuierlichen 8 %-
igen Gelen mit den Mafden 50 x 80 x 0,75 mm aufgetrennt. Die Auftrennung erfolgte unter
nicht reduzierenden Bedingungen und die Proben wurden nach der Zugabe von LDS-
Probenpuffer direkt aufgetragen. Die Auftrennung der Proteine in kontinuierlichen Gelen
erfolgte in NuPAGE-Gelkammern (Invitrogen) bei 200 V oder bei 8 %-igen Gelen in
Miniproteingel-Kammern (Keutz) bis zum Einlaufen der Proben ins Trenngel bei 80 V,
anschliefiend bei 140 V, bis der Farbstoff des Probenpuffers den unteren Rand des Gels
erreicht hatte. Als Marker zur Bestimmung der molekularen Masse wurde der PageRuler™

Prestained Protein Marker Plus (MBI Fermentas) verwendet.

4.6.3 Westernblot

Fiir den Transfer von elektrophoretisch aufgetrennten Proteinen auf eine

Nitrozellulosemembran (Schleicher und Schuell), wurde das Halbtrockenblot-Verfahren
verwendet (Kyhse-Anderson, 1984).
Um die Transferbedingungen zu optimieren, wurden zwei Anodenpuffer eingesetzt, die sich
im pH unterschieden. Auf die Graphitplatte (Anode) der Blotkammer (Keutz) wurden
Filterpapier, Nitrozellulose und Gel in der folgenden Reihenfolge gelegt: 6 Blatt Filterpapier
getrankt in Anodenpuffer I, 3 Blatt Filterpapier getrdnkt in Anodenpuffer II, Nitrozellulose
getrankt in H,0, Trenngel und 9 Blatt Filterpapier getrankt in Kathodenpuffer. Die Kammer
wurde mit der anderen Graphitplatte (Kathode) geschlossen und der Transfer erfolgte fiir
60 min bei einer Stromstirke von 0,8 mA/cm? Membran. Freie Bindungsstellen auf der
Membran wurden durch Inkubation mit Blocking Reagenz (Roche; angesetzt 0,5% in PBSM,)
tiber Nacht bei 4°C abgesattigt.

4.6.4 Immunochemische Detektion von Proteinen

Die auf der Nitrozellulosemembran immobilisierten Proteine wurden mit einem
indirekten immunologischen Nachweis mit Antikdrpern detektiert. Die Inkubation der

Membran mit Primarantikérper wurde bei 4°C fiir 1 h durchgefiihrt. Dazu wurde die
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Antikorperverdiinnung (in PBS) in einem Volumen von 1 ml auf der Membran gleichméaf3ig
verteilt und mit Parafilm abgedeckt (Primérantikérper und Verdiinnungen siehe Tabelle
3-3). Nach Inkubation mit der Verdiinnung des Primarantikdrpers erfolgte die Inkubation
mit Immunglobulin-spezifischen, Peroxidase-gekoppeltem Sekundarantikérper. Die
Inkubation mit sekunddrem Antikorper erfolgte unter Schwenken in einem
Verdiinnungsvolumen von 10 ml (in PBS) bei 4°C. Die Nitrozellulosemembran wurde vor
jeder Inkubation dreimal 10 min mit PBSM-0,1% Tween auf einem Schwenker gewaschen.
Die an die Proteine gebundene Peroxidase konnte nach fiinfminiitiger Inkubation mit Super
Signal Dura Extend Blottingsubstrat (Pierce), mit Hilfe eines Chemi Imagers (BIO-RAD)

sichtbar gemacht werden.
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5 ERGEBNISSE

5.1 Eintritt von SARS-CoV-Pseudoviren in polarisierte Epithelzellen

Einige Zellkulturlinien bilden einen hoch polarisierten einschichtigen Zellrasen aus,
wenn sie auf mikroporosen Zellkultureinsatzen kultiviert werden. Solche Zelllinien formen
ein dicht geschlossenes Epithel durch die Ausbildung von tight junctions. Die
Differenzierung geht einher mit der Etablierung der Polaritit der Zellen, die sich durch die
Ausbildung eines transepithelialen elektrischen Widerstandes (TER) messen ldsst (Rousset,
1986; Simons und Virta, 1987; Marozin et al., 2004). Daher wurden diese Zellen haufig als
Modell fiir die Untersuchung zur epithelialen Differenzierung und fiir Infektionsstudien
herangezogen (Ubersichtsarbeit siehe Compans, 1995). Die Funktionalitit der in der
vorliegenden Arbeit verwendeten SARS-CoV-Pseudoviren sollte getestet werden durch
Infektionsversuche mit polarisierten Zellen. Die Untersuchungen sollten Calu-3-Zellen,
humane Colonkarzinomazellen (Caco-2), die Nierenzelllinie der Griinen Meerkatze (Vero

E6) sowie die Madin-Darby Hundenierenzelllinie (MDCK2) einschliefsen.

5.1.1 Differenzierung von Epithelzellen auf Filtereinsatzen

Vero E6-, Caco-2-, Calu-3- und MDCKII-Zellen wurden auf mikropordsen
Filtereinsitzen mit einer Porengréfe von 1,0 um ausgesit (1,3 x 105 Zellen/cm?). Um das
Ausmaf des Differenzierungsgrades festzustellen wurde der transepitheliale elektrische

Widerstand iliber einen Zeitraum von acht Tagen fortwahrend gemessen.
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Abb. 5-1: Transepitheliale elektrische Widerstinde von Filterkulturen verschiedener
Epithelzellen. Vero E6- (X), Caco-2- (A), Calu-3- (m), oder MDCK2-(#)Zellen
wurden auf 1,0 um permeablen Polykarbonat-Membranfiltern ausgesat und
erhielten Zellkulturmedium von der apikalen und basolateralen Seite. Der
transepitheliale elektrische Widerstand (TER) wurde (ber einen Zeitraum von acht
Tagen gemessen.

Als Kontrolle wurde der TER direkt nach Aussaat der unterschiedlichen Zelllinien
gemessen. Die hochsten Widerstdnde wurden bei MDCKII-Zellen festgestellt. Nach etwa 48 h
wurde ein TER von etwa 1000 () gemessen, der im weiteren Verlauf etwas abfiel und bis
zum Ende des Messzeitraums wieder zunahm und Hochstwerte von knapp 1700 Q
erreichte. Bei Calu-3-Zellen wurde der hochste TER von ca. 730 Q nach 48 h Stunden
gemessen und erreichte ein Plateau nach etwa 72 h von ca. 420 (), welches bis zum Tag 8
konstant blieb. Ein dhnlicher Verlauf wurde fiir Caco-2-Zellen festgestellt. Vero E6-Zellen
entwickelten einen stabilen, aber geringen TER von etwa 320 Q iiber den gesamten
Zeitraum von acht Tagen. Geringe Widerstidnde der Vero E6-Zellen wurden bereits in einer

fritheren Untersuchung gezeigt (Blau und Compans, 1995).
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5.1.2 Polarisierter Viruseintritt von SARS-CoV-Pseudoviren in Epithelzellen.

Um die Funktionalitit der SARS-CoV-Pseudoviren zu iiberpriifen wurden
Infektionsversuche mit polarisierten Epithelzellen durchgefiihrt. Bei den verwendeten
Pseudoviren handelt es sich um replikationsdefekte Virionen, die vom Virus der vesikularen
Stomatitis (VSV) abgeleitet sind. Diesen Virionen fehlt das Gen fir das VSV-Glykoprotein G
(VSV-AG) und sie sind nur infektids, wenn ihnen das G-Protein in trans zur Verfiigung
gestellt wird, z.B. durch Transfektion eukaryotischer Zellen mit dem entsprechenden
Expressionsplasmid. Unter diesen Bedingungen werden Virionen gebildet (VSV-AG-G), die
phénotypisch nicht zu unterscheiden sind von VSV und daher dasselbe Infektionsspektrum
von Zielzellen aufweisen. Aufgrund des fehlenden G-Gens, werden nach einer Infektion mit
VSV-AG-G keine infektiosen Nachkommenviren gebildet, es sei denn, die infizierten Zellen
stellen das G-Protein zur Verfiigung. Die Infektiositdt der Pseudoviren kann allerdings auch
beibehalten werden, wenn ein Glykoprotein eines heterologen Virus in trans zur Verfiigung
gestellt wird und dieses Glykoprotein in der Lage ist, die Anheftung an Zielzellen sowie die
Fusion der Virusmembran mit zelluliren Membranen vermitteln kann. Dieser Ansatz wurde
verwendet, um VSV-Pseudoviren zu erzeugen, die das S-Protein des SARS-CoV in der
Virusmembran enthalten (VSV-AG-S). Fiir die Untersuchung wurden Vero E6-, Caco-2-, Calu-
3 und MDCKII- Zellen auf porésen Filtereinsatzen mit einem Membrandurchmesser von 12
mm und einer Porengréfie von 1,0 pm kultiviert, so dass eine hochpolarisierte
Einzellschicht ausgebildet wurde (siehe 5.1.1). Das Medium der apikalen und basolateralen
Seite wurde jeden Tag gewechselt und fiinf Tage nach Aussaat der Zellen, wurden 1x105
VSV-AG-S-Partikel in die apikale bzw. basolaterale Zellkulturkammer gegeben. Die
Pseudoviren, die zu den Filterkulturen gegeben wurden entsprechen einer multiplicity of
infection (MOI) von 0,25-0,5. Nach 16 h wurden die Zellen fixiert (3 %-ige PFA-Losung, 20
min RT), permeabilisiert und auf Objekttragern eingedeckelt. Da der offene Leserahmen des
VSV-G-Gens durch den offenen Leserahmen des griin-fluoreszierende Proteins (eGFP)
ersetzt war, konnten infizierte Zellen durch die GFP-Expression mittels

Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen werden.
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Abb. 5-2: Infektion polarisierter Epithelzellen mit SARS-CoV-S-haltigen VSV-AG-
Pseudoviren. Vero E6-, Caco-2-, Calu-3- oder MDCKII-Zellen wurden auf 12 mm
mikropordsen Polykarbonat-Filtereinsdtzen mit einer Porengréfe von 1,0 um
kultiviert (1,3 x 10° Zellen/ cm?). Funf Tage nach Aussaat der Zellen wurden die Zellen
von der apikalen oder basolateralen Seite mit Viren, die das SARS-CoV-S-Protein
(VSV-AG-S) oder das G-Protein von VSV (VSV-AG-G) enthielten, infiziert (1x10°
infektise Einheiten; entspricht einer MOI von 0,25-0,5). Fluoreszenz von GFP, die
von dem Pseudovirus-Genom exprimiert wurde, diente zum Nachweis infizierter

Zellen. Dargestellt sind reprasentative Bilder von unabhangigen Versuchen.
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Abb. 5-2 zeigt, dass Pseudoviren, die das G-Protein von VSV enthalten MDCKII-Zellen
bevorzugt von der basolateralen Domane infizieren. Dies entspricht den Untersuchungen
zum polarisierten Zelleintritt von VSV in MDCKII-Zellen (Fuller et al., 1984). Ein dhnliches
Ergebnis wurde mit Calu-3 Zellen erhalten. Diese Kontrollen zeigen, dass die Membranen
der Filtereinsitze eine Infektion von der basolateralen Plasmamembran nicht verhindern.
Wenn VSV-Pseudoviren fiir eine Infektion verwendet wurden, die das S-Protein des SARS-
CoV in der Virusmembran enthalten, erfolgt die Infektion aller drei Zelllinien, Vero E6, Caco-
2 und Calu-3, nur von der apikalen Doméne und nicht von der basolateralen (Abb. 5-2).
Dabei ist die Infektion unterschiedlich effizient. Die meisten infizierten Zellen wurden bei
Vero E6 festgestellt, gefolgt von Caco-2-Zellen. Am wenigsten effizient wurden Calu-3-Zellen
mit VSV-AG-S infiziert. Zusammengefasst, infizieren S-haltige Pseudoviren alle drei
Zelllinien iiber die apikale Domine und dies ist in Ubereinstimmung mit der apikalen

Expression von ACE2, dem funktionellem Rezeptor des SARS-CoV.

