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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das Nipahvirus (NiV) ist ein hochpathogenes Virus, das schwere respiratorische und
neurologische Erkrankungen verursacht. Um die auf zellularer Ebene noch wenig untersuchte
hochproduktive NiV-Vermehrung besser zu verstehen, beschaftigt sich diese Arbeit mit der
funktionellen Bedeutung sog. Einschlusskérperchen (inclusion bodies, IBs), die von allen nicht-
segmentierten Negativstrang-RNA-Viren im Zytosol infizierter Zellen gebildet werden. IBs
werden allgemeinhin als membranlose ,flissige Organellen” beschrieben, in denen vermutlich
die virale RNA-Replikation stattfindet. Allerdings ist die Rolle der NiV-IBs weitgehend unbekannt.
Diese Arbeit zeigt erstmalig, dass NiV-IBs nicht nur klassische Eigenschaften ,fllissiger
Organellen” haben, sondern dariiber hinaus wichtige bisher unbeschriebene Eigenschaften
besitzen. So enthalten NiV-IBs Komponenten, die auch in zellularen Aggresomen zu finden sind
(y-Tubulin, HDAC6, BAG3) und sind wie diese in der Lage Uberschissige virale und nicht-virale
Proteine aus dem Zytosol zu sequestrieren. Damit zeigen NiV-IBs funktionell Aggresom-ahnliche
Eigenschaften. Beide Kompartimente unterscheiden sich aber deutlich in ihrer Struktur und
Protein-Zusammensetzung und vor allem auch dadurch, dass die Protein-Sequestrierung in NiV-
IBs keine Mikrotubuli-abhangigen aggresomalen Transportwege benoétigt. Die Sequestrierung
von viralen und nicht-viralen Proteinen in NiV-IBs dient vermutlich der Reduktion des
proteotoxischen Stresses, der durch die Uberexpression von Proteinen wiahrend einer viralen
Infektion entsteht. Dadurch kann die zelluldre Fitness verbessert und die virale Replikation
gewahrleistet werden.

Eine weitere Funktion der NiV-IBs, die mit der Sequestrierung zytosolischer Proteine assoziiert
ist, ist die Antagonisierung der Interferon (IFN)-Antwort. Diese Arbeit zeigt erstmalig, dass NiV-
IBs die Signaltransduktoren STAT1 und STAT2 rekrutieren, wobei die Sequestrierung liber eine
spezifische Interaktion mit dem viralen Phosphoprotein vermittelt wird, welches in NiV-IBs
akkumuliert. Dies fiihrt zu einer Depletion frei verfligbarer STAT-Proteine im Zytosol. Bei einer
IFN-Stimulation kann deshalb keine STAT-Aktivierung und -Phosphorylierung durch die IFN-
Rezeptoren induziert werden. Folglich ist die nukleare Translokation von phosphorylierten STAT-
Proteinen und die nachfolgende Induktion der antiviralen Genexpression verhindert. In
infizierten Zellen mit NiV-IBs ist deshalb die autokrine IFN-Signalweiterleitung und die
Expression antiviraler Proteine blockiert, was eine erfolgreiche Virusvermehrung untersttzt.
Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass NiV-IBs Kompartimente darstellen, die neben ihrer
vermuteten direkten Rolle in der viralen Replikation, die Virusvermehrung indirekt unterstitzen,
indem sie zytosolische Proteine sequestrieren und dadurch einerseits den proteotoxischen

Stress limitieren und andererseits die IFN-vermittelte Imnmunantwort antagonisieren.



Summary

Summary

Nipahvirus (NiV) is a highly pathogenic virus that causes respiratory and neurological diseases.
To get a better understanding of the productive NiV replication, which is still poorly
characterized at the cellular level, this thesis focuses on the functional significance of so-called
viral inclusion bodies (IBs). These IBs are formed by all non-segmented negative strand RNA
viruses in the cytosol of infected cells and are generally described as “liquid organelles” that
likely represent the sites of viral RNA replication. However, the role of NiV-IBs is largely unknown
and this work shows for the first time that NiV-IBs not only possess the classical characteristics
of liquid organelles but also have important, not yet described functions. For example, NiV-IBs
contain components that are found in cellular aggresomes (y-Tubulin, HDAC6, BAG3) and are
able to sequester overabundant viral and non-viral proteins from the cytosol. Thus, NiV-IBs
exhibit aggresome-like properties and functions. However, both compartments differ
substantially in their structure and protein composition. Most importantly, protein
sequestration to NiV-IBs does not require microtubule-dependent aggresomal transport
pathways. Sequestration of viral and non-viral proteins into NiV-IBs presumably serves to reduce
proteotoxic stress resulting from protein overexpression during infection, thereby improving
cellular fitness and ensuring efficient viral replication.

Another function of NiV-IBs, which is associated with the sequestration of cytosolic proteins, is
the antagonization of the interferon (IFN) response. This thesis shows for the first time, that NiV-
IBs recruit the signal transducers STAT1 and STAT2 via a specific interaction with the viral
phosphoprotein, which accumulates in IBs. This sequestration results in a depletion of free STAT
proteins in the cytosol, preventing STAT phosphorylation at IFN receptors upon stimulation with
IFN. As a result, nuclear translocation of phosphorylated STAT and subsequent induction of
antiviral gene expression is blocked. Therefore, in NiV-IB containing infected cells, autocrine IFN
signal transduction and expression of antiviral proteins are blocked, supporting successful viral
replication.

In summary, this work demonstrates that NiV-IBs represent viral compartments that, in addition
to their assumed role in viral RNA replication, indirectly support viral propagation by
sequestering cytosolic proteins, thereby limiting proteotoxic stress in the cells on one hand and

antagonizing the IFN-mediated immune response on the other.



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Nipahvirus

1.1.1 Taxonomie

Das Nipahvirus (NiV) ist ein umhiilltes Virus mit einem nicht-segmentierten, einzelstrangigen
RNA-Genom in negativer Orientierung, dass der Ordnung Mononegavirales zugeordnet wird.
Diese Ordnung umfasst unter anderem die Virusfamilien Paramyxoviridae, Pneumoviridae,
Rhabdovirdae und Filoviridae, die viele relevante humanpathogene Viren enthalten (Tabelle
1.1). Das NiV gehort zur Familie der Paramyxoviridae und innerhalb dieser Familie zur
Unterfamilie Orthoparamyxovirinae und zum Genus Henipavirus. Dem Genus Henipavirus
werden auBerdem noch vier weitere Viren, das Hendravirus, das Cedarvirus, das Mojiangvirus
und das Ghanavirus zugeordnet (Amarasinghe et al., 2019). Zusatzlich wird das NiV in die zwei
Genotypen NiV-Malaysia und NiV-Bangladesch unterteilt, die nach ihrem geographischen

Vorkommen benannt wurden (Harcourt et al., 2005).

Tabelle 1.1: Auswahl relevanter Vertreter der Ordnung Mononegavirales

Familie Genus Virus

Paramyxoviridae Henipavirus Nipahvirus
Hendravirus
Cedarvirus

Mojiangvirus

Ghanavirus
Morbilivirus Masernvirus
Orthorubulavirus Mumpsvirus
Respirovirus Humanes Parainfluenzavirus Typ 3
Pneumoviridae Metapneumovirus Humanes Metapneumovirus
Orthopneumovirus Humanes Respiratorisches

Synzytialvirus

Rhabdoviridae Lyssavirus Tollwutvirus
Filoviridae Ebolavirus Ebolavirus
Marburgvirus Marburgvirus




Einleitung

Aufgrund des groRen Wirtsspektrums, der hohen Pathogenitat und fehlender spezifischer
antiviraler Therapie und Impfung, ist das NiV als Infektionserreger der héchsten biologischen
Sicherheitsstufe 4 (biosafety level 4, BSL4) eingestuft und wird von der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) als Krankheitserreger mit héchster Prioritat in Bezug auf
Forschung und Entwicklung von Vakzinen und antiviralen Strategen gelistet. (WHO Blueprint list
of priority diseases; https://www.who.int/activities/prioritizing-diseases-for-research-and-

development-in-emergency-contexts).