5.2 Die Bedeutung von zellularem Cholesterol fiir den

SARS-CoV-S-Protein-vermittelten Viruseintritt

Zahlreiche Studien zum Viruseintritt behiillter Viren haben gezeigt, dass zellulares
Cholesterol erforderlich ist, um eine Infektion einzuleiten. Diese Untersuchungen basieren
auf der Behandlung von empfanglichen Zellen mit Methyl-B-Cyclodextrin (MBCD). Bei MBCD
handelt es sich um ein zyklisches Oligosaccharid, welches aus «-1,4-glykosidisch
verkniipften Glucosemolekiilen besteht und durch eine toroidale Struktur mit einem
zentralen Hohlraum charakterisiert ist. f-Cyclodextrine binden Cholesterol ohne sich in die
Plasmamembran einzulagern. Das Sterol wird in den zentralen, nicht-polaren Hohlraum
eingeschlossen und dadurch aus der Plasmamembran extrahiert. Durch den Entzug von
Cholesterol aus der Plasmamembran wird die Integritit der cholesterolhaltigen
Mikrodoméanen gestort und davon abhdngige biologische Prozesse unterbunden. Bei zwei
Vertretern der Familie Coronaviridae, dem Maus-Hepatitisvirus und dem humanen
Coronavirus 229E, wurde bereits ein cholesterolabhdngiger Viruseintritt gezeigt (Nomura et
al., 2004; Choi et al,, 2005). Zum Zeitpunkt der Doktorarbeit lagen keine Untersuchungen

zur Bedeutung von zelluldrem Cholesterol fiir den Eintritt von SARS-CoV vor. Daher sollte
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untersucht werden, ob Cholesterol in der Plasmamembran von Zielzellen fir den

Viruseintritt von SARS-CoV eine Rolle spielt.

5.2.1 Untersuchung unterschiedlicher Vero-Zelllinien zur Oberflachenexpression von

ACE2 und Empfanglichkeit fiir SARS-CoV-Pseudoviren

In die geplanten Untersuchungen sollte ein Coronavirus miteinbezogen werden, von
dem man weif3, dass der Viruseintritt cholesterolabhangig ist. Maus-Hepatitisvirus eignete
sich nicht, da es sich nicht in Verozellen vermehren lasst. Fiir den Beaudette-US Stamm von
IBV wurde in Verozellen eine Cholesterolabhingigkeit gezeigt (Imhoff et al., 2007).
Allerdings repliziert dieser Stamm nicht in der E6-Sublinie von Verozellen, welche
gewohnlich fiir die Anzucht von SARS-CoV in Zellkultur verwendet wird, da diesen Zellen o-
2,3-gebundene Sialinsduren, eine Rezeptordeterminante dieses Virus, fehlen und ist
gegeniiber einer IBV Beaudette-Infektion resistent (Winter et al., 2006). Die Vero-Zelllinie
CCL-81, welche a-2,3-gebundene Sialinsduren exprimiert, ist der IBV Beaudette-US-
Infektion gegeniiber permissiv (Winter et al., 2006). Zundchst sollte festgestellt werden, ob
die CCL-81 Sublinie fiir die Infektionsversuche in dieser Arbeit geeignet ist. Daher wurden
diese beiden Verozelllinien hinsichtlich der Oberflichenexpression von ACEZ untersucht.
293T-Zellen wurden als negative Kontrolle verwendet. Untersuchungen durch Oberflachen-
Immunfluoreszenz zeigen, dass die CCL-81 Sublinie den Rezeptor fiir das SARS-CoV
exprimiert, wenngleich die Anzahl ACE2-positiver Zellen im Vergleich zur E6-Sublinie
geringer ist (Abb. 5-3 A). Durchflusszytometrische Untersuchungen bestitigten diese
quantitativen Unterschiede sowohl in der Anzahl positiver Zellen als auch in der
Expressionsstirke des SARS-CoV Rezeptors (Abb. 5-3 B). Die beiden Vero-Subzelllinien
wurden auch hinsichtlich der Empfanglichkeit fiir VSV-AG-S verglichen. Der Nachweis der
eGFP-Expression in Verozellen nach der Infektion mit VSV-AG-S zeigte, dass die Sublinie
CCL-81 empfanglich fiir die Pseudoviren ist. Die Effizienz der Infektion ist dabei etwa 2-fach
reduziert im Vergleich zu Vero E6-Zellen (Daten nicht gezeigt). Die Verozelllinie CCL-81
wurde daher fiir alle nachfolgenden Experimente verwendet, die Infektionen mit den

Pseudoviren beinhalten.
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Abb. 5-3: ACE2-Expression in unterschiedlichen Zelllinien. A) Indirekte

Immunfluoreszenzfarbung von 293T-Zellen und zwei unterschiedlichen Verozelllinien,
CCL-81 und E6. Die Zellen wurden auf Deckglasern tiber Nacht bei 37 °C kultiviert. Auf
der linken Seite sind Phasenkontrastaufnahmen der Zellen dargestellt. Die ACE2-
Expression wurde durch Immunfarbung mit einem ACE2-spezifischen Antikorper und
FITC-konjugiertem Sekundarantikdrper nachgewiesen und ist auf der rechten Seite
dargestellt. B) Durchflusszytometrische Untersuchung zur Quantifizierung der ACE2-
Oberflachenexpression. Die Zellen wurden durch Accutase-Behandlung vom
Zellkulturboden abgelost. Die Quantifizierung der ACE2-Expression erfolgte nach
Farbung der Suspensionszellen mit anti-ACE2-Antikorper und FITC-konjugiertem
Sekundarantikoper. Der Graph fir die ACE2-positiven Zellen ist grau dargestellt.
Kontrollzellen wurden nur mit Sekundarantikérper inkubiert (gestrichelte Linie). Pro
Messung wurden 5x10° Zellen beriicksichtigt.
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5.2.2 Effekt der MBCD-Behandlung auf den Cholesterolgehalt von Vero-Zellen

Um die Beteiligung des Cholesterols und eine maogliche Rolle von lipid rafts wahrend
der einleitenden SARS-CoV-Infektion zu untersuchen, wurden Zielzellen mit MBCD
behandelt, um zelluldres Cholesterol aus der Plasmamembran zu entziehen. Zunichst

wurden die Vero-Subzelllinien auf den Cholesterolgehalt nach MBCD-Behandlung
untersucht (siehe Abb. 5-4).

Es wurde eine fluorometrische Methode, basierend auf einer Enzym-gekoppelten Reaktion,
verwendet, die freies Cholesterol und Cholesterylester nachweist. Zellen die mit Medium
inkubiert wurden, dienten als Kontrolle. Abb. 5-4 zeigt, dass nach einer M3CD-Behandlung
bei 37 °C fiir 30 min mit unterschiedlichen Konzentrationen in beiden Vero-Zelllinien der
gesamte zelluldre Cholesterolgehalt in dhnlichem Ausmafd abnimmt. Bei einer MBCD-

Konzentration von 10-20 mM ist der Cholesterolgehalt bei den Vero-Zelllinien um ca. 45-50

% reduziert.
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Abb. 5-4: Effekt der MPCD-Behandlung auf den Cholesterolgehalt von Vero CCL-81-
und Vero E6-Zellen. Nach der Behandlung der Zellen mit unterschiedlichen MBCD-
Konzentrationen bei 37 °C fiir 30 min wurde der gesamte zelluldre Cholesterolgehalt
in Zelllysaten mit dem Amplex Red Cholesterol assay kit (Invitrogen) untersucht.
Unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle. (Dargestellt sind die Mittelwerte

unabhéangiger Versuche, n=3)
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5.2.3 Einfluss der MBCD-Behandlung auf die Viabilitdat von Vero-Zellen

Um auszuschlief3en, dass die Behandlung der Vero-Zellen mit MBCD toxische Effekte
auf die Zellen ausiibt, wurde die Zellviabilitit nach MBCD-Behandlung untersucht. Die
Behandlung beider Zelllinien mit einer MBCD-Konzentration bis zu 10 mM fihrte zu
Zellviabilitiatsraten &dhnlich der unbehandelten Kontrollen (Abb. 5-5 B). MPCD-
Konzentrationen von 20 mM hatte einen Einfluss auf die Adhdrenz der Zellen, so dass die
Zellen sich teilweise von der Oberflache der Zellkulturschale ablosten (Abb. 5-5 A). Bei allen
nachfolgenden Experimenten wurden daher die Zellen mit MBCD-Konzentration bis 10 mM

behandelt.

Vero CCL-81 Vero E6 MBCD
5 - —
3 140
3 2,5 mM 120
E 80
2
: 5,0 mM 5 6o —e— Vero CCL-81
; = 0 = Vero EB
' 20
0 - .
10,0 mM 0 5 10 15 20
¢ Methyl-B-Cyclodextrin [mM]
- o

Abb. 5-5: Effekt der MBCD-Behandlung auf die Zellviabilitdat von Vero CCL-81- und Vero
E6-Zellen. Nach der Behandlung der Zellen mit unterschiedlichen MpBCD-
Konzentrationen bei 37 °C fir 30 min wurden die Zellen im Phasenkontrast
mikroskopisch beurteilt (A) und die Zellviabilitdt mit einem kommerziell erhaltlichen
Kit (Roche WST-1) untersucht (B). Unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle.
Dargestellt sind reprasentative mikroskopische Phasenkontrast-aufnahmen und
Mittelwerte der Zellviabilitdt mit Standardabweichung unabhangiger Versuche, n=3)
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5.2.4 Die Infektion mit SARS-CoV-Pseudoviren erfordert Cholesterol in der

Zielmembran

Fiir die Untersuchung zur Rolle von zelluldarem Cholesterol wihrend der Einleitung
einer SARS-CoV wurden replikationsdefekte Pseudoviren genutzt, die sich von VSV ableiten
und das SARS-CoV-Spike-Protein in der Virushiille tragen (VSV-AG-S; siehe 1.3). Die
Verwendung dieser Viren hat den Vorteil, dass Infektionsversuche unter reduzierten
Sicherheitsbedingungen durchgefiihrt werden kénnen. Aufderdem koénnen alle auftretenden
Effekte dem S-Protein zugeordnet werden, da keine anderen Coronavirus-Proteine
vorhanden sind. Es wurde ein experimenteller Versuchsaufbau etabliert, der Versuche mit
Kontrollviren beinhaltetet. Als negative Kontrolle wurden Pseudoviren genutzt, die das G-
Protein von VSV in der Virusmembran enthalten (VSV-AG-G). Bei diesen Pseudoviren und
bei VSV wurde gezeigt, dass die Infektion unabhidngig von zellulirem Cholesterol der
Zielzellen ist (Popik et al, 2002; Thorp und Gallagher, 2004). Um zu zeigen, dass eine
Infektion mit den VSV-AG-G-Pseudoviren durch die MBCD-Behandlung nicht generell
inhibiert wird und es zur Translation des VSV-AG-Genoms kommt, wurden Vero CCL-81-
Zellen mit unterschiedlichen MBCD-Konzentrationen behandelt und anschliefdend infiziert.
In allen Experimenten wurde das MBCD griindlich vor der Infektion entfernt, um zu
vermeiden, dass MBCD einen direkten inaktivierenden Einfluss auf die Viruspartikel hat.
Abb. 5-6 zeigt, dass die MBCD-Behandlung von Vero CCL-81-Zellen per se keinen Einfluss
auf die Infektiositit von VSV-AG-G hat und die Translation des Pseudovirusgenoms
unbeeintrachtigt war, unabhingig ob der Cholesterolentzug der Zellen durch MBCD-
Behandlung vor oder nach der Infektion mit VSV-AG-G erfolgte. Bei abnehmendem
Cholesterolgehalt der Zielzellen blieb die Infektiositit unbeeintrachtigt was in
Ubereinstimmung mit den Untersuchungen von anderen Arbeitsgruppen ist (Popik et al,

2002; Thorp und Gallagher, 2004).
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Abb. 5-6: Effekt der MBCD-Behandlung auf die Infektiositdit von VSV-AG-G und
Transkription des VSV-AG-Genoms. Vero CCL-81-Deckglaskulturen wurden vor bzw.
nach Infektion mit VSV-AG-G mit unterschiedlichen MBCD-Konzentrationen
behandelt (A). 16 h p.l. wurden die infizierten Zellen fixiert und die eGFP-Expression
im Fluoreszenzmikroskop analysiert.