1.1.2 Epidemiologie
Das NiV ist erstmalig 1998 in Malaysia und Singapur aufgetreten. Als natlirliches Virus-Reservoir
wurden fruchtfressende Flughunde der Gattung Pteropus und Eidolon identifiziert (Hayman et
al., 2008; Yob et al., 2001). Bei dem ersten Ausbruch in Malaysia wurde das Virus (Genotyp NiV-
Malaysia) vermutlich Gber kontaminierte Friichte, Kot oder Urin von Flughunden auf Schweine
einer Schweinefarm (bertragen (Field et al., 2001; Lam & Chua, 2002; Pulliam et al., 2012).
Innerhalb der Schweinepopulation konnte sich das Virus, beglinstigt durch die enge Stallhaltung,
Uber Aerosole und Korperflissigkeiten ausbreiten (Mohd Nor et al., 2000). Die infizierten
Schweine entwickelten eine Atemwegserkrankung und litten an neurologischen Veranderungen
(CDC, 1999; Looi & Chua, 2007). Von infizierten Schweinen wurde das Virus schlielich auch auf
Menschen libertragen, wobei durch den engen Kontakt primar Mitarbeiter von Schweinezucht-
und Schlachtbetrieben betroffen waren (Parashar et al., 2000). Durch den Export von Schweinen
aus Malaysia nach Singapur kam es auch zu NiV-Infektionen in Singapur (Looi & Chua, 2007;
Paton et al., 1999). Infizierte Personen entwickelten eine akute fieberhafte Enzephalitis, die
haufig zum Tod fiihrte (Letalitdt von 38 %). Insgesamt wurden bei diesem Ausbruch 276 Fille
schwerer Enzephalitiden in Malaysia und Singapur registriert (Chua et al., 2000; Looi & Chua,
2007). Seit 2001 kommt es fast jahrlich zu kleineren saisonalen Ausbriichen in Bangladesch und
vereinzelt in Indien, die durch den Genotyp NiV-Bangladesch verursacht werden. Hierbei wurde
das Virus nicht UGber Schweine als Zwischenwirt, sondern direkt von Flughunden auf den
Menschen lGbertragen, vermutlich Gber kontaminierten Palmensaft (Chattu et al., 2018; Khan et
al., 2010; Luby et al., 2006). AuBerdem wurden regelmiRig Mensch-zu-Mensch Ubertragungen
beobachtet, wobei es sich vor allem um familidre oder nosokomiale Infektionen von
Krankenhauspersonal handelte. Auch in diesem Jahr gab es schon einen NiV-Ausbruch in
Bangladesch: Im Januar 2023 wurden 11 Fille gemeldet, darunter 8 Todesfdlle. (Stand
13.02.2023; https://www.who.int/emergencies/disease-outbreak-news/item/2023-DON442).
Insgesamt ist die Letalitat bei den durch NiV-Bangladesch verursachten Ausbrichen mit
durchschnittlich 70 % deutlich héher als beim ersten NiV-Ausbruch in Malaysia (Ang et al., 2018).
4
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1.1.3 Pathogenese

Bei einer NiV-Infektion betragt die Inkubationsphase 4 Tage bis 2 Monate, in den meisten Fallen
jedoch 14 Tage oder weniger (Goh et al., 2000). Die Infektion verlduft selten inapparent und
typische Symptome sind Fieber, Kopfschmerzen, Schwindel und Erbrechen als Zeichen einer
schweren Enzephalitis (Goh et al., 2000; Tan et al., 2000). Zu den neurologischen Symptomen
gehdren auch Bewusstseinsstorungen und Anzeichen einer Hirnstammdysfunktion, die sich
unter anderem durch abnormaler Pupillenreflexe, vasomotorischen Veranderungen, Areflexie
und Myoklonien duRert (Goh et al., 2000). Bei Infektionen mit NiV-Bangladesch kommt es
auBerdem haufig zu einer respiratorischen Erkrankung mit Husten und Atembeschwerden bis
hin zu einem akuten Atemnotsyndrom. Bei Infektionen mit NiV-Malaysia treten dagegen kaum
respiratorische Symptome auf, was erklaren kénnte, warum bisher nur bei den durch NiV-
Bangladesch verursachten Ausbriichen Mensch-zu-Mensch Ubertragungen beobachtet wurde
(Nikolay et al., 2019; Sherrini & Chong, 2014). Das Krankheitsbild wird sehr durch respiratorische
Symptome und die fiebrige Enzephalitis gepragt, auch Nipah-Enzephalitis genannt. Die meist
sehr schweren Symptomatiken sind der Grund fiir die sehr hohen Letalitatsraten von 38-70 %
(Ang et al., 2018). Neben der akuten Infektion kann es auch zu einer sogenannten late-onset
Enzephalitis kommen, die mehrere Monate nach einer asymptomatischen oder liberstandenen
akuten Infektion auftritt (Tan et al., 2002). Der langste Abstand zum Infektionszeitpunkt betrug
hierbei Gber 11 Jahre (Abdullah et al., 2012). AuRerdem treten bei bis zu einem Drittel der
Uberlebenden Patienten anhaltende neurologische und kognitive Dysfunktionen auf, wie ein
chronisches Erschopfungssyndrom oder Verhaltensdnderungen (Sejvar et al., 2007).

NiV verursacht in Infizierten eine systemische Vaskultis und vermehrt sich in vielen
mikrovalkuldaren Endothelzellen, insbesondere in den kleinen BlutgefaBen des zentralen
Nervensystems (ZNS). Die bei NiV sehr ausgepragten neurologischen Symptome sind auf die
damit einhergehende starke Schadigung des Gehirns zurilickzufiihren. In histopathologischen
Analysen konnten Infektions- und Entziindungsherde im BlutgefdRendothel des ZNS und auch in
benachbarten Gliazellen und Neuronen nachgewiesen werden. Von der Infektion waren sowohl
das GrofRhirn, das Kleinhirn, die Basalganglien, der Hirnstamm als auch das Riickenmark
betroffen (Chua et al., 1999). Der tédliche Ausgang einer Nipah-Enzephalitis ist letztendlich auf
eine weite Verbreitung von Infarkten im Gehirn durch unzureichenden Blutdurchfluss und
Sauerstoffversorgung zuriickzufiihren, sowie moglicherweise auf die direkte Infektion der

Neuronen (Chua et al., 1999).
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1.1.4 Virusaufbau

Nipahviren sind pleomorphe Viruspartikel mit einem durchschnittlichen Durchmesser von 500
nm, wobei die GroRRe stark variiert (Goldsmith et al., 2003; Hyatt et al., 2001). Die Virushiille
besteht aus einer Lipidmembran, die von der Wirtszelle stammt und in die das Fusionsprotein
(F) und das Glykoprotein (G) integriert sind und die auf der Innenseite mit dem viralen
Matrixprotein (M) ausgekleidet ist. Innerhalb des Viruspartikels befindet sich das helikale
Nukleokapsid, welches das negativ orientierte, einzelstrangige RNA-Genom des Virus enthalt.
Die genomische RNA wird vom Nukleoprotein (N) enkapsidiert und bildet zusammen mit dem
Phosphoprotein (P) und der viralen Polymerase (large, L) das Nukleokapsid (Singh et al., 2019).
Das NiV-Genom hat eine GréRe von 18,2 kB und kodiert flr die sechs Strukturproteine. Am 3’-
Ende des Genoms befindet sich eine nicht-kodierende leader-Sequenz und am 5°-Ende eine
trailer-Sequenz, die die Promotorsequenzen enthalten. Zwischen den Genen befinden sich
auBerdem nicht-kodierende intergenische Sequenzen (Harcourt et al., 2000; Wang et al., 2001).
Neben den sechs Strukturproteinen gibt es noch drei akzessorische Nichtstrukturproteine, NiV-
V, -W und -C, die im P-Gen kodiert sind. NiV-V und -W entstehen bei der Editierung der P-mRNA
durch die virale Polymerase und unterscheiden sich daher vom NiV-P in der C-terminalen
Aminosauresequenz. NiV-C entsteht hingegen durch die Verwendung eines alternativen offenen
Leserahmens im P-Gen (Harcourt et al., 2000; Wang et al., 2001). Der Aufbau des NiV-Partikels

und die Organisation des viralen Genoms sind in Abbildung 1.1 schematisch dargestellt.

i Fusionsprotein (F)
D Glykoprotein (©)
® Matrixprotein (M)
@  Nukleoprotein (N)

< Phosphoprotein (P)
Q Polymerase (\)

“\. (-)ssRNA Genom
) Lipidhiille

Abbildung 1.1: Aufbau des Nipahvirus. (A) Schematische Darstellung eines NiV-Partikels.
(B) Schematische Darstellung des viralen Genoms und der Genomorganisation. Nicht-kodierende
Bereiche (3'-leader, 5'-trailer und intergenische Sequenzen) sind in grau dargestellt.
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1.1.5 Virale Proteine

1.1.5.1 Die Oberflachenproteine NiV-F und NiV-G

Das Glykoprotein (G) ist eines von zwei Oberflachenglykoproteinen des NiV und besteht aus 602
Aminosauren (AS) mit einem Molekulargewicht von 78 kDa (Harcourt et al., 2000; Wang et al.,
2001). Es handelt sich um ein Typ-Il Membranprotein, das an mehreren Stellen glykosyliert wird,
jedoch im Gegensatz zu anderen paramyxoviralen Glykoproteinen keine hamagglutinierenden
Eigenschaften oder Neuraminidase-Aktivitat besitzt (Biering et al., 2012; Wang et al., 2001). NiV-
G wird in infizierten Zellen am endoplasmatischen Retikulum (ER) synthetisiert und (ber den
sekretorischen Weg zur Plasmamembran transportiert, wo es als Homo-Tetramer in neue
Viruspartikel eingebaut wird (Maar et al., 2012). Auf der Oberflache des Viruspartikels vermittelt
es die Bindung an den zelluldren Rezeptor Ephrin B2 oder B3 und somit die Adsorption des Virus
an die Wirtszelle (Bonaparte et al., 2005; Negrete et al.,, 2005, 2007). Neben der
Rezeptorbindung ist NiV-G aulRerdem zusammen mit dem viralen Fusionsprotein essentiell flr
die Fusion von Virus- und Wirtszellmembran, da es hier eine Fusionshelferfunktion Gbernimmt

(Tamin et al., 2002).

Das Fusionsprotein (F) von NiV ist ein Typ-l Membranglykoprotein, das aus 546 AS besteht und
ein Molekulargewicht von 69 kDa hat (Harcourt et al., 2000; Wang et al., 2001). Das Protein wird
in infizierten Zellen als inaktiver Vorlaufer (FO) synthetisiert, der zur Aktivierung in die
Untereinheiten F1 und F2 gespalten werden muss. Die Spaltung erfolgt nach Endozytose des
zuvor an die Oberflache transportierten FO durch die Cathepsine L/B in Endosomen (Diederich
et al., 2005, 2012; Pager et al., 2006). AnschlieRend werden die aktiven F1/2-Untereinheiten,
die weiterhin Uber eine Disulfidbriicke miteinander verbunden bleiben, wieder an die
Oberflache transportiert und werden dort als Homo-Trimer zusammen mit NiV-G in

Viruspartikel eingebaut (Eaton et al., 2004; Moll et al., 2004).

Fusionsaktive NiV-G/F-Komplexe befinden sich auf der Oberflache infizierter Zellen und in der
Hille infektioser Viruspartikel und kdnnen Zell-Zell- und Virus-Zell-Fusion vermitteln. Hierbei
bindet zunachst NiV-G an Ephrin-Rezeptoren auf der Zelloberfliche, was eine
Konformationsanderung im NiV-G und anschlieRend eine Konformationsdnderung im NiV-F1/F2
auslost. Dadurch wird das N-terminale Fusionspeptid der F2-Untereinheit freigelegt und kann in
die Zielmembran inseriert werden und so die Fusion einleiten (Diederich et al., 2005; Lamb et
al., 2006; Pager et al., 2006). Sind fusionsaktive NiV-G/F-Komplexe auf der Oberfliche von
infizierten Zellen exprimiert, konnen sie Zell-Zell-Fusion induzieren und damit eine Ausbreitung
der Virusinfektion direkt von Zelle zu Zelle vermitteln. Durch die Fusion von infizierten Zellen mit
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benachbarten Zellen bilden sich mehrkernige Synzytien, was ein typisches Merkmal einer NiV-
Infektion ist. Dieser zytopatische Effekt ist sowohl in Zellkultur als auch im Gewebe infizierter
Patienten deutlich zu erkennen (Chua et al., 1999, 2000; Tamin et al., 2002). Die NiV-induzierte

Synzytienbildung ist in Abbildung 1.2 dargestellt.
o
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Glykoproteine 3
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Abbildung 1.2: NiV-induzierte Synzytienbildung. (A) Schematische Darstellung der NiV-induzierten
Synzytienbildung, die durch die Expression der viralen Glykoproteine auf der Zelloberflache vermittelt
wird. (B) Mikroskopische Durchlichtaufnahmen eines mit NiV infizierten Zellrasens.
(C) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme eines mit NiV infizierten Zellrasens. Zellkerne sind in blau
dargestellt und virales Antigen in griin. Die gestrichelten Linien markieren ein Synzytium.

1.1.5.2 Das Matrixprotein NiV-M

Das Matrixprotein (M) des NiV besteht aus 352 AS mit einem Molekulargewicht von 39 kDa und
bildet eine Matrix aus dimerischen Untereinheiten, die die Innenseite der Virushille auskleidet
(Harcourt et al., 2000; Norris et al., 2022; Wang et al., 2001). NiV-M ist fiir die Entstehung neuer
Viruspartikel absolut essentiell, da es eine zentrale Rolle beim Zusammenbau (Assembly) und
der Freisetzung (Budding) der Viruspartikel an der Plasmamembran der Wirtszelle spielt (Dietzel
et al., 2016; Harrison et al., 2010; Watkinson & Lee, 2016). Bevor NiV-M zur Plasmamembran
gelangt, durchlduft es nach der Synthese und der Dimerisierung im Zytosol zuerst einen
komplexen intrazelluldren Transportprozess, inklusive eines Kerntransits (Bauer et al., 2014;
Pentecost et al., 2015; Ringel et al., 2020; Wang et al., 2010). Der M-Import in den Nukleus wird
dabei Uber ein nukledres Lokalisationssignal vermittelt und ist vermutlich Importin-a abhangig