MBCD-behandelt
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Als positive Kontrolle wurde das infektiose Bronchitisvirus (IBV), ein avidres

Coronavirus herangezogen. Dieses Virus ist verwandt zu dem Maus-Hepatitisvirus (MHV)

und fiir beide Viren wird eine Abhangigkeit von zellulirem Cholesterol beim Eintritt in

empfangliche Zielzellen fir dieses Virus gezeigt (Thorp und Gallagher, 2004; Imhoff et al,,

2007). Im Gegensatz zu MHV infiziert IBV Beaudette-US Vero CCL-81-Zellen.
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Abb. 5-7: Effekt des Cholesterolentzugs auf die Virusinfektion. Vero CCL-81-Zellen

wurden mit unterschiedlichen MPBCD-Konzentrationen fir 30 min bei 37 °C
behandelt und anschliefend mit VSV-AG-S und den Kontrollviren VSV-AG-G und IBV
Beaudette-US (IBV Bd) infiziert (MOI=0,001). Nach 8 h p.l. wurden die Zellen fixiert.
Unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle. Die Bestimmung der Infektiositat
erfolgte durch Auszdhlung GFP-exprimierender Zellen (bei den VSV-AG-Viren) und
immungefarbter Zellen (IBV). Dargestellt sind die Mittelwerte mit
Standardabweichung unabhangiger Versuche, n=4.

Im Gegensatz zur Infektion mit VSV-AG-G fiihrte die Behandlung der Vero CCL-81-

Zellen mit zunehmenden MBCD-Konzentrationen zu einer Dosis-abhdngigen Inhibition der

IBV-Infektion. Bei einer MBCD-Behandlung von 2,5 mM ist ein Riickgang der Infektiositat

von etwa 30 % festgestellt worden. Bei 10 mM MPBCD-Behandlung ist im Vergleich zu

unbehandelten Zellen die Infektiositit um etwa 40 % reduziert (Abb. 5-7). Ahnlich wie bei

der IBV-Infektion fiihrte die VSV-AG-S-Infektion von MBCD-behandelten Vero CCL-81-Zellen
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zu einer Dosis-abhangigen Reduktion der Infektidsitat. Bei einer MBCD-Konzentration von
2,5 mM ist die Infektiositit der SARS-CoV-S-haltigen Pseudoviren um etwa 20 %
zurlickgegangen, bei einer MBCD-Konzentration von 10 mM war die Infektion um etwa die
Halfte reduziert. Unter Bertcksichtigung der Ergebnisse aus 5.2.2 kann gefolgert werden,
dass eine 40-50 %-ige Reduktion des Cholesterolgehalts der Zielzellen eine Reduzierung der

Infektiositdt der S-haltigen Pseudoviren um etwa 50 % zur Folge hatte.

5.2.5 Untersuchungen zu Cholesterol-unabhangigen Effekten der Cyclodextrin-

Behandlung

In einigen Studien wurde gezeigt, dass die Behandlung eukaryotischer Zellen mit
MBCD zu einer Reduzierung der lateralen Diffusionsrate von Membranproteinen zur Folge
hatte, unabhingig davon ob die untersuchten Proteine, in rafts- oder non-rafts-Membranen
angereichert waren. Dies deutet darauf hin, dass MBCD noch zuséatzliche Auswirkungen auf
die Membranorganisation haben konnte, die nichts mit der Reduzierung des
Cholesterolgehalts zu tun haben (Shvartsman et al, 2006). Um zwischen
cholesterolabhdngigen und -unabhdngigen Effekten der MQBCD-Behandlung zu
unterscheiden, wurden Zellen ebenfalls mit a-Cyclodextrin (aCD) behandelt und
anschlieflend mit den VSV-Pseudoviren infiziert. Im Gegensatz zu MBCD wird durch die
aCD-Behandlung der Plasmamembran kein Cholesterol entzogen. Ansonsten hat es eine
dhnliche Wirkung auf einige Memranproteine wie MBCD (Shvartsman et al, 2006). Im
Gegensatz zur MBCD-Behandlung fiihrte die Infektion von Vero CCL-81-Zellen, die mit 10
mM oCD behandelt waren, nicht zu einem Riickgang der Infektidsitdt von VSV-AG-S (vgl.
Abb. 5-7 mit Abb. 5-8). Dieses Ergebnis zeigt, dass eher cholesterolabhdngige und weniger
cholesterolunabhingige Effekte der MBCD-Behandlung fiir die reduzierte Infektiositit von
VSV-AG-S verantwortlich sind.
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Es wurde aufderdem untersucht, ob die Behandlung der Zellen mit MBCD sich auf das
Expressionsniveau von ACE2 auf der Zelloberfldache von Vero E6-Zellen auswirkte. Abb. 5-9
zeigt, dass der Entzug von Cholesterol aus der Plasmamembran der Zellen keinen Einfluss

auf die Oberflichenexpression des SARS-CoV-Rezeptors hatte.

Abb. 5-9: Quantifizierung der ACE2-
Oberflachenexpression nach MBCD-Behandlung.
Vero E6-Zellen wurden mit anti-ACE2-Antikérper
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5.2.6 Der Effekt des Cholesterolentzugs auf die Infektion mit SARS-CoV-Pseudoviren

ist reversibel

Um festzustellen, ob der Effekt des Cholesterolentzugs aus der Plasmamembran von
Vero CCL-81-Zellen durch Behandlung mit MBCD reversibel ist, wurden MBCD-behandelte
Zellen mit exogenem Cholesterol inkubiert und nach anschlief}ender Infektion mit den
Pseudoviren die Wiedergewinnung der Infektiositat ausgewertet. Die Abb. 5-10 zeigt, dass
die Zugabe von Cholesterol den inhibitorischen Effekt der MBCD-Behandlung bei der
Infektion mit VSV-AG-S aufhebt. Die Infektionsraten liberstiegen sogar die Werte der Zellen,
die nicht mit MBCD behandelt wurden.
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Abb. 5-10: Effekt der Cholesterolzugabe nach MBCD-Behandlung auf die Infektiositat
der Pseudoviren. Unbehandelte und MBCD-behandelte Vero CCL-81-Zellen wurden
in Anwesenheit (+) oder Abwesenheit (-) von Wasser-l6slichem Cholesterol, welches
in Medium verdinnt wurde, inkubiert und anschlieRend mit den VSV-AG-
Pseudoviren infiziert (MOI=0,001). Die Bestimmung der Infektiositdt erfolgte durch
Auszdhlung eGFP-exprimierender Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte mit
Standardabweichung unabhangiger Versuche, n=3.

Die Infektiositdt von VSV-AG-G war durch die Zugabe von exogenem Cholesterol
nicht beeintrachtigt und die Ergebnisse bestitigen, dass Cholesterol eine wichtige Rolle

beim SARS-CoV-S-vermittelten Zelleintritt spielt.

5.2.7 Zell-basierter Bindungstest

Um den Mechanismus zu verstehen, mit dem der S-vermittelte Viruseintritt nach
Entzug von zelluldrem Cholesterol inhibiert wird, wurde ein Zell-basierter Bindungstest
etabliert. Vero E6-Zellen wurden als konfluenter Zellrasen kultiviert. Als Bindungspartner
wurde eine Zelllinie etabliert, die sich von baby hamster kidney-Zellen (BHK21) ableitet und
konstitutiv das SARS-CoV-S-Protein exprimiert (BHK-SA18). Um die Anzahl der Zellen zu
messen, die an ACE2-exprimierende Vero E6-Zellen binden, wurden BHK-SA18-Zellen mit

der fluoreszierenden Fettsdure BODIPY FL Ci; inkubiert, die sich in die Plasmamembran der
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Zellen einlagert. Fluoreszenz-markierte BHK-SA18-Zellen wurden in Serum-freiem Medium
resuspendiert und zu den konfluentgewachsenen Vero E6-Zellen in einem Verhdltnis von
1:2 (BHK-SA18-Vero E6) gegeben und fiir 2 h bei 4 °C inkubiert. Ungebundene Zellen
wurden durch Waschen mit PBS 0,5 M NaCl entfernt.

Vero E6-Zellen
Phasenkontrast Fluoreszenz uiberschichtet mit

Kontrolle (PBS)

A
0% BHK-SA18
C:

BHK-SA18

+ anti-SARS Serum
E
BHK21

G .

Abb. 5-11: Spezifitat des Zell-basierten Bindungstests. BHK-SA18-Zellen wurden mit der
fluoreszierenden Fettsdaure BODIPY FL C;; und dem Induktor fir die
S-Proteinexpression inkubiert. Nach dem Ablosen der Zellen vom Boden der
Kulturschale wurden die Zellen in Serum-freiem Medium resuspendiert und fir
den Bindungstest verwendet. Konfluente Vero E6-Zellen wurden mit PBS (A und
B), BHK-SA18-Zellen (C und D), BHK-SA18-Zellen, die mit anti-SARS Serum
vorbehandelt wurden (E und F) oder mit Fluoreszenz-markierten BHK21-Zellen
Uberschichtet. Bilder im Phasenkontrast sind auf der linken Seite (A, C, E und G),
Fluoreszenzbilder sind auf der rechten Seite dargestellt (B, D, F und H).

Abb. 5-11 zeigt, dass BHK-Zellen, die das S-Glykoprotein exprimieren, effizient an

Vero E6-Zellen gebunden haben (C und D); im Gegensatz dazu konnten nur wenige der
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urspriinglichen BHK21-Zellen nachgewiesen werden, die kein S-Protein exprimieren (G und
H). Die Vorinkubation von BHK-SA18-Zellen mit anti-SARS Serum fithrte zu einer
Reduzierung der Bindung an Vero E6-Zellen zu einem Maf3, welches vergleichbar mit der
Bindung von BHK21-Zellen ist (E und F). Die unspezifische Bindung von BHK21-Zellen
wurde im Durchflusszytometer bestimmt und lag bei etwa 3-5 % (Daten nicht gezeigt.).
Diese Ergebnisse zeigen, dass die Bindung der BHK-SA18-Zellen an Vero E6-Zellen durch
das SARS-CoV-S-Protein vermittelt wird. Zur quantitativen Ermittlung der Bindung wurden
die Zellen durch Trypsin-Behandlung vom Zellkulturboden abgeldst, im PBS 0,5 % BSA
resuspendiert und im Durchflusszytometer untersucht. Unter Verwendung dieses
Bindungsassays wurde die Bedeutung von zellulirem Cholesterol fiir die Bindung des S-
Proteins an das ACE2 analysiert. Konfluentgewachsene Vero E6-Zellen wurden mit MBCD
behandelt und anschlieffend mit BODIPY FL Ci2-markierten BHK-SA18-Zellen tiberschichtet.
Die Behandlung der Vero E6-Zellen mit MBCD inhibierte die Bindung der S-exprimierenden
BHK21-Zellen in konzentrationsabhdngiger Weise (Abb. 5-12).

200
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Abb. 5-12: Bedeutung von Cholesterol fiir die Bindung von BHK-SA18-Zellen an Vero
E6-Zellen. Konfluente Vero E6-Zellen wurden mit unterschiedlichen MBCD-
Konzentrationen behandelt. In Versuchen mit Cholesterolanreicherung wurden die
Zellen in Gegenwart von exogenem Cholesterol inkubiert. Nach den Behandlungen
wurden BODIPY FL Cy,-markierte BHK-SA18-Zellen zugegeben und fiir 2 h bei 4 °C
inkubiert. Vero E6- und gebundene BHK-SA18-Zellen wurden durch Trypsin-
Behandlung abgelost, in PBS 0,5 % BSA resuspendiert und anschlieBend im
Durchflusszytometer ~ untersucht. Dargestellt sind  Mittelwerte  und
Standardabweichungen unabhangiger Versuche, n=4.
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Bei einer MBCD-Konzentration von 10 mM war die Bindung um etwa 50 % reduziert.
Dieser Wert ist vergleichbar mit der Reduzierung der Infektionsrate, die bei der Infektion
mit VSV-AG-S bei der gleichen MBCD-Konzentration beobachtet wurde (vgl. Abb. 5-7). Der
hemmende Effekt des Cholsterolentzugs auf die Bindung von BHK-SA18-Zellen an ACE2-
exprimierende Vero E6-Zellen wurde durch Zugabe von exogenem Cholesterol aufgehoben
(Abb. 5-12). Die Behandlung mit Cholesterol fiihrte sogar zu einer 2-fachen Zunahme der
Bindung von S-exprimierenden Zellen an Rezeptor-exprimierende Zellen. Die Behandlung
von Vero E6-Zellen mit MBCD oder Cholesterol hatte keine Auswirkungen auf die
unspezifische Bindung von parentalen BHK21-Zellen, die bei 3-5 % lag (Daten nicht
gezeigt). Von diesen Ergebnissen kann darauf geschlossen werden, dass Cholesterol eine

wichtige Rolle wahrend der frithen Schritte der Virusreplikation spielt.