(Pentecost et al., 2015). Im Zellkern wird NiV-M am Lysin 258 monoubiquitiniert und kann nach
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dieser Modifizierung wieder aus dem Kern exportiert werden, ein Vorgang der von einem
nukledren Exportsignal vermittelt wird und vermutlich von Crm1 (chromosomal region
maintenance 1) abhangig ist (Wang et al., 2010). Im Zytosol assoziiert NiV-M mit zelluldren
Membranen. Fir die Membranassoziation sind dabei, wie auch bei anderen paramyxoviralen
Matrixproteinen, elektrostatische Wechselwirkungen der negativ geladenen Membranen mit
auf der Proteinoberflache exponierten, positiv geladenen Aminosauren verantwortlich (Battisti
et al., 2012; Liu et al., 2018; Norris et al., 2022). Gelangt NiV-M letztendlich zur Plasmamembran
kann es dort mit Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP;) und Phosphatidylserin interagieren
und sich dadurch fest verankern, sodass es zur Akkumulation von M-Dimeren an der Innenseite
der Plasmamembran kommt und sich eine Matrix ausbildet (Norris et al., 2022). Dabei spielt die
Konformationsanderung, die NiV-M nach der Bindung an PIP, durchlauft, eine wichtige Rolle.
Diese ermoglicht die Interaktion mit anderen Membranlipiden und induziert elektrostatische
Veranderungen auf der Oberfliche des Matrixproteins, welche die Membrankrimmung
beeinflussen. Durch diese Kriimmung in der Membran wird die Polymerisation der Matrixschicht
verstarkt und die Bildung von Membranausstiilpungen induziert, was den initialen Schritt des
Buddings darstellt (Norris et al., 2022). Am Budding-Prozess sind auRerdem noch zwei late
domains innerhalb des Matrixproteins beteiligt, die essentiell fiir die intrinsische Budding-
Funktion von NiV-M sind (Ciancanelli & Basler, 2006; Patch et al., 2008). Late domains sind
klassischerweise an der Rekrutierung von Komponenten des ESCRT-Komplexes (endosomal
sorting complex required for transport) beteiligt, die wiederum essentiell fir Schritte wie die
Abknospung von Membranvesikeln und damit auch den finalen Schritt des Buddings sind
(Harrison et al., 2010; Park et al., 2016). Damit beim Budding letztendlich infektidse Viruspartikel
freigesetzt werden, koordiniert NiV-M aulerdem das korrekte Assembly, indem es sowohl mit
viralen Nukleokapsiden, als auch mit den viralen Oberflachenglykoproteinen interagiert und
diese zum Ort der Virusfreisetzung rekrutiert (Harrison et al., 2010; Patch et al., 2007; Ray et al.,

2016).

1.1.5.3 Die Nukleokapsidproteine NiV-N, NiV-P und NiV-L
Das Nukleoprotein (N) des NiV besteht aus 532 AS mit einem Molekulargewicht von 58 kDa
(Harcourt et al., 2000; Wang et al., 2001). NiV-N bindet und enkapsidiert die virale RNA, sodass
sich das helikale Nukleokapsid ausbildet, wobei die Bindung nach der ,rule of six“ verlauft. Da
immer ein Nukleoprotein mit sechs Nukleotiden assoziiert ist, muss die Nukleotidzahl des viralen
Genoms immer einer Vielzahl von 6 entsprechen (Halpin et al., 2004; Ker et al., 2021; Tan et al.,
2004). Beim NiV-N wird zwischen dem monomeren und I6slich vorliegenden No und dem
Nukleokapsid-assoziierten Nyuc unterschieden (Habchi & Longhi, 2015; Tan et al., 2004). NiV-P
9
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fungiert hier als Chaperon des No und verhindert die N-N Interaktion neu synthetisierter
Nukleoproteine und damit das vorzeitige self-assembly. Diese Chaperonfunktion von NiV-P ist
wichtig, um No in einer offenen Konformation zu halten, die No erlaubt an RNA zu binden und
die genomische RNA zu enkapsidieren (Habchi & Longhi, 2015; Yabukarski et al., 2014). Jedes
Nukleoprotein kann auBerdem in den strukturell geordneten N-terminalen Bereich Ncore und den
intrinsisch ungeordneten C-terminalen Bereich N unterteilt werden (Abb. 1.3 A). Die Ncore-
Region ist vor allem an der N-N Interaktion und der RNA-Bindung beteiligt und bildet die
strukturierte Helix des Nukleokapsids aus, wahrend die flexible Nii-Region aus dem
Nukleokapsid herausreicht und die Interaktion mit dem Phosphoprotein-Polymerase-Komplex
vermittelt (Abb. 1.3 B) (Baronti et al., 2015; Chan et al., 2004; Habchi & Longhi, 2015; Ker et al.,
2021).

Das Phosphoprotein (P) besteht aus 706 AS mit einem Molekulargewicht von 98 kDa (Harcourt
et al., 2000; Wang et al., 2001). Neben seiner bereits erwdhnten Funktion als Chaperon des No
ist NiV-P ein essentieller Kofaktor der viralen Polymerase und rekrutiert diese an die mit NiV-N
enkapsidierte virale RNA (Longhi, 2015). Strukturell kann NiV-P in die lange und intrinsisch
ungeordnete N-terminale Region Pyrr und die C-terminale Pcrr unterteilt werden (Abb. 1.3 A).
Der C-terminale Bereich beinhaltet dabei sowohl intrinsisch ungeordnete Abschnitte, als auch
strukturierte Domanen, wie die Multimerisierungsdomane (Pwp) und die X-Domane (Pxp). Die
Pwvp vermittelt die Oligomerisierung, sodass NiV-P als tetramerer coiled-coil Komplex vorliegt,
wahrend die C-terminale Pxp an der Interaktion mit N beteiligt ist (Blocquel et al., 2013; Bruhn
et al., 2014; Habchi & Longhi, 2015). Die Interaktion mit No dagegen wird von der Pnrr vermittelt
(Abb. 1.3 B) (Chan et al., 2004; Yabukarski et al., 2014). Dieser Bereich beinhaltet auBerdem die
Bindungsstellen fir die zelluldren Proteine STAT1 (signal transducer and activator of
transcription 1), STAT2 und STAT4, welche eine wichtige Rolle beim Interferon (IFN)-
Antagonismus spielen (Ciancanelli et al., 2009; Keiffer et al., 2020; Rodriguez et al., 2004;
Satterfield et al., 2019). Da sich die im P-Gen kodierten akzessorischen Proteine NiV-V und NiV-
W den N-Terminus mit NiV-P teilen, enthalten diese ebenfalls die STAT-Bindungsstellen

(Harcourt et al., 2000; Wang et al., 2001).

Die virale RNA-abhdngige RNA-Polymerase (L) ist mit 2244 AS und 258 kDa das mit Abstand
groRte NiV-Protein (Harcourt et al., 2000; Wang et al., 2001). NiV-L interagiert mit dem als
Polymerase-Kofaktor fungierenden NiV-P, wobei zwei Bereiche in der Puwp von NiV-P eine
essentielle Rolle zu spielen scheinen (Bruhn et al., 2014). AuRerdem ist NiV-P essentiell, um den

Komplex Uber die Interaktion mit NiV-N (Pxp mit N:wi) an die enkapsidierte RNA zu rekrutieren,
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die der Polymerase als Vorlage fiir die virale Transkription und Replikation dient (Habchi &
Longhi, 2015; Halpin et al.,, 2004). Die Interaktion von Pxp und N induziert lokal die
Auflockerung der Enkapsidierung, sodass die RNA fiir die Polymerase zuganglich wird (Abb. 1.3)
(Habchi & Longhi, 2015). AnschlieRend kdnnen entweder virale mRNAs synthetisiert werden
(Transkription) oder komplette virale Genome und Antigenome (Replikation) (Modrow et al.,
2022). Alle drei Nukleokapsidproteine sind essentiell fiir diesen Prozess, und das Gleichgewicht
und die Interaktion der jeweiligen Proteine miteinander hat einen starken Einfluss auf die

Regulierung von Transkription und Replikation (Ranadheera et al., 2018).

A

N N
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NTR CTR
1 407 709 ¢
116 STATY o5 — 5
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Pre X 'S. Polymerase-
Komplex
PMD ﬁ
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Virale RNA
Freies NiV-P Ny-P Komplex 5
(Tetramer) 3

Nukleokapsid

Abbildung 1.3: Zusammenspiel der NiV-Nukleokapsidproteine. (A) Schematische Darstellung des
Aufbaus der Nukleokapsidproteine NiV-N und -P. Strukturierte Bereiche sind als dicke Balken
dargestellt und unstrukturierte, intrinsisch ungeordnete Bereiche als schmale Balken. Zahlen geben
die Aminosaurepositionen an. (B) Schematische Darstellung der Struktur der Nukleokapsidproteine
und ihrer Interaktion. NiV-P oligomerisiert Gber die Multimerisierungsdomane (Pwp) und liegt im
Zytosol als Tetramer vor. Dort fungiert NiV-P als Chaperon des NiV-N indem es an neu synthetisiertes
NiV-N bindet und dieses in einer Konformation halt, die die N-N Interaktion verhindert und die RNA-
Bindung erméglicht (No). Die Bindung wird dabei liber die Interaktion der N-terminalen Region des
NiV-P (PnTr) mit Neore vermittelt. Im Nukleokapsid liegt NiV-N in seiner RNA-assoziierten Form vor
(Nnuc) und enkapsidiert das virale Genom. Bei der Replikation oder Transkription wird der Polymerase-
Komplex aus der NiV-Polymerase L und dem Polymerase-Kofaktor NiV-P Uber die Interaktion von Pxp
mit Nt an das Nukleokapsid rekrutiert. Diese Interaktion induziert auch die Auflockerung der RNA-
Enkapsidierung, sodass diese fiir die Polymerase zuganglich wird. Neu synthetisierte RNA wird
anschlieBend direkt von NiV-N aus No-P Komplexen enkapsidiert. Die Abbildung wurde modifiziert
nach Longhi, 2015.
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1.1.5.4 Die akzessorischen Proteine NiV-V, NiV-W und NiV-C

Die drei akzessorischen Proteine V, W und C des NiV werden zusatzlich im P-Gen kodiert
(Harcourt et al., 2000; Wang et al., 2001). Wahrend vom P-Gen normalerweise die mRNA flr das
vollstandige Phosphoprotein synthetisiert wird, konnen an der Adenosin- und Guanosin-reichen
Editierungsstelle durch mRNA-Editierung ein oder zwei zusatzliche Guanosine eingebaut
werden, sodass stattdessen V- bzw. W-mRNA synthetisiert wird (Kolakofsky et al., 2005; Lo et
al., 2009). Durch den Einbau der Nukleotide kommt es zu einer Verschiebung des Leserasters,
sodass NiV-V und NiV-W sich zwar den gleichen N-Terminus mit NiV-P teilen, aber individuelle
verkiirzte C-Termini haben (Abb. 1.4). Im Gegensatz zu NiV-V und NiV-W wird das dritte
akzessorische Protein NiV-C durch einen anderen Leserahmen im P-Gen kodiert und durch die
Verwendung eines alternativen Startcodons synthetisiert (Harcourt et al., 2000; Wang et al.,
2001). Alle vier P-Gen Produkte (P, V, W, C) haben IFN-antagonistische Funktionen und spielen
eine Rolle bei der Evasion des Immunsystems (Park et al., 2003; Rodriguez et al., 2002; Shaw et

al., 2004; Yoneda et al., 2010).

NTR CTR
1 STAT1 407 709
. 116 135
NiV-P Pup Pxo
1 STAT1 407 456
NiV-V |e
1 STAT1 407 450
. 116 135
NiV-W +|ce

. T mRNA Editierung
Niv-C
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STAT1 Bindungsregion
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Abbildung 1.4: Die vier P-Gen Produkte NiV-P, -V, -W und -C. Schematische Darstellung der
Primarstruktur von NiV-P, -V, -W und -C und relevanter funktioneller Regionen. Zahlen markieren die
zugehorigen Aminosdurepositionen in den entsprechenden Proteinen. NTR, N-terminale Region; CTR,
C-terminale Region. Die Abbildung wurde modifiziert nach Satterfield et al., 2016.

Ein wichtiger Faktor fiir die Inhibition der IFN-vermittelten Immunantwort ist die Bindung an
zelluldre STAT-Proteine. Da sich die STAT-Bindungsstellen im gemeinsamen N-Terminus von NiV-
P, -V und -W befinden, sind alle drei Proteine in der Lage mit STAT-Proteinen zu interagieren und
deren Aktivitat zu inhibieren (Rodriguez et al., 2004; Shaw et al., 2004). Die STAT1-Bindedomane
befindet sich im Bereich der AS 116-135, wobei die Aminosduren G121, G125, G127, (G135),

Y116, S130 und S131 von besonderer Bedeutung sind (Abb. 1.4) (Ciancanelli et al., 2009;
12
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Hagmaier et al., 2006; Ludlow et al., 2008; Rodriguez et al., 2004; Satterfield et al., 2019). Es
konnte auBerdem gezeigt werden, dass die STAT1-Bindedomane auch die Interaktion mit STAT4
vermitteln kann (Keiffer et al., 2020). Die STAT2-Bindedomane ist weniger gut charakterisiert
und befindet sich im Bereich der AS 100-300, wobei die AS 230-237 besonders relevant zu sein
scheinen (Rodriguez et al., 2004). Im Folgenden sind die IFN-antagonistischen Funktionen der

akzessorischen Proteine im Einzelnen beschrieben.

IFN-Antagonismus des NiV-V

Durch die Bindung an STAT1 und STAT2 kann NiV-V diese im Zytoplasma komplexieren und
zurlickhalten. Innerhalb dieser hochmolekularen Komplexe kdnnen die STAT-Proteine dann bei
einer IFN-Stimulierung nicht mehr von den aktivierenden Kinasen phosphoryliert werden und in
den Kern translozieren, sodass die IFN-vermittelte Signalweiterleitung inhibiert ist (Rodriguez et
al.,, 2002; Shaw et al., 2004). Die zytoplasmatische Lokalisation von NiV-V wird durch ein
nukleares Exportsignal sichergestellt, das den Crm1-abhangigen Kernexport vermittelt (Lo et al.,
2009; Rodriguez et al., 2004). NiV-V ist auRerdem Uber den spezifischen C-Terminus in der Lage
mit STATS zu interagieren und dessen Aktivitat zu inhibieren, ohne jedoch die Phosphorylierung
zu beeinflussen (Keiffer et al., 2020). Neben den STAT-Proteinen kann NiV-V auch mit einer Reihe
anderer zellularer Proteine interagieren, wie beispielsweise MDAS5 (melanoma differentiation-
associated gene 5), LGP2 (laboratory of genetics and physiology 2), RIG-I (retinoic acid inducible
gene), TRIM25 (tripartite motif-containing protein 25) und UBXN1 (UBX domain-containing
protein 1), wodurch die IFN-Induktion inhibiert wird (Childs et al., 2007, 2012; Sdnchez-Aparicio
et al., 2018; Uchida et al., 2018). Dies scheint auch fiir die Replikation von NiV in vivo wichtig zu
sein, denn rekombinante Viren mit einem C-terminal verkirzten NiV-V wachsen zu einem
geringeren Titer und zeigen eine stark verminderte Virulenz und Pathogenese in experimentell
infizierten Tiermodellen (Lo et al., 2012; Satterfield et al., 2015; Yoneda et al., 2010). Dies ist
vermutlich auf den Defekt im NiV-V und die dadurch erhéhte Expression von IFNs, Chemokinen,
Zytokinen und IFN-stimulierten Genen (ISGs) zurlickzufiihren und verdeutlicht die zentrale

Funktion von NiV-V als Immunmodulator und Virulenzfaktor.