5.2.8 Bindungstest mit SARS-CoV-S1-IgG Fusionsprotein

Alternativ zum Zell-basierten Bindungstest mit BHK-SA18-Zellen (siehe 5.2.7) als
Bindungspartner wurden ein Bindungstest mit einem I6slichen SARS-CoV-S1-IgG
Fusionsprotein als Interaktionspartner durchgefithrt. Vero E6-Zellen wurden mit
unterschiedlichen MBCD-Konzentrationen oder Cholesterol behandelt und anschlief3end
durch Accutase-Behandlung vom Boden der Zellkulturplatte geldst. Die Zellen wurden mit
S1-IgG Fusionsprotein fiir 1h bei 4 °C inkubiert und die Interaktion zwischen ACE2 und S1-
I[gG wurde nach Inkubation mit FITC-konjugiertem Sekundadrantikérper im
Durchflusszytometer quantifiziert. Im Vergleich zum Zell-basierten Bindungstest wurde bei
diesem Assay keine signifikante cholesterolabhdngige Bindung von S1-IgG an Vero E6-
Zellen festgestellt (vgl. Abb. 5-12 mit Abb. 5-13). Die Behandlung von Vero E6-Zellen mit 5
bzw. 10 mM MfCD fiihrte nicht zu einem Riickgang der Bindung der S-Proteinuntereinheit
an Vero E6-Zellen und ist vergleichbar mit der Bindung an unbehandelte Kontrollzellen. Bei
Cholesterol-behandelten Vero E6-Zellen konnte keine zunehmende Bindung festgestellt
werden. Die unterschiedlichen Ergebnisse beim Vergleich des Zell-basierten Bindungstest
und der Inkubation mit S1-IgG hinsichtlich der Bindung des S-Proteins an ACE2 werden in
Abschnitt 6.3 diskutiert.
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Abb. 5-13: SARS-CoV-S1 Interaktion mit MBCD/Cholesterol-behandelten Vero E6-
Zellen. Vero E6-Zellen in Suspension wurden mit unterschiedlichen MBCD-
Konzentrationen oder exogenem Cholesterol behandelt und anschliefend mit
SARS-CoV-S1-lgG Fusionsprotein inkubiert. Nach dem Waschen der Zellen und
nachfolgender Inkubation mit FITC-konjugiertem Sekundarantikorper, wurde die
S1-ACE2-Interaktion im Durchflusszytometer quantifiziert. Dargestellt sind
Mittelwerte und Standardabweichung von unabhangigen Versuchen, n=3)

5.2.9 Kopatchinganalyse durch konfokale Immunfluoreszenzmikroskopie

Aufgrund des cholesterolabhdngigen Viruseintritts von VSV-AG-S und der
Anreicherung von Cholesterol in lipid rafts sollte untersucht werden, ob der SARS-CoV-
Rezeptor, das Angiotensin-konvertierende Enzym 2 (ACE2), mit dem lipid raft-Marker
Gangliosid GM1 kolokalisiert. Obwohl lipid raft-Mikrodomanen schwer zu visualisieren
sind, kann dieses Problem bewaltigt werden, indem Antikdrper verwendet werden, die raft-
assoziierte Proteine kreuzvernetzen, so dass lipid rafts als fluoreszierende Aggregate an der
Zelloberflache nachgewiesen werden konnen (Harder et.,, 1998; Nguyen und Taub, 2002).
Um eine mogliche Assoziation von ACE2 mit Mikrodoméanen auf der Plasmamembran von
Vero E6-Zellen zu untersuchen, wurde konfokale Immunfluoreszenzmikroskopie der Zellen
durchgefiihrt (Abb. 5-14, Abb. 5-15). Vero E6-Zellen wurden auf Deckgliasern zu einem
konfluenten Zellrasen kultiviert, mit anti-ACE2-Antikérper fiir 1 h auf Eis inkubiert und
anschliefRend fixiert oder fiir 15 min mit warmem Medium bei 37 °C inkubiert, um die
Aggregation von ACE2 zu initiieren. Um die Aggregation zu stoppen wurden die Zellen
anschlieflend auf Eis gestellt, gefolgt von der Fixierung der Zellen. Die ACE2-

Antikorperkomplexe wurden durch Cy3-gekoppelte Sekundarantikdrper nachgewiesen. Da
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Choleratoxin an das Gangliosid GM1 bindet, wurden GM1-haltige rafts durch FITC-
gekoppelte Choleratoxin B-Untereinheit (Ctx-FITC) nachgewiesen. Die Zellen wurden mit
einem konfokalen Immunfluoreszenzmikroskop untersucht (Abb. 5-14). Als nicht-rafts-
Kontrolle wurden ACE2-FITC-markierte Zellen nach dem Aggregationsschritt mit einem
monoklonalen, gegen den Transferrin-Rezeptor (TfR) gerichteten Antikérper inkubiert,
gefolgt von der Inkubation mit sekunddrem Cy3-gekoppelten Antikérper. (Abb. 5-15). ACE2
konnte als zufillig verteilte Fluoreszenz-Aggregate nachgewiesen werden, die keine
Korrelation mit GM1 oder TfR aufwiesen, wenn die Zellen ausschliefdlich auf Eis inkubiert
wurden (Abb. 5-14 A; Abb. 5-15 A). Nach der Erwdrmung der Zellen kolokalisierte das ACE2
grofdtenteils mit dem raft-Marker GM1 (Abb. 5-14 B). Eine signifikante Kolokalisation von
ACE2 mit dem nicht-raft Marker TfR wurde nach der Erwdrmung der Zellen nicht
festgestellt (Abb. 5-15 B).



Ergebnisse 85

Kontrolle

Uberlagerung

ACE2-Cy3

ACE2-copatching; 15 min 37 °C

Uberlagerung

Abb. 5-14: Kolokalisation von ACE2 mit dem raft-Marker Gangliosid GM1. Vero E6-
Zellen wurden auf Deckgldasern kultiviert und mit anti-ACE2-Antikorper auf Eis
inkubiert. Die Zellen wurden anschlieRend fixiert (A) oder fir 15 min bei 37 °C
inkubiert (B). Nach der Inkubation mit Cy3-gekoppeltem Sekundarantikorper und
Ctx-FITC wurden die Zellen fixiert und im konfokalen Fluoreszenzmikroskop
analysiert. Dargestellt sind reprasentative Bilder von unabhangigen Versuchen.
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Abb. 5-15: Kolokalisation von ACE2 mit dem nicht-raft-Marker Transferrin-Rezeptor.
Vero E6-Zellen wurden auf Deckglasern kultiviert und mit anti-ACE2-Antikérper auf
Eis inkubiert. Die Zellen wurden anschliefend fixiert (A) oder fiir 15 min bei 37 °C
inkubiert (B). Nach der Inkubation mit FITC-gekoppeltem Sekundéarantikérper
wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert. Die Farbung von TfR erfolgte durch
Inkubation mit einem monoklonalen anti-TfR-Antikérper und Cy3-gekoppeltem
Sekundarantikorper. Die Analyse der gefarbten Zellen erfolgte im konfokalen
Fluoreszenzmikroskop. Dargestellt sind reprdsentative Bilder von unabhangigen
Versuchen.
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5.2.10 Isolierung Detergenz-resistenter Membranen (DRMs) und Analyse der ACE2-

Verteilung

Eine weitere wichtige Methode, neben der Kopatchinganalyse, zur Untersuchung
von lipid rafts basiert auf den biochemischen Eigenschaften der Membranmikrodomane, die
in nicht-ionischen Detergenzien, wie z.B. Triton-X-100, bei niedrigen Temperaturen relativ
unloslich ist. Die Detergenzbehandlung fiihrt zur Bildung von leichten Membranfraktionen,
die Proteine von lipid raft-Domanen enthalten, welche miteinander aggregieren. Sie konnen
aus den Fraktionen mit geringer Dichte isoliert werden. Nach Ultrazentrifugation befinden
sich DRM-assoziierte Proteine in der oberen Halfte eines 5-30 %-igen Saccharose-
Dichtegradienten (Brown und Rose, 1992) oder an der Grenzfliche eines 5/30 %-igen
Saccharose-Stufengradienten (Hope und Pike, 1996). Alternativ kénnen DRMs durch
Ultrazentrifugation pelletiert werden und somit von der Detergenz-l6slichen Fraktion
getrennt werden. Um die Assoziation von ACE2 mit lipid rafts zu bestitigen, sollte
untersucht werden, ob ACE2 nach der Behandlung von Vero E6-Zellen mit Triton-X-100 bei
4 °C in den Detergenz-resistenten Membranen nachweisbar ist. Vero E6-Zelllysate wurden
nach Triton-X-100-Behandlung auf 5/30 %-igen diskontinuierlichen lodixanolgradienten
durch Ultrazentrifugation aufgetrennt und die einzelnen Fraktionen wurden anschlief3end
auf die Verteilung von ACE2 im Gradient untersucht (Abb. 5-16 A). Parallel wurde die
Triton-X-100-unlésliche Membranfraktion durch Pelletierung in der Ultrazentrifuge von der
Detergenz-16slichen Membranfraktion separiert (Abb. 5-16 B). Im 5/30 %-igen
Stufengradient wurden beim Westernblot durch den ACEZ2-Antikoérper zwei Banden mit
einem Molekulargewicht von ~130 kDa bzw. ~250 kDa in der Detergenz-16slichen Fraktion
nachgewiesen, die beide mit dem nicht-rafts-Marker LAMP-2 kolokalisierten (Abb. 5-16 A,
Fraktionen 9-11). Im Gegensatz dazu flotierte der raft-Marker Flotillin-2 in die leichten
Membranfraktionen und befindet sich an der Grenzfliche des 5/30 %-igen lodixanol-
Stufengradienten (Abb. 5-16 B, Fraktion 3). Die Akkumulierung von ACE2 in den schweren
Fraktionen in denen LAMP-2 angereicht ist, fiihrt zu der Annahme, dass der SARS-CoV-
Rezeptor ACEZ2 nicht mit DRMs assoziiert ist. Bei der Pelletierungs-Methode ergibt sich
jedoch eine andere Verteilung von ACEZ2. Hier tritt ebenfalls eine schwache Bande mit einem
Molekulargewicht von ~250 kDa auf, die groéfitenteils mit dem raft-Marker Flotillin-2
kolokalisiert und nur schwach in der Detergenz-16slichen Membranfraktion ausgepragt ist,
in welcher der nicht-rafts-Marker LAMP-2 angereichert ist (Abb. 5-16 B). In der Triton-X-

100-16slichen Fraktion ist tiberwiegend eine ACE2-Bande mit einem Molekulargewicht von
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130 kDa nachweisbar. Diese Ergebnisse bestatigen, dass ACE2 mit DRMs assoziiert ist und

deuten darauf hin, dass vermutlich eine multimere Form des SARS-CoV-Rezeptors mit lipid

rafts assoziiert ist. Die unterschiedliche Verteilung von ACE2 in den Membranfraktionen bei

dem Vergleich der unterschiedlichen methodischen Ansatze wird in Abschnitt 6 diskutiert.

A
lodixanol 15 % Pl 30 %———P M0 W
acez2 | | . 250
+130
LAMP-2 . 130
Flotillin-2 + 55
Fraktion # 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 1
B
R NR ZL
« 250
ACE2
+130
LAMP-2 +«130
Flotillin-2 + 55

Abb. 5-16 Isolierung Detergenz-resistenter Membranen von Vero E6-Zellen. Vero E6-

Zellen wurden in 1,0 % Triton-X-100 lysiert. Die Zelllysate wurden in einem 5-40 %-
igen diskontinuierlichem lodixanol-Gradient durch Ultrazentrifugation aufgetrennt
und 1 ml Fraktionen wurden von oben (Fraktion Nr.1) bis unten (Fraktion Nr. 11)
abgenommen und nach Ethanol-Féllung in einem 4-12 %-igen Bis-Tris SDS-Gel
aufgetrennt (A). Alternativ wurden Triton-X-100- unlésliche Membranen (R) durch
Pelletierung von der loéslichen Membranfraktion (NR) separiert, in NP-40-
Lysispuffer lysiert und nach Ethanol-Faillung in einem 8 %-igen SDS-Gel
aufgetrennt (B). Die Proteine wurden auf Nitrozellulosemembranen transferiert
und anschlieBend durch Immunoblotting mit Antikérpern gegen ACE2, LAMP-2
und Flotillin-2 nachgewiesen.
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6 DISKUSSION

6.1 Untersuchungen zum SARS-CoV-S-Protein-vermittelten Viruseintritt

in polarisierte Epithelzellen

Die erste Hiirde wihrend der SARS-CoV-Infektion ist die Uberwindung der zelluldren
Membran, um die Virusgene in das Zytosol zu entlassen. Das primare Ziel einer SARS-CoV-
Infektion ist dabei das respiratorische Epithel (Ksiazek et al., 2003; Nicholls et al., 2003; Chen
und Hsiao, 2004) und das Angiotensin-konvertierende Enzym 2 (ACE2) wurde als
funktioneller Rezeptor identifiziert (Li et al, 2003; Wang et al, 2004). Differenzierte
Epithelzellen liegen als polarisierter Zellverbund vor, welche die Separierung der
Plasmamembran in eine apikale - der dufderen Umgebung - und eine basolaterale - dem
inneren Milieu des Organismus zugewandte - Domdne beinhaltet. Fiir die Untersuchungen
zum polarisierten Zelleintritt von SARS-CoV wurden in dieser Doktorarbeit Pseudoviren
verwendet, die das S-Protein von SARS-CoV in der Virusmembran enthalten (VSV-AG-S). Diese
Viren leiten sich vom Virus der vesikuldren Stomatitis ab (VSV). Um die Funktionalitit von
VSV-AG-S zu tberpriifen und die Untersuchungen zum polarisierten Zelleintritt auf Zellen aus
unterschiedlichen Zellgeweben auszudehnen, wurden Infektionsversuche hochpolariserter
Filterkulturen durchgefiihrt. Die Infektion der etablierten polarisierten Epithelzelllinien Calu-
3, Caco-2 und Vero E6 mit den SARS-Pseudoviren wurde bei allen Zelllinien ausschlief3lich
liber die apikale Domédne vermittelt, wobei die Effizienz der Infektion zwischen den Zelllinien
in unterschiedlichem Ausmaf$ erfolgte. Bei Pseudoviren, die das VSV-G-Protein enthielten,
erfolgte die Infektion von Calu-3- und MDCKII-Zellen tiberwiegend iiber die basolaterale
Domine und diese Kontrollen zeigen, dass die Membranfilter der Zellkultureinsitze eine
basolaterale Infektion nicht generell inhibieren. Im Verlauf dieser Arbeit wurde ein apikaler
Zelleintritt von SARS-CoV von anderen Arbeitsgruppen bestétigt. In der Arbeit von Tseng et
al,, (2005) wurde gezeigt, dass die Infektion von Calu-3-Zellen mit SARS-CoV tliberwiegend
iber die apikale Membrandomine erfolgt. Die Infektion dieser Zellen verursachte
zytopathische Effekte, die durch die Replikation des Virus hervorgerufen wurden und
reflektiert den natiirlichen Verlauf der Infektion in der Lunge. Auch bei priméren Zellen, die
aus humanem Lungengewebe isoliert wurden, wurde die Infektion iiber diese Domane

vermittelt (Jia et al, 2005; Sims et al, 2005). Am besten lasst sich die Infektion tber die
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apikale Domane erkldren, wenn der Rezeptor ebenfalls an dieser Doméne exprimiert wird. In
Ubereinstimmung mit der apikalen Infektion konnte gezeigt werden, dass der SARS-CoV-
Rezeptor, das ACE2, iiberwiegend an der apikalen Doméane von Calu-3-Zellen und primaren
Lungenzellen exprimiert wird (Jia et al.,, 2005; Sims et al., 2005; Tseng et al., 2005) und die
Expression von ACE2 auf der apikalen Seite wurde in unserer Arbeitsgruppe fiir Calu-3-, Caco-
2- und Vero E6-Zellen bestitigt (Ren et al, 2005). Bei dieser Arbeit wurde durch
Immunfluoreszenzanalysen des Weiteren gezeigt, dass die ACE2-Expression in den
unterschiedlichen  Zelllinien unterschiedlichen stark ausgepragt ist und das
Expressionsniveau mit der Empfanglichkeit der SARS-Pseudoviren korreliert. Vero E6-Zellen
exprimierten am meisten ACE2 an der apikalen Membrandomane und wurden am
effizientesten mit VSV-AG-S infiziert, gefolgt von Caco-2- und Calu-3-Zellen. Unter
Beriicksichtigung der unterschiedlichen ACE2-Expressionsstirken an der apikalen
Membrandomiane von Calu-3, Caco-2- und Vero E6-Zellen (Ren et al, 2005) und der
korrelierenden Infektionseffizienz der SARS-Pseudoviren wird deutlich, dass eine kritische
Rezeptordichte von Bedeutung fiir einen effizienten Viruseintritt sein muss. Das Ausbleiben
der Infektion liber die basolaterale Domdne kann durch das Fehlen oder durch geringe
Expressionsstiarken von ACE2 in dieser Doméne erklart werden. Zusétzlich zur Bedeutung von
ACE2 fiir eine apikale Infektion kénnte das Fehlen oder die unzureichende Expression eines
Korezeptors an der basolateralen Doméne fiir das Ausbleiben der Infektion iiber diese
Domaéne verantwortlich sein. Die Existenz eines Korezeptors wurde bislang aber noch nicht
nachgewiesen. Neben respiratorischen Komplikationen sind bei einigen SARS-Patienten
intestinale Symptome aufgetreten. Dies deutet darauf hin, dass nicht nur das respiratorische
Epithel, sondern auch das gastrointestinale Epithel fiir eine SARS-CoV-Infektion empfanglich
ist (Leung et al,, 2003). Die Infektion der humanen Colonkarzinomazelllinie Caco-2 mit VSV-
AG-S zeigt, dass ein gastrointestinaler Infektionsweg nicht ausgeschlossen werden kann.
Untersuchungen zur ACE2-Verteilung in unterschiedlichen humanen Zellgeweben haben
gezeigt, dass der Rezeptor nicht in Enterozyten des Colons vorhanden zu sein scheint, jedoch
reichlich in Enterozyten des Diinndarms vorkommt (Hamming et al, 2004). Eine mogliche
Erklarung dafiir ist, dass die ACE2-Expression im Colon durch zelluldre oder umweltbedingte
Stimuli induziert wird. Dies wird dadurch gestiitzt, dass intestinale Symptome durch eine
SARS-CoV-Infektion nur bei einigen Patienten auftraten (Leung et al., 2003). Vermutlich ist die
ACE2-Expression in unterschiedlichen Geweben sehr dynamisch und mit der zelluldren
Differenzierung assoziiert. Faktoren, die die ACE2-Expression regulieren, wurden bisher nicht
identifiziert. Zukiinftige Untersuchungen des ACE2-Promotors und ACE2-Genexpression in
Assoziation mit der Zelldifferenzierung konnten Regulatoren der ACE2-Expression aufdecken

und eine SARS-CoV-Infektion dieser Gewebe, als Konsequenz, besser erklidren. Desweiteren
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wiirden Untersuchungen an isoliertem Darmgewebe und primdren Enterozyten zu einem

besseren Verstandnis der SARS-CoV-Infektion im gastrointestinalen Trakt fiihren.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die apikale Zelloberfliche die
Haupteintrittsstelle des SARS-CoV ist und ilibereinstimmt mit der Lokalisation des SARS-CoV-
Rezeptors. Die Infektion tliber die apikale Membrandomane ist auch fiir andere respiratorische
Viren von Bedeutung. Das humane Coronavirus 229E und humanes Parainfluenzavirus
infizieren Zielzellen Uber die apikale Domane und dies scheint ein wiederkehrendes Muster
respiratorischer Erreger zu sein (Wang et al., 2000; Bose et al., 2001). Fiir das SARS-CoV ist
der gerichtete Viruseintritt allzu verstindlich unter der Beriicksichtigung, dass das Virus
vermutlich primar iber Tropfcheninfektion und Einatmung Virus-haltiger Aerosole in
Kontakt mit den Luftwegen kommt und anschliefSend in bronchialen Epithelzellen repliziert
(Ksiazek et al., 2003; Nicholls et al.,, 2003; Chen und Hsiao, 2004). Es sollte auch erwahnt
werden, dass das humane Coronavirus NL-63 ebenfalls ACE2 nutzt, um Zellen des
respiratorischen Trakts zu infizieren (Hofmann et al., 2005). Daher ist anzunehmen, dass der
polarisierte Viruseintritt dieses Virus in differenzierten Epithelzellen ebenfalls {iber die
apikale Membrandomaéne erfolgt. Abschliefend kann gesagt werden, dass die verwendeten
SARS-Pseudoviren Untersuchungen zum S-Protein-vermitteltem Zelleintritt ermoglichten und

zu einem besseren Verstandnis der initialen Schritte einer SARS-CoV-Infektion fiihrten.

6.2 Die Bedeutung zelluldaren Cholesterols fiir den S-Protein-vermittelten

Viruseintritt

Die Zellmembran eukaryotischer Zellen enthadlt unterschiedliche Lipide, die
asymmetrisch iiber den exoplasmatischen und endoplasmatischen Anteil der Lipid-
Doppelschicht verteilt sind (Ubersichtsarbeit siehe van Meer, 1989). Die verschiedenen
Lipide unterscheiden sich in ihren physikalisch-chemischen Eigenschaften und fiihren zu
einer lateralen Heterogenitit in der Membran, wodurch verschiedene Membrandoméanen
herausgebildet werden (Ubersichtsarbeit siehe Rajendran und Simons, 2005). Eine dieser
Domanen wird als lipid rafts bezeichnet und das Konzept zur Existenz von lipid rafts hat das
Verstidndnis der Membranbiologie grundlegend gedndert (Simons und lkonen, 1997). Lipid
rafts sind dadurch charakterisiert, dass sie iiberwiegend mit Cholesterol und Sphingolipiden
angereichert sind (Ubersichtsarbeiten siehe Simons und Ikonen, 1997; Brown und London
1998; Simons und Toomre, 2000). Fiir Cholesterol wird angenommen, dass es die kompakte

Anordnung der Sphingolipide aufrechterhilt, indem es die Zwischenrdume der gesittigten
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Fettsdureketten der Sphingolipide besetzt und der stabilisierende Effekt von Cholesterol
innerhalb dieser Domane ist allgemein anerkannt. Viele Untersuchungen zur Funktion von
lipid rafts beinhalten den Entzug des zellularen Cholesterols durch Behandlung der Zellen mit
Cholesterol-extrahierenden Substanzen oder durch Inhibition der Cholesterolsynthese.
Allerdings hat der Entzug von Cholesterol auch Auswirkungen auf die Membranphysiologie,
wie z.B. die Membranpermeabilitdt und daraus resultierende Effekte sind unabhadngig von der
Zerstorung der lipid rafts (Simons und lkonen, 2000). Die in dieser Arbeit gezeigten
Beobachtungen basieren auf den Cholesterolentzug durch Behandlung der Zellen mit Methyl-
-Cyclodextrin (MBCD). Im Vergleich zu anderen Cholesterol-bindenden Substanzen, die sich
in die Plasmamembran einlagern, hat MBCD ausschlieflich eine Oberflachen-wirksame
Aktivitat und entzieht Cholesterol selektiv durch Einlagerung des Sterols in den zentralen,
nicht-polaren Hohlraum des zyklischen Zuckeroligomers (Pitha et al., 1988). In der Literatur
werden Effekte durch den Cholesterolentzug auf die teilweise Zerstérung der lipid rafts
zurlckgefiihrt. Allerdings kann dabei, wie bereits erwahnt, nicht vollkommen ausgeschlossen
werden, dass die auftretenden Effekte unabhdngig von den Auswirkungen auf die Integritat
der Cholesterol-angereicherten Mikrodomanen sind. In dem folgenden Abschnitt wird daher
eher die Bedeutung von zellulirem Cholesterol fiir den SARS-CoV-S-Protein-vermittelten
Zelleintritt diskutiert. Allerdings sollte der Zusammenhang mit der Funktion von lipid rafts fiir

den Viruseintritt berticksichtigt werden.