IFN-Antagonismus des NiV-W

Auch NiV-W ist Gber den gemeinsamen N-Terminus mit NiV-V und -P in der Lage mit STAT-
Proteinen zu interagieren (Keiffer et al., 2020). Im Gegensatz zu NiV-V und -P beinhaltet NiV-W
jedoch ein nukledres Lokalisationssignal im spezifischen C-Terminus, sodass das Protein
hauptsachlich im Nukleus lokalisiert ist (Lo et al., 2009; Shaw et al., 2005). Wahrend NiV-V und -P

ihre inhibitorische Wirkung im Zytosol ausiiben, wirkt NiV-W daher vor allem im Zellkern. Dort

13



Einleitung

bindet es an STAT1 und reteniert es im Nukleus, da es das Pendeln (shuttling) zwischen
Zytoplasma und Zellkern blockiert (Shaw et al., 2004). In NiV-infizierten Zellen befindet sich
unphosphoryliertes STAT1 deshalb vor allem im Kern und fehlt somit im Zytosol. Bei einer IFN-
Stimulierung kann STAT1 entsprechend nicht mehr phosphoryliert und aktiviert werden, was
den malgeblichen Effekt von NiV-W ausmacht (Ciancanelli et al., 2009). Neben der STAT1-
Bindung kann NiV-W noch mit einigen anderen zelluldren Proteinen interagieren und dadurch
mit der zelluldren Immunantwort interferieren, wobei ebenfalls die nukledre Lokalisation eine
wichtige Rolle spielt (Tsimbalyuk et al., 2020). Uber seinen spezifischen C-Terminus ist NiV-W
beispielsweise in der Lage, die IRF3 (interferon regulatroy factor 3)-Phosphorylierung zu
inhibieren, oder an 14-3-3 Proteine zu binden (Edwards et al., 2020; Enchéry et al., 2021;
Pichlmair et al.,, 2012; Shaw et al., 2005). 14-3-3 Proteine sind an der Regulation vieler
Signalwege beteiligt und durch die Erhohung der steady-state Proteinmenge von 14-3-3
Proteinen im Zellkern wird beispielsweise der proinflammatorische NF-kB (nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells)-Signalweg negativ reguliert (Enchéry et al., 2021).
Obwohl filir NiV-W in einem Minigenom-System gezeigt wurde, dass es die virale Replikation
regulieren kann, haben Studien mit W-defizienten rekombinanten Nipahviren gezeigt, dass der
Defekt keinen Einfluss auf die viralen Titer hatte (Lo et al., 2012; Satterfield et al., 2015; Sleeman
et al., 2008; Yoneda et al., 2010). Auch der Einfluss auf die Pathogenese und die Virulenz in
Tiermodellen ist vergleichsweise gering, vermutlich, weil der Einfluss auf die IFN-Produktion und
ISG-Expression deutlich geringer ausfallt als bei einer Deletion von NiV-V. Nichtsdestotrotz ist
eine Erhohung der Expression bestimmter Chemokine und Zytokine zu beobachten (Lo et al.,

2012; Satterfield et al., 2015; Yoneda et al., 2010).

IFN-Antagonismus des NiV-C

NiV-C hat ebenfalls eine IFN-antagonistische Funktion, diese ist jedoch nicht so stark ausgepragt
wie die von NiV-V und -W (Park et al., 2003; Rodriguez et al., 2002; Shaw et al., 2004; Yoneda et
al., 2010). Da es von einem anderen Leserahmen kodiert wird, hat NiV-C keine
Sequenzhomologie zu den anderen P-Gen Produkten und der Mechanismus, der seiner
antagonistischen Funktion zugrunde liegt, ist weniger gut verstanden (Harcourt et al., 2000;
Wang et al., 2001). In der Infektion liegt NiV-C zytoplasmatisch vor und kann mit IKKa interagiert
und dadurch die IRF7-Phosphorylierung inhibieren (Lo et al., 2009; Yamaguchi et al., 2014).
Interessanterweise scheint NiV-C nicht nur immunmodulatorische Funktionen zu haben,
sondern ist auch in der Lage Tsgl01 (Tumor susceptibility gene 101) zu rekrutieren, wodurch die
ESCRT-abhadngige Freisetzung von Viruspartikeln unterstitz wird (Park et al., 2016). Studien mit

rekombinanten Viren, bei denen NiV-C deletiert war, zeigten verminderte virale Titer in
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Zellkulturen und eine deutlich verminderte Pathogenitat und Virulenz im Tiermodell (Ciancanelli
et al,, 2009; Lo et al., 2012; Mathieu et al., 2012; Satterfield et al., 2016; Yoneda et al., 2010).
Obwohl der zugrundeliegende Mechanismus noch nicht gut aufgeschliisselt ist, zeigen die in vivo

Daten sehr deutlich, wie wichtig NiV-C in der Infektion ist.

1.1.6 Virale Replikation

Der Eintritt von NiV in die Wirtzelle wird durch die Bindung des Glykoproteins an zellulare Ephrin
B2- oder Ephrin B3-Rezeptoren initiiert (Bonaparte et al., 2005; Negrete et al., 2005, 2007).
AnschlieBend vermittelt das Fusionsprotein die Fusion der Virushiille mit der Plasmamembran
der Zielzelle, wodurch das Nukleokapsid ins Zytoplasma entlassen wird (Diederich et al., 2005;
Lamb et al., 2006; Pager et al., 2006). Neben dem viralen Genom beinhaltet das Nukleokapsid
die viralen Nukleokapsidproteine (N und P) und die virale Polymerase (L) und vereint
entsprechend alle notwendigen Komponenten, um die primare Transkription direkt nach dem
Eintritt in die Wirtszelle zu starten. Fir die Initiation der primdaren mRNA-Synthese bindet die
RNA-abhdngige RNA-Polymerase an die 3‘-leader Sequenz und bewegt sich in 5‘-Richtung
entlang des viralen Genoms. Die Gene sind in der Reihenfolge 3‘-N-P-M-F-G-L-5‘ angeordnet und
jedes Gen beinhaltet ein individuelles Start- und Stopcodon, sodass individuelle mRNAs fiir die
einzelnen viralen Proteine synthetisiert werden. Da die Reinitiierung nach den Stopcodons nicht
immer erfolgreich ist, bildet sich ein mRNA Gradient, wobei die mRNAs von den Genen am 3'-
Ende vermehrt gebildet werden (Modrow et al., 2022). Die Translation der viralen mRNAs fir
die Proteine N, P, M und L erfolgt an freien Ribosomen im Zytosol. NiV-N und -P werden schnell
und in grollen Mengen synthetisiert, was dazu fuhrt, dass sie unter anderem inclusion bodies
(IBs) bilden (siehe Kapitel 1.1.7). Das Matrixprotein (M) durchlduft nach seiner Synthese im
Zytoplasma einen Kernimport, in dessen Folge es monoubiquitiniert und wieder aus dem Kern
exportiert wird. AnschlieBend akkumuliert es an der Plasmamembran, wo sich aus M-Dimeren
eine Matrix ausbildet (Bauer et al., 2014; Norris et al., 2022; Pentecost et al., 2015; Ringel et al.,
2020; Wang et al., 2010). Die mRNA fir die beiden Oberflachenglykoproteine NiV-G und -F
werden an Ribosomen des ER translatiert und die Proteine gelangen Uber den sekretorischen
Weg an die Zelloberflache, wo NiV-F als Homo-Trimer und NiV-G als Homo-Tetramer vorliegt
(Eaton et al., 2004; Maar et al., 2012). Damit NiV-F in seine fusionsaktive Form umgewandelt
werden kann, muss es zuvor endozytiert und in Endosomen durch Cathepsine gespalten werden,
bevor es erneut an die Zelloberflache transportiert wird (Diederich et al., 2005, 2012; Pager et
al., 2006). Sobald in einer infizierten Zelle genligend neu synthetisiertes NiV-N vorliegt, bindet
dieses an das virale Genom und vermittelt den Wechsel von Transkription zur Replikation, indem

es verhindert, dass die Polymerase nach jedem Gen am Stopcodon die Transkription abbricht.
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Dieser Vorgang wird Antitermination genannt und fihrt dazu, dass ein vollstandiges Antigenom
synthetisiert wird. Dieses kann dann wiederum als Vorlage fiir die Synthese neuer Genome
verwendet werden (Modrow et al., 2022). Ob die Replikation bei NiV im Zytosol oder innerhalb
der IBs ablauft ist bisher noch nicht geklart. Neu synthetisierte virale Genome werden von den
Nukleokapsidproteinen enkapsidiert und die vollstandigen Nukleokapside werden anschlieRend
zur Plasmamembran transportiert. Dort treffen sie auf die M-Matrix und bilden Cluster an der
Plasmamembran (PM-Cluster). Hier konzentrieren sich auch die NiV-Glykoproteine, womit alle
fir das Assembly und Budding neuer Viruspartikel notwendigen viralen Komponenten vereint
sind. Man geht deshalb davon aus, dass PM-Cluster die Plattform fiir diese Prozesse darstellen
(Harrison et al., 2010; Ringel et al., 2019) (siehe Kapitel 1.1.8). Eine vereinfachte Ubersicht des