In der Vergangenheit wurden zahlreiche Untersuchungen zur die Bedeutung von
Cholesterol fiir die Replikation unterschiedlicher Viren durchgefiihrt. Beim Mause-
Leukdamievirus wurde gezeigt, dass der Entzug von zellulirem Cholesterol die Infektion
beeintrachtigt und Cholesterol in der Virusmembran unbedeutend ist (Lu et al., 2002). Bei
Influenzaviren und dem Hundestaupe-Virus ist nur das Cholesterol der Virusmembran fiir
eine effiziente Infektion wichtig ist (Sieczkarski und Whittaker, 2002; Sun und Whittaker,
2003; Takeda et al, 2003; Imhoff et al, 2007). Einige Viren, z.B. das humane
Immunodefizienzvirus (HIV) und das Herpes Simplex-Virus, bendtigen Cholesterol in beiden
Membranen (Liao et al., 2001, 2003; Graham et al.,, 2003; Bender et al., 2003; Lee et al., 2003)
und im Gegensatz dazu weist das Virus der vesikuldren Stomatitis (VSV) keine verminderte
Infektiositdt auf, wenn Cholesterol auf zellularer oder viraler Seite entzogen wird (Popik et al,,
2002; Thorp und Gallagher, 2004; Imhoff et al, 2007). Fiir einige Coronaviren - das Maus-
Hepatitisvirus (MHV), das Virus der infektiosen Bronchitis (IBV) und das humane Coronavirus
229E (HCoV-229E) - wurde ebenfalls gezeigt, dass die Infektiositit nach Entzug von
zelluldarem Cholesterol beeintrachtigt ist (Nomura et al,, 2004; Thorp und Gallagher, 2004;
Imhoff et al, 2007).
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Bei den in dieser Doktorarbeit durchgefiihrten Untersuchungen wurde die Bedeutung
des zelluldaren Cholesterols fiir den SARS-CoV-S-Protein-vermittelten Zelleintritt S-haltiger
Pseudoviren nach Behandlung von Zielzellen mit MBCD analysiert und die gezeigten
Ergebnisse bestatigen einen cholesteroldabhidngigen Zelleintritt der S-haltigen Pseudoviren.
Durch die Behandlung der Zellen mit MBCD konnte gezeigt werden, dass der Zelleintritt der
SARS-Pseudoviren in konzentrationsabhdngiger Weise inhibiert wurde. Bei einer
Konzentration von 10 mM MBCD wurde ein Riickgang der Infektiositit von ca. 50 %
festgestellt und durch die Zugabe von Cholesterol nach MBCD-Behandlung konnte der
inhibitorische Effekt aufgehoben werden. Fiir die Infektionsversuche wurden zwei
Kontrollviren einbezogen: Von VSV ist bekannt, dass die Infektiositit nach dem Entzug
zellularen Cholesterols aus den Membranen von Zielzellen beibehalten wird (Thorp und
Gallagher, 2004; Imhoff et al.,, 2007) und die Infektion mit Pseudoviren, die das VSV-G-Protein
in der Virusmembran enthalten, war durch den Cholesterolentzug der Zielzellen nicht
betroffen. Als positive Kontrolle wurden Infektionen mit IBV durchgefiihrt, da fiir dieses Virus
ein cholesterolabhédngiger Zelleintritt beschrieben wurde (Imhoff et al, 2007). Die
Behandlung der Zellen mit 10 mM MBCD fiihrte zu einer Reduzierung des gesamten zellularen
Cholesterolgehalts um ca. 50 % in Ubereinstimmung mit Arbeiten anderer Arbeitsgruppen
(Keller und Simons, 1998; Thorp und Gallagher, 2004; Choi et al., 2005; Imhoff et al., 2007)
und die Behandlung hatte keine Auswirkungen auf die Viabilitit der Zellen. Zusammen
betrachtet weisen die Ergebnisse darauf hin, dass Cholesterol eine wichtige Rolle beim SARS-
CoV-S-vermittelten Zelleintritt spielt. In einer kiirzlich veroffentlichten Arbeit wurde ein
cholesterolabhéngiger Eintritt von SARS-CoV nach Behandlung von Vero E6-Zellen mit MECD
gezeigt und das Ausmafd der Inhibierung ist vergleichbar mit den bei dieser Arbeit

verwendeten SARS-Pseudoviren (Li et al., 2007).

In einigen Studien wurde gezeigt, dass die Behandlung eukaryotischer Zellen mit
MBCD zu einer Reduzierung der lateralen Diffusionsrate von Membranproteinen zur Folge
hatte. Dies deutet darauf hin, dass MBCD noch zusdtzliche Auswirkungen auf die
Membranorganisation haben kénnte, die nichts mit der Reduzierung des Cholesterolgehalts
zu tun haben (Shvartsman et al., 2006). Die Behandlung von Zellen mit a-Cyclodextrin, einem
Zucker, der im Gegensatz zu MBCD kein Cholesterol entzieht, aber sonst eine &dhnliche
Wirkung auf einige Membranproteine wie MBCD hat (Shvartsman et al., 2006), fithrte nicht zu
einem Riickgang der Infektiositdt der SARS-Pseudoviren. Dieses Ergebnis zeigt, dass eher
cholesterolabhiangige und weniger cholesterolunabhiangige Effekte durch die MBCD-
Behandlung fiir die reduzierte Infektidsitat von VSV-AG-S verantwortlich sind. Auch hatte die

Behandlung der Zellen mit MBCD keinen Einfluss auf das Expressionsniveau von ACE2 auf der
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Zelloberflache. Dies steht im Widerspruch zu Beobachtungen einer anderen Arbeitsgruppe (Li
et al, 2007). Die Unterschiede sind vermutlich auf unterschiedliche Farbeprotokolle
zurlickzufiihren. Bei unseren Untersuchungen wurde der ACE2-Antikérper vor der MBCD-
Behandlung dazugegeben wobei in der Arbeit von Li und Mitarbeitern der Antikérper nach
dem Cholesterolentzug dazugegeben wurde. Die Ergebnisse konnen so interpretiert werden,
dass das Cholesterol in der Plasmamembran die ACE2-Konformation und somit die

Prasentation antigener Epitope verdndert.

6.3 Bedeutung von cholesterolreichen Membrandomanen fiir die

S-Protein-ACE2-Interaktion

Die Funktion des S-Proteins in der frithen Phase der SARS-CoV-Infektion ist zum einen
die Bindung an den zelluldren Rezeptor ACE2 an der Oberfliche von Zielzellen und zum
anderen die Induktion der Fusion zwischen der viralen und zelluldiren Membranen. Um den
molekularen Mechanismus zu verstehen, der nach Entzug von zelluldrem Cholesterol inhibiert
wurde, wurden zwei unterschiedliche Bindungstests etabliert. Der Zell-basierte Bindungstest
zeigt, dass die S-vermittelte Bindung an ACE2-exprimierende Zielzellen, denen Cholesterol
entzogen wurde, inhibiert ist. Die Behandlung der Vero E6-Zellen mit MBCD fiihrte zu einer
reduzierten Bindung der S-exprimierenden Zellen in konzentrationsabhangiger Weise. Der
hemmende Effekt des Cholsterolentzugs konnte durch Zugabe von exogenem Cholesterol

aufgehoben werden.

Alternativ wurde ein Bindungstest mit einem Idslichen SARS-CoV-S1-IgG
Fusionsprotein als Interaktionspartner durchgefiihrt. Im Vergleich zum Zell-basierten
Bindungstest wurde bei diesem Assay keine signifikante cholesterolabhédngige Bindung von
S1-IgG an ACE2 festgestellt. Die Unterschiede konnen dadurch erklart werden, dass in
S-haltigen Zellen im Gegensatz zum S1-IgG-Fusionsprotein eine multivalente Bindung des
S-Proteins moglich ist. In diesen Zellen liegt das S-Protein in hoher Kopienzahl vor und
dadurch koénnen mehrere simultane Kontakte zwischen den viralen Glykoproteinen mit
Rezeptormolekiilen zustande kommen. Beim S1-IgG-Fusionsprotein sind dagegen nur
einzelne Kontakte mit ACE2-Molekiilen méglich. Fiir den Zell-basierten Bindungstest konnte
die Konzentrierung von ACE2 in bestimmten Bereichen der Membran dabei eine multivalente
Bindung mit den S-haltigen Zellen begiinstigen und cholesterolreiche Membrandoméanen
scheinen dafiir ein geeignetes Milieu darzustellen. Dies wiirde auch die reduzierte Bindung

nach Cholesterolentzug erkldren, unter der Annahme, dass die Aggregation von ACE2 durch
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den Cholesterolentzug inhibiert wird. Allerdings scheinen diese Doméanen nicht ausschliefdlich
fir den Viruseintritt notwendig zu sein und dies ist in Ubereinstimmung mit der Tatsache,
dass der Cholesterolentzug die Empfanglichkeit der SARS-Pseudoviren reduziert und nicht
vollstindig aufhebt: Die Infektionsraten der Pseudoviren waren nach Cholesterolentzug um
50-60 % reduziert. Die reduzierte Bindung der S-exprimierenden Zellen nach
Cholesterolentzug ACE2-exprimierender Zellen wiederum bietet eine plausible Erklarung fiir
die reduzierte Effizienz der S-vermittelten Infektion der SARS-Pseudoviren. Ein moglicher
Mechanismus konnte sein, dass der Entzug des Cholesterols aus den Zielmembranen der
ACE2-exprimierenden Zellen zur Dispersion der ACE2-Molekiile auf der Zelloberflache fiihrt,
wodurch multivalente Protein-Protein-Interaktionen folglich beeintrédchtigt sind. Diese fiihrt
zu der Vermutung, dass eine notwendige Voraussetzung fiir eine effiziente Interaktion mit
mehrfachen Wechselwirkungen die raumliche Konzentrierung von ACE2 in der
Plasmamembran ist. Fiir HIV-1 wurde gezeigt, dass die multivalenten gp120-haltigen
Viruspartikel zunachst an CD4-haltige, cholesterolreiche Membrandomanen binden und eine
Umverteilung der gp120-CD4-Korezeptorkomplexe nach Rekrutierung des CXCR4-
Korezeptors aus der nicht-raft Membrandomane erfolgt. Diese Umverteilung der Komplexe
konnte durch Cholesterolentzug inhibiert werden und fiihrte zu einer verringerten Infektion.
Die Bindung von monomerem gp120 fiihrte im Gegensatz dazu nicht zu einer Umverteilung
von CD4 oder CXCR4 in der Plasmamembran (Kozak et al., 2002). Dartiber hinaus wurde fiir
HIV gezeigt, dass die Behandlung dendritischer Zellen (DC) mit MBCD in einer reduzierten
Bindung der Viren an die behandelten Zellen resultiert und diese Beobachtungen wurden
durch das Vorhandensein von DC-spezifischen HIV-Anheftungsfaktoren in cholesterolhaltigen
Membrandomanen erklart (Gummuluru et al., 2003). Fiir die Interaktion des S-Proteins mit
ACE2 ist dieser Zusammenhang vergleichbar. Eine funktionelle Beteiligung von
cholesterolangereicherten Domanen und die Konzentrierung spezifischer Anheftungsfaktoren
in der Plasmamembran wurde u.a. auch fiir das Semliki Forest virus, Simian virus 40,
Ebolavirus und Marburgvirus vermutet (Lu et al., 1999; Bavari et al,, 2002; Pelkmans et al,,
2002). Inwiefern der Cholesterolentzug sich auf die Bindung von SARS-CoV-Partikel auswirkt,
lasst sich nur durch einen Virus-basierten Bindungstest mit Bestimmtheit sagen. In dieser
Arbeit wurden unterschiedliche Bindungstests mit SARS-Pseudoviruspartikeln angestrebt,
allerdings konnten keine verlasslichen Ergebnisse erzielt werden. Dies ist vermutlich darauf
zuriickzufiihren, dass fiir die Untersuchungen hohere Pseudovirustiter notwendig waren. Die
Reinigung bzw. Konzentrierung der SARS-Pseudoviren durch Ultrazentrifugation war
technisch nicht mdglich, ohne einen massiven Verlust der Infektiositit der Viruspartikel.
Vermutlich hielten die S-Proteine in der Virushiille den auftretenden Scherkraften wahrend

der Zentrifugation nicht stand und losten sich wahrend der Sedimentation von den
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Viruspartikeln. Dadurch ist anzunehmen, dass auch die Bindung an Zielzellen nachhaltig

beeintrachtigt war.

Basierend auf diesen Ergebnissen lasst sich sagen, dass eine Cholesterolabhingigkeit
fiir den S-vermittelten Viruseintritt vorliegt und die Abhéngigkeit vermutlich wahrend der
frithen Phase der Infektion eine Rolle spielt, hchstwahrscheinlich wahrend der Bindung der
Viruspartikel an die Zellen. Fiir eine effiziente Infektion scheint dabei eine multivalente
Interaktion der S-Proteine mit ACE2-Rezeptormolekiilen notwendig zu sein, die durch die
Anreicherung des Rezeptors in cholesterolreichen Membrandomanen ermdéglicht wird. Die
Cholesterolabhangigkeit kann dem S-Protein zugesprochen werden und scheint durch andere
coronavirale Proteine unbeeinflusst zu sein. Derzeit kann nicht ausgeschlossen werden, dass
zusatzlich zum ACE2 andere bisher nichtidentifizierte Oberflichenkomponenten wichtig fiir
die Bindung sind. Falls solch eine Komponente in cholesterolreichen Membrandoméanen
vorkommt, wére dies eine weitere Erklarung fiir die Sensitivitat hinsichtlich der Bindung nach
Cholesterolentzug. Eine zusatzliche Moglichkeit besteht darin, dass Cholesterol einen direkten
Interaktionspartner fiir das S-Protein darstellt. Dies wiirde den Effekt des Cholesterolentzugs
im Zusammenhang mit der S-vermittelten Bindung beim Zell-basierten Bindungstest am
einfachsten erkldaren und ware mit dem Infektionsmodel der SARS-Pseudoviren vereinbar: Die
Zugabe von Cholesterol zu MBCD-behandelten Zellen stellte die Infektiositiat der S-haltigen
Pseudoviren nicht nur wieder her, es wurde sogar eine 2-fache Zunahme im Vergleich zu
unbehandelten Zellen festgestellt. Eine direkte Interaktion zwischen einem viralen
Glykoprotein und Cholesterol wurde fiir das E1-Protein des Semliki Forest virus gezeigt
(Klimjack et al., 1994). Inwieweit dies fiir das SARS-CoV-S-Protein zutrifft, sollte Gegenstand
zukiinftiger Untersuchungen sein. An dieser Stelle sollte noch erwahnt werden, dass auch
andere Prozesse, wie z.B. die Fusion der viralen Membran mit zellulairen Membranen im
Zusammenhang mit der Cholesterolabhingigkeit von Bedeutung sein konnten. Eine
cholesterolabhingige Membranfusion wurde u.a. fiir das Maus-Hepatitisvirus, einem
typischen Vertreter der Gruppe 2-Coronaviren, und fiir HIV gezeigt (Kozak et al., 2002; Choi et
al, 2005). Bei diesen Arbeiten wurde vermutet, dass die Rekrutierung der zelluldren
Rezeptoren in cholesterolreiche Membrandominen zu einer Destabilisierung der

Plasmamembranumgebung fiihrt, wodurch der Fusionsprozess erleichtert wird.
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6.4 ACE2 und lipid rafts

Am besten kann der Effekt des Cholesterolentzugs hinsichtlich der S-vermittelten
Bindung und Infektiositat erklart werden, wenn das ACE2 in lipid rafts lokalisiert ist. Wenn
lipid rafts in Zellen vorhanden sind, sollte es moglich sein, diese Domédnen durch Mikroskopie
zu visualisieren. Diese Methode ist allerdings dadurch limitiert, dass einige raft-Marker wie
z.B. GPI-verankerte Proteine und Ganglioside gleichmafiig iiber die Plasmamembran verteilt
sind bzw. dass diese Dominen sehr klein sein kénnen (<70 nm) und sich somit dem
Auflésungsvermogen der Lichtmikroskopie entziehen (Brown und London, 1998; Jacobson
und Dietrich, 1999; Pike 2006). Dieses Problem kann jedoch bewdltigt werden, indem raft-
assoziierte Proteine durch die Inkubation mit spezifischen Antikérpern kreuzvernetzt
werden, so dass diese Domdanen als fluoreszierende Aggregate an der Zelloberflache
nachweisbar sind (Harder et, 1998; Nguyen und Taub, 2002). Durch die Aggregation von
Proteinen oder Markern in cholesterolreichen Domadnen wird auch die Umverteilung anderer
Proteine oder Marker in diesen Domanen beeinflusst. Dies impliziert, dass zwei oder mehrere
Marker kolokalisieren, wenn sie in derselben Domane vorkommen (Brown und London, 1998;
Harder et al., 1998; Schiitz et al., 2000). In dieser Doktorarbeit wurden Kopatchingversuche
mit ACE2-spezifischen Antikorpern durchgefiihrt und die Fluoreszenzdaten zeigen, dass der
SARS-CoV-Rezeptor mit dem raft-Marker Gangliosid GM1 kolokalisiert. Die Inkubation fiihrt
vermutlich zu der Aggregation der ACE2-haltigen Membrandomine und die Kolokalisation
mit GM1 deutet darauf hin, dass ACEZ zumindest teilweise mit den cholesterolreichen
Domainen assoziiert ist. Durch konfokale Lasermikroskopie wurde eine Assoziation anderer
viraler Rezeptoren mit lipid rafts bereits gezeigt: Der HIV-Rezeptor CD4 und der Korezeptoren
CCR5 kolokalisieren mit den raft-Markern GM1 und GPI-verankertem CD48 (Popik et al,
2002). Fiir CD13 bzw. Aminopeptidase N, den funktionellen Rezeptoren einiger Gruppe 1-
Coronaviren, wie z.B. das humane Coronavirus 229E (Yeager et al,, 1992), TGEV (Delmas et al,,
1992) und die felinen und caninen Coronaviren (Tresnan et al., 1996), wurde ebenfalls eine
Assoziation mit cholesterolreichen Membrandoméanen durch diese Methode nachgewiesen
(Nomura et al.,, 2004). Nomura und Kollegen haben auch gezeigt, dass durch die Inkubation
CD13-exprimierender Zellen mit dem humanem Coronavirus 229E die Aggregation von CD13
erzwungen werden kann und die Aggregate mit raft-assoziiertem Caveolin-1, eine
Hauptkomponente der Caveolae, kolokalisierten. Die Inkubation mit Viren, in denen der
Ligand in hoher Kopienzahl vorliegt, scheint einer Inkubation mit Antikérpern gegeniiber
vorteilhafter zu sein, weil dadurch eine multivalente Bindung moglich ist und die Aggregation
vermutlich um ein vielfaches effizienter erfolgt. Wahrend dieser Doktorarbeit wurde ebenfalls

versucht eine Aggregation von ACE2 durch die Inkubation S-haltiger Pseudoviren zu
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induzieren. Diese Versuche blieben jedoch erfolglos und sind vermutlich auf zu geringe
Pseudovirustiter zuriickzufiihren. Eine Ursache dafiir wurde bereits im oberen Abschnitt

diskutiert.

Eine weitere wichtige Methode, neben der Kopatchinganalyse, zur Untersuchung von
lipid rafts basiert auf den biochemischen Eigenschaften der Membranmikrodomanen, die in
nicht-ionischen Detergenzien, wie z.B. Triton-X-100, bei niedrigen Temperaturen relativ
unléslich sind (Brown und Rose, 1992; Brown und London, 1998; Hope und Pike, 1996).
Daher werden cholesterolreiche Domanen oder lipid rafts u.a. als Detergenz-resistente
Membranen (DRMs) bezeichnet. Im Verlauf der Doktorarbeit wurden zwei Studien von
anderen Gruppen veroffentlich, bei denen die Assoziation von ACE2 mit cholesterolreichen
Domaénen durch die Analyse von DRMs in unterschiedlichen Zelllinien untersucht wurde. In
beiden Veroffentlichungen wurde nach der kalten Behandlung der Zellen mit 1,0 %-igem
Triton-X-100 und anschliefdender Dichtegradientenzentrifugation kein ACE2 in lipid rafts
nachgewiesen (Warner et al., 2005; Li et al.,, 2007). Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch
zu den konfokalen Fluoreszenzdaten dieser Doktorarbeit, die zeigen, dass ACE2 in lipid rafts
zumindest teilweise vorkommt. Daher wurde die Verteilung des SARS-CoV-Rezeptors nach
Triton-X-100-Behandlung mittels zweier unterschiedlicher DRM-Isolierungsmethoden
untersucht, um die unterschiedlichen Ergebnisse aufzukliren. In Ubereinstimmung mit den
Untersuchungen von Warner et al, (2005) und Li et al, (2007) war das ACE2 in den
Detergenz-l6slichen Fraktionen angereichert, wenn die Isolierung der DRMs durch einen
Saccharosegradienten erfolgte. Bei der Isolierung der DRMs durch Ultrapelletierung zeigte
sich jedoch eine andere Verteilung des Rezeptors und das ACE2 wurde in der
Membranfraktion nachgewiesen, in der der raft-Marker Flotillin-2 angereichert war. Die
Unterschiede hinsichtlich der ACE2-Verteilung kénnen nur dadurch erklart werden, dass die
beiden Methoden unterschiedlich effizient hinsichtlich der Isolierung der DRMs sind. Bei der
Pelletierungsmethode wird die gesamte DRM-Fraktion von der Detergenz-loslichen Fraktion
getrennt und die Auftrennung erfolgt unabhingig von der Dichte der unterschiedlichen
Membranfraktionen. Im Gegensatz dazu sammeln sich die DRMs an der Grenzflache des 5/30
%-igen Saccharose-Stufengradienten, wie durch die Anreicherung von Flotillin-2 deutlich
wird, miissen aber eine gewisse Strecke im Gradienten zuriicklegen. Dies hat vermutlich zur
Folge, dass nicht die gesamte DRM-Fraktion an der Grenzfliche angereichert ist und noch
gewisse Anteile in an anderen Fraktionen vorhanden sind, wodurch die Menge an ACE2
gewissermafden aufgeteilt wird und sich auf die Nachweisgrenze auswirkt. Dies wiirde
erkldaren, warum der ACE2-Nachweis in den leichteren Fraktionen des Stufengradienten

ausblieb. Interessanterweise wurde bei der Pelletierungsmethode ausschlief3lich eine ACE2-
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korrespondierende Bande mit einem Molekulargewicht von ~250 kDa in der Triton-X-100-
unléslichen Membranfraktion nachgewiesen und das Laufverhalten im SDS-Gel deutet darauf
hin, dass es sich dabei um eine multimere Form, vermutlich um ein Dimer, von ACE2 handelt.
Eine Multimerisierung von ACE2 wurde in der Literatur bisher nicht beschrieben. Im
Gegensatz dazu war in der Triton-X-16slichen Membranfraktion eine Bande mit einem
Molekulargewicht von ~130 kDa nachweisbar, die spezifisch von dem ACE2-Antikorper
erkannt wurde. Dies fiihrt zu der Vermutung, dass das ACE2 in der Plasmamembran in
unterschiedlichen Formen vorliegt und eventuell auch eine unterschiedliche Affinitat zu
cholesterolreichen Domanen besitzt. Dieser Zusammenhang kénnte auch von Bedeutung fiir
die physiologische Funktion von ACE2 sein und sollte in zukiinftigen Untersuchungen
berticksichtigt werden. Die Dimersierung ist ein haufiger Mechanismus, der durch Bindung an
einen Liganden erst zu der Aktivierung vieler transmembranalen Rezeptoren fiihrt
(Ubersichtsarbeit siehe Schlessinger, 2002). Als Beispiel sei der Urokinase-plasminogen
activator receptor (UPAR/CD87) genannt, bei dem es sich um ein GPI-verankertes
Membranprotein handelt. Es wurde gezeigt, dass uPAR an der Plasmamembran dimerisiert
und die uPAR-Dimere bevorzugt in Detergenz-resistenten lipid rafts angereichert werden.
Desweiteren wurde gezeigt, dass die Spaltung des Substrats von uPAR in lipid rafts erheblich
schneller erfolgte und ein Interaktionspartner von uPAR, das Vitronectin, bevorzugt an uPAR-
Dimere in lipid rafts bindet (Cunningham et al., 2003). Inwieweit ACE2 in einer multimeren
Form in der Plasmamembran vorkommt und von Bedeutung fiir die Affinitit zu
cholesterolreichen Domdanen ist, sollte daher Gegenstand zukiinftiger Untersuchungen sein. In
diesem Zusammenhang wire auch von Interesse zu untersuchen, an welche Form des ACE2

das S-Protein des SARS-CoV bevorzugt bindet.