NiV-Replikationszyklus ist schematisch in Abbildung 1.5 dargestellt.
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Abbildung 1.5: Vereinfachte schematische Darstellung des NiV-Replikationszyklus. Die Adsorption
des Viruspartikels an die Wirtzelle erfolgt (iber die Bindung an zelluldare Ephrin-Rezeptoren durch das
virale Glykoprotein (1). Die Fusion der Zellmembran mit der Virushulle wird anschlieRend tiber das
Fusionsprotein vermittelt (2). Das virale Genom dient der viralen Polymerase als Vorlage fir die
primdre Transkription (3). Die viralen mRNAs fur die Strukturproteine M, N, P und L werden von
Ribosomen im Zytosol translatiert, wahrend die Translation von F und G an Ribosomen des ER erfolgt
(4). Die Nukleokapsidproteine akkumulieren in zytosolischen Einschlusskdrperchen (inclusion bodies,
IBs) (5). Das Matrixprotein durchlauft nach der Synthese einen Kerntransit und akkumuliert
anschlieBend an der Plasmamembran, wo sich eine Matrix ausbildet (6). NiV-F und NiV-G werden
liber den sekretorischen Weg an die Plasmamembran transportiert (7). Das Nukleoprotein kann durch
die Bindung an das virale Genom den Wechsel von Transkription zu Replikation vermitteln, wobei
unklar ist, ob dieser Prozess in den IBs oder im Zytosol stattfindet (8). Neu gebildete Genome werden
von den Nukleokapsidproteinen enkapsidiert und die vollstandigen Nukleokapside werden zur
Plasmamembran transportiert. Dort treffen sie auf die M-Matrix und die Oberflachenglykoproteine
und es kommt zur Bildung von PM-Cluster, die vermutlich den Ort der Assemblierung und Freisetzung
neuer Viruspartikel darstellen (8).

16



Einleitung

1.1.7 Virale inclusion bodies und liquid organelles (,fliissige Organellen”)

Die Bildung von intrazelluldren Einschlusskorperchen (inclusion bodies, 1Bs) ist ein klassisches
Merkmal von Infektionen mit Viren der Ordnung Mononegavirales (Dolnik et al., 2021; Nevers
et al., 2020; Su et al., 2021). Fiir viele dieser Negativstrang-RNA-Viren ist bereits erwiesen, dass
die IBs den Ort der viralen Replikation und Transkription in der Wirtszelle darstellen (Cifuentes-
Mufioz et al., 2017; Dolnik et al., 2015; Heinrich et al., 2010; Hoenen et al., 2012; Lahaye et al.,
2009; Rincheval et al.,, 2017). Entsprechend enthalten sie alle viralen und zelluldren
Komponenten, die fiir diesen Prozess essentiell sind und schaffen durch deren lokale
Akkumulation die optimale Umgebung fiir die virale RNA-Synthese. Zu diesen Komponenten
gehoren alle viralen Bestandteile der Replikationsmaschinerie, wie die virale Polymerase, das
Nukleoprotein, das Phosphoprotein und die virale RNA, aber auch individuelle zelluldre
Kofaktoren, wie beispielsweise die Hitzeschockproteine 70 (Hsp70) und 90 (Hsp90) (Dolnik et
al., 2021; Munday et al., 2015; Radhakrishnan et al., 2010). Auch NiV bildet intrazelluldre IBs aus,
in denen die Nukleokapsidproteine zu finden sind. Ob in NiV-IBs ebenfalls die Replikation
stattfindet, ist bisher jedoch noch nicht geklart (Ringel et al., 2019).

Grundsatzlich geht man davon aus, dass es sich bei den viralen IBs um membranlose ,fliissige
Organellen” oder sogenannte biomolekulare Kondensate handelt (Dolnik et al., 2021). Diese
entstehen, wenn sich zwei fllssige Phasen aufgrund ihrer biophysikalischen Eigenschaften
voneinander trennen, ein Vorgang der als FlUssig-Flissig Phasentrennung (liquid-liquid phase
separation, LLPS) bezeichnet wird (Banani et al., 2017; Lopez et al., 2021). Viele zellulare
Kompartimente, wie Stressgranula und Nukleoli, machen sich dieses Trennprinzip zunutze und
2017 konnte erstmalig fiir das Tollwutvirus gezeigt werden, dass sich dessen virale IBs, die sog.
Negri-Kérperchen, auf diese Art im Zytosol bilden (Banani et al., 2017; Nikolic et al., 2017). LLPS
beruht darauf, dass spezifische Proteine transiente Wechselwirkungen miteinander eingehen
kénnen, was ihre lokale Anreicherung in einer homogenen wadssrigen Losung beglinstigt,
wahrend sich Makromolekille normalerweise gegenseitig abstoRen. Ubersteigt die
Proteinkonzentration einen bestimmten Schwellenwert kommt es zur Phasentrennung und die
Proteine kondensieren in einer dichteren Phase. Es bilden sich also ,fllissige Tropfen“ (dichte
Phase) innerhalb einer ebenfalls fliissigen Umgebung (verdiinnte Phase). Die Konzentration der
Proteine in der dichten Phase ist deutlich hoher, sodass sich die reduzierte Anordnungsfreiheit
negativ auf die Entropie auswirkt. Der Vorgang ist daher nur moglich, wenn dies durch
begiinstigende Interaktionen innerhalb des Kondensates ausgeglichen wird (Banani et al., 2017;
Lopez et al., 2021). Eines der hadufigen Merkmale bei Proteinen, die LLPS induzieren, sind
intrinsisch ungeordnete Domanen (intrinsically disordered region, IDR), die Regionen mit

geringer Komplexitat in der Proteinsequenz enthalten (low complexity region, LCR). Zwischen
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bestimmten Aminosauren dieser LCRs kdnnen sich multivalente Wechselwirkungen niedriger
Affinitat ausbilden, die die treibende Kraft der LLPS darstellen. Dabei handelt es sich haufig um
aromatische, polare oder geladene Aminosauren, die an m-m-, m-Kation-, dipolaren oder
ladungsbasierten Wechselwirkungen beteiligt sind (Das et al., 2015; Lopez et al., 2021; Mitrea
et al., 2018; Nott et al., 2015).

Viele virale Proteine und besonders die Nukleokapsidproteine weisen eine hohe intrinsische
Unordnung auf und kdnnen deshalb LLPS induzieren. Bei den Paramyxoviren ist vor allem das
Phosphoprotein fir die Phasentrennung verantwortlich, aber auch das Nukleoprotein enthalt
intrinsisch ungeordnete Bereiche (Habchi & Longhi, 2015; Longhi, 2015). NiV-N und NiV-P sind,
ohne dass dazu weitere virale Komponenten bendtigt werden, in der Lage die Bildung von IBs zu
induzieren (Omi-Furutani et al., 2010; Ringel et al., 2019). Proteine, die die Bildung solcher
biomolekularen Kondensate induzieren kénnen, werden auch als scaffold- oder Geriist-Proteine
bezeichnet. Proteine, die dazu nicht in der Lage sind, aber trotzdem in diesen Kompartimenten
zu finden sind, werden als client- oder Gast-Proteine bezeichnet. Die Lokalisation im Kondensat
kann dabei auf spezifische Interaktionen mit den Gerist-Proteinen zurtickzufiihren sein, oder
auf biophysikalische Eigenschaften der Gast-Proteine, die bestimmte unspezifische
elektrostatische Wechselwirkungen erméglichen und so eine Anreicherung in bereits gebildeten
biomolekularen Kondensaten begtlinstigen (Ditlev et al., 2018). Bei den zytosolischen NiV-IBs
handelt es sich wahrscheinlich, wie bei den IBs anderer Negativstrang-RNA-Viren, ebenfalls um
»flussige Organellen”, allerdings ist das bisher noch nicht explizit nachgewiesen (Alberti et al.,
2019; Nikolic et al., 2017; Zhou et al., 2019). Bislang unterstiitzen nur einige live cell imaging
Experimente die morphologische Ahnlichkeit mit ,flissigen Organellen” bzw. biomolekularen
Kondensaten. Wie bei diesen handelt es sich bei NiV-IBs um spharische Strukturen, die mobil

sind und dynamisch miteinander fusionieren kénnen (Ringel et al., 2019).