Unter Beriicksichtigung der konfokalen Fluoreszenzdaten und der biochemischen
Untersuchungen kann zusammengefasst werden, dass es sich bei ACE2Z um ein raft-
assoziiertes Protein handelt, wobei zum jetzigen Zeitpunkt nicht eindeutig zu klaren ist, zu
welchem Anteil der Rezeptor in den unterschiedlichen Membrandoménen vorliegt. Hierfiir
bedarf es weiterer Untersuchungen. Letztlich sollte die Frage geklart werden, ob durch die

MBCD-Behandlung ACE2-exprimierender Zellen eine Anderung der ACE2-Verteilung erfolgt.
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8 ANHANG

Sequenzen

Offener Leserahmen des synthetischen SARS-CoV S Gens (Stamm BJ01) mit einer Deletionen von 54 C-
terminalen Nukleotiden im pGeneC-synSA18. Das Plasmid kodiert fiir ein S-Protein mit einem verkirzten
zytoplasmatischen Abschnitt (A18, Enfernung der 18-C-terminalen Aminosauren)

pGeneC_synthetic SARS spike Sdell8. BJOl-derived

atggatgcaatgaagagagggctctgctgtgtgctgctgctgtgtggagcagtcttcgtt 60
M D AMIK RSGLT CT CVLLULTCGAVEFYV
tcggctagcgacctggacaggtgcaccaccttcgacgacgtgcaggcccccaactacacc 120
S ASDLDWRTCTTUFDU DVQAPNYT
cagcacaccagcagcatgaggggcgtgtactaccccgacgagatcttcaggagcgacacc 180
Q HTSSMRGVYY PDEI FR S DT
ctgtacctgacccaggacctgttcctgcccttctacagcaacgtgaccggcttccacacc 240
L yL TOQDULFLPFY SNWVTSGFHT
atcaaccacaccttcgacaaccccgtgatccccttcaaggacggcatctacttcgecgec 300
I NH TFDNWPV I P F KDGI1I Y F A A
accgagaagagcaacgtggtgaggggctgggtgttcggcagcaccatgaacaacaagagc 360
T E K SNV VRGWV F G S TMNN K S
cagagcgtgatcatcatcaacaacagcaccaacgtggtgatcagggcctgcaacttcgag 420
Q S v 11 1 NNSTNVV I RAZCNFE
ctgtgcgacaaccccttcttcgccgtgagcaagcccatgggcacccagacccacaccatg 480
L ¢ DNWPFFAVSKWPMGTQTHTM
atcttcgacaacgccttcaactgcaccttcgagtacatcagcgacgccttcagcctggac 540
Il F DNAFNZ CTUFEY 1T SDAFS L D
gtgagcgagaagagcggcaacttcaagcacctgagggagttcgtgttcaagaacaaggac 600
v S E K S G NFKHL REFV F KN K D
ggcttcctgtacgtgtacaagggctaccagcccatcgacgtggtgagggacctgcccagec 660
G FLYVYKSGYQ®PI1T DVVRDIL P S
ggcttcaacaccctgaagcccatcttcaagctgcccctgggcatcaacatcaccaacttc 720
G FNTWLIK®P1T FKULWPULGTIT NIT TNF
agggccatcctgaccgccttcagccccgecccaggacacctggggcaccagcgectgcagec 780
R A1l L TAFSPAQDTWGTS A AA
tacttcgtgggctacctgaagcccaccaccttcatgctgaagtacgacgagaacggcacc 840
Y FV GY L KPTTJFMLIKY DENGT
atcaccgacgccgtggactgcagccagaaccccctggccgagctgaagtgcagcgtgaag 900
I T DAV DI CSQNUPLAEILKTCS VK
agcttcgagatcgacaagggcatctaccagaccagcaacttcagggtggtgcccagcgge 960
S FEI D KGI Y QTSN FRV VP S G
gacgtggtgaggttccccaacatcaccaacctgtgccccttcggcgaggtgttcaacgec 1020
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b VVRFWPNITNWLT CWPIFGEV F N A
accaagttccccagcgtatacgcctgggagaggaagaagatcagcaactgcgtggccgac
T K F P SVY AWIEWIRIKI KT SNICV AD
tacagcgtgctgtacaacagcaccttcttcagcaccttcaagtgctacggcgtgagcgec
Y S v LY NSTFF STUFIKCY GV S A
accaagctgaacgacctgtgcttcagcaacgtgtacgccgacagcttcgtggtgaagggce
T K L NDULICFSNVYADSUFVYV KG
gacgacgtgaggcagatcgctcctggacagaccggcgtgatcgecgactacaactacaag
DDV RQI AP G QTG V I A DY NYK
ctgcccgacgacttcatgggctgcgtgctggcecctggaacaccaggaacatcgacgccacce
L P DDFMGT CVLAWNTIRNILIDAT
agcaccggcaactacaactacaagtacaggtacctgaggcacggcaagctgaggcccttc
S T GG N Y NY K Y RY L RHGK L R P F
gagagggacatcagcaacgtgccattcagccctgacggcaagccctgcacaccacctgcc
E R DI S NVPFSPDGIKWPCTP P A
ctgaactgctactggccactgaacgactacggcttctacaccaccaccggcatcggetac
L NCYWPULNUDYGFY TTTG 1 GY
cagccctacagggtggtggtgctgagcttcgagctgectgaacgctectgecaccgtgtge
Q PY RV V VL SFEULULNAPATVLC
ggccctaagctgagcaccgacctgatcaagaaccagtgcgtgaacttcaacttcaacgge
G P K L S TDUL1T KNQCVNFNFNG
ctgaccggcaccggcgtgctgacacctagcagcaagaggttccagcccttccagcagtte
L T 6T GV L TP S S KIRFQP F Q Q F
ggcagggacgtgagcgacttcaccgacagcgtgagggaccccaagaccagcgagatcctg
G R DV SDVFTD SV RDUPKT S E I L
gacatcagcccttgcagcttcggecggegtgagcgtgatcacacctggcaccaacgccage
bIr s PCSFGGV SV I TPGTN A S
agcgaggtggccgtgctgtaccaggacgtgaactgcaccgacgtgagcaccgccatccac
S EVAV LY QDVNT CTWDV S TATIH
gccgaccagctgacacctgcctggaggatctacagcaccggcaacaacgtgttccagacce
AD QL TPAWWIR 1Y STGNNVF QT
caggccggctgcctgatcggcgccgagcacgtggacaccagctacgagtgcgacatcecct
Q AG CL U1 GA EHVDTSYET CTDTI P
atcggcgccggcatctgcgccagctaccacaccgtgagectgctgaggagcaccagecag
Il 6 AGI CASYHTV S LULIR ST S Q
aagagcatcgtggcctacaccatgagcctgggcgccgacagcagcatcgcctacagcaac
K s 1 VvV A Y T TWMS L G AD S S 1T A Y SN
aacaccatcgccattcctaccaacttcagcatcagcatcaccaccgaggtgatgcccgtg
N T I A1 P TNWIFS 1T S 1 TTEV M P V
agcatggccaagaccagcgtggactgcaacatgtacatctgcggcgacagcaccgagtge
S M A K TSVDI CNMY 11 CGD S TE C
gccaacctgctgctccagtacggcagcttctgcacccagctgaacagggccctgagegge
AN L L L QY G S F CTOQUL NI RA AL S G
atcgccgccgagcaggacaggaacaccagggaggtgttcgcccaggtgaagcagatgtac
Il AAE Q DRNTIREVFAQV K QMY
aagaccccaaccctgaagtacttcggcggcttcaacttcagccagatcctgcccgaccce
K T p T L KY F G 6 F NF S Q1 L P D P
ctgaagcccaccaagaggagcttcatcgaggacctgctgttcaacaaggtgaccctggece
L K P TK RS F 1 EDULULFNI KV TL A
gacgccggcttcatgaagcagtacggcgagtgcctgggcgacatcaacgccagggacctg
b AGFMIKQY GET CULGT DT I NARTDL

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800
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1920

1980

2040
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2520
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atctgcgcccagaagttcaacggcctgaccgtgctgccacctctgctgaccgacgacatg
Il C AQ K FNGULTWVLUPUPULULTDDWM
atcgccgcectacaccgccgecctggtgagtggcaccgccaccgecggetggaccttcgge
I AAY TAALV S GTATAGWTF G
gccggecgecgecctcecagatccccttcgecatgecagatggectacaggttcaacggeate
AAG A AL QI PFAMOQMAYIRFNG I
ggcgtgacccagaacgtgctgtacgagaaccagaagcagatcgccaaccagttcaacaag
G VTQNVILYTENTZ QI KT OQTIANTZ QTFNK
gccatcagccagatccaggagagcctgaccaccaccagcaccgccctgggcaagctccag
Al S Q I Q E S L TTTSTAULGK L Q
gacgtggtgaaccagaacgcccaggccctgaacaccctggtgaagcagctgagcagcaac
D VVNIONAQQALNTLVKQL S SN
ttcggcgccatcagcagegtgctgaacgacatcctgtctagactggacaaggtggaggec
F GAI1 S SV LN DI IL SRULDK KV E A
gaggtgcagatcgacaggctgatcaccggcaggctgcagagcctgcagacctacgtgacce
E V Q I DR L I T GRL QS L QT Y V T
cagcagctgatcagggccgccgagatcagggccagcgccaacctggccgeccaccaagatg
Q Q LI R AAAEI RASANUILAATKM
agcgagtgcgtgctgggccagagcaagagggtggacttctgcggcaagggctaccacctg
S ECVL 6 Q S K RV DFICGK G Y H L
atgagcttcccccaggccgeccccccacggcgtggtgttectgcacgtgacctacgtgecc
M S F P Q A APHGV V F L HV TY VP
agccaggagaggaacttcaccaccgcccccgcecatctgccacgagggcaaggcectactte
S Q ERNFTTAWPATI CHEG K A Y F
cccagggagggcgtgttcgtgttcaacggcaccagctggttcatcacccagaggaacttc
P R EGVFV FNUGTSWUF 1 T QR N F
ttcagcccccagatcatcaccaccgacaacaccttcgtgagcggcaactgcgacgtggtg
F S P Q1 1 T TIDNTFV S GNTZCD VYV
atcggcatcatcaacaacaccgtgtacgaccccctgcagcccgagctggacagcttcaag
I ¢ 1 1 NN TV Y D PL Q P E L D S F K
gaggagctggacaagtacttcaagaaccacaccagccccgacgtggacctgggcgacatc
E E L D K Y F KNWHTS P DV DL G DI
agcggcatcaacgccagcgtggtgaacatccagaaggagatcgacaggctgaacgaggtg
S 6 I NA SV VN T Q K E I DR L N E V
gccaagaacctgaacgagagcctgatcgacctgcaggagctgggcaagtacgagcagtac
A K NL NE S L 11T DL Q E L G K Y E QY
atcaagtggccctggtacgtgtggctgggcttcatcgccggectgatcgecatcgtgatg
Il K WP WY V WILGF 1T A GL 1 A1 V M
gtgaccatcctgctgtgctgcatgaccagctgctgcagctgectgaagtga
v T 1 L L CCWMTSCT CSCL K !

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3162
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Aminosauren

Ein Buchstabe Drei Buchstaben Aminosaure
A Ala Alanin

C Cys Cystein

D Asp Aspartat

E Glu Glutamat

F Phe Phenylalanin
G Gly Glycin

H His Histidin

| lle Isoleucin

K Lys Lysin

L Leu Leucin

M Met Methionin
N Asn Asparagin

p Pro Prolin

Q GIn Glutamin

R Arg Arginin

S Ser Serin

T Thr Threonin

\Y Val Valin

w Trp Tryptophan

Y Tyr Tyrosin
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