1.1.8 PM-Cluster in NiV-infizierten Zellen

Eine Besonderheit von NiV ist, dass die viralen Nukleokapside nicht nur in zytosolischen IBs
akkumulieren, sondern auch in dichten Bereichen an der Plasmamembran (sogenannten PM-
Clustern, Abb. 1.5). Diese PM-Cluster wurden bei ihrer Entdeckung 2019 initial als zweite IB-
Population definiert (Ringel et al., 2019). Sie wurden jedoch umbenannt, weil sie keine typischen
Eigenschaften von IBs und ,fllissigen Organellen” aufweisen. Die PM-Cluster sind nicht mobil,
sondern stationdr mit der Plasmamembran assoziiert und enthalten neben den
Nukleokapsidproteinen auch NiV-M und die Oberflachenglykoproteine NiV-G und -F. Daher wird
vermutet, dass es sich um die Plattform fiir das virale Assembly und Budding an der

Plasmamembran handelt (Ringel et al., 2019).
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1.2 Zelluldre Aggresome

Aggresome sind zellulare Strukturen, die als Reaktion auf die Akkumulation von fehlgefalteten
Proteinen im Zytosol gebildet werden konnen und gelegentlich auch als zelluldre
zytoplasmatische inclusions beschrieben wurden (Johnston et al., 1998). Dass Proteine sich nach
ihrer Synthese nicht korrekt falten ist nicht ungewohnlich und kann beispielsweise durch
genetische Mutationen, translationale Fehler, abnormale Proteinmodifikationen, Hitzeschock
oder oxidativen Stress beglinstigt werden. Fehlgefaltete Proteine exponieren haufig
hydrophobe Regionen, die sich in der nativen Konformation nicht an der Oberflache des Proteins
befinden wiirden. Diese hydrophoben Regionen kdnnen Interaktionen ausbilden, die zur Bildung
von Proteinaggregaten fiihren (Kopito, 2000). Um die Bildung von Proteinaggregaten zu
verhindern und die physiologische Funktion von Proteinen, sowie die zellulare
Proteinhomoostase zu gewahrleisten, miissen fehlgefaltete Proteine entweder in ihre korrekte
Konformation zurtick tberfiihrt oder degradiert werden. Dafiir spielen zelluldare Chaperone, wie
Hitzeschockproteine, eine essentielle Rolle, da diese die korrekte Faltung von Proteinen
unterstitzen und auch fehlgefaltete Proteine aktiv in ihre native Konformation zuriickfiihren
kénnen (Agashe & Hartl, 2000; Carra et al., 2013). Wenn dies nicht moglich ist, kdnnen Proteine
Uber das Ubiquitin-Proteasom-System degradiert werden. Dabei werden Proteine durch poly-
Ubiquitinierung von einer (iber die Chaperone rekrutierten Ubiquitin-Ligase fir den
proteasomalen Abbau markiert und letztendlich im 26S Proteasom degradiert (Abb. 1.6 A)
(Kevei et al., 2017). Sind diese Systeme jedoch (iberlastet oder beeintrachtigt, kann es zur
Bildung von proteotoxischen Aggregaten im Zytosol kommen, die zu grof8 sind, um vom
Proteasom degradiert zu werden (Kopito, 2000). In diesem Fall wird durch die aktive
Rekrutierung der Proteinaggregate zum Mikrotubuli-organisierendem Zentrum (microtubule
organizing center, MTOC) die Bildung eines juxta-nukledren Aggresoms induziert, in dem die
Proteinaggregate akkumulieren und von einem Vimentin-Kafig umschlossen werden. Die
Bildung von Aggresomen kann in vitro beispielsweise durch die Inhibition des Proteasoms
induziert werden, was verdeutlicht, wie wichtig der Proteinumsatz durch das Ubiquitin-
Proteasom-System in diesem Zusammenhang ist (Johnston et al., 1998). Der Transport von
fehlgefalteten, poly-ubiquitinierten oder aggregierten Proteinen wird von Adapterproteinen
retrograd entlang des Mikrotubulinetzwerks der Zelle vermittelt. Eines der wichtigsten
Adapterproteine ist dabei die Histon-Deacetylase 6 (HDAC6), die sowohl mit Ubiquitin als auch
mit dem Tubulin-assoziierten Motorprotein Dynein interagiert und entsprechend Ubiquitin-
reiche Proteinaggregate zum Aggresom transportieren kann (Kawaguchi et al., 2003; Ouyang et

al., 2012). Ein alternativer Ubiquitin-unabhangiger Weg wird von Hsp70 und dem Ko-Chaperon
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Bcl2-assoziiertes Athanogen 3 (BAG3) vermittelt. Hsp70 bindet fehlgefaltete Proteine und ist
Uber BAG3 mit Dynein-Motorproteinen assoziiert, die den Transport zum Aggresom vermitteln

(Abb. 1.6 B) (Gamerdinger et al., 2011; Zhang & Qian, 2011).
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Abbildung 1.6: Proteinaggregate und zellulire Aggresome. (A) Schematische Darstellung des
Ubiquitin-Proteasom-Systems. Fehlgefaltete Proteine kénnen entweder von Chaperonen in ihre
native Konformation zurtick tiberfiihrt werden oder Giber poly-Ubiquitinierung fiir den proteasomalen
Abbau im 26S Proteasom markiert werden. Bei einer Uberlastung des Systems kann es zur Bildung
von zytotoxischen Proteinaggregaten kommen. (B) Schematische Darstellung des aggresomalen
Transportweges. Fehlgefaltete Proteine oder Proteinaggregate konnen Ubiquitin-abhangig (ber
HDACS6 oder Ubiquitin-unabh&ngig tber Hsp70/BAG3 an Motorproteine assoziieren und retrograd an
Mikrotubuli zum MTOC transportiert werden. Dort akkumulieren die Proteine und es bildet sich ein
Aggresom, das vom Intermedidrfilament Vimentin umschlossen wird.

Vimentin Kafig

Die aktive Akkumulation und Abgrenzung von Proteinaggregaten im Aggresom hat einen
zytoprotektiven Effekt, da die toxischen Komponenten aus dem Zytosol entfernt und somit ihr
Einfluss auf die zellulare Homdbostase eingeschrankt werden. Beim Aggresom handelt es sich
trotz allem um ein zytotoxisches Kompartiment, das von der Zelle langfristig beseitigt werden
muss. Dabei macht sich die Zelle neben der Rekrutierung von Proteasomen und Chaperonen
auch den Mechanismus der Autophagie zunutze (Johnston & Samant, 2021; Lamark & Johansen,
2012). Dieser Prozess ist auch bei der Degradation beschadigter zellularer Kompartimente, wie
beispielsweise Mitochondrien, involviert. Dabei wird ein Bereich der Zelle von einer
Doppelmembran umschlossen und bildet ein sogenanntes Autophagosom aus. Durch die Fusion
mit einem Lysosom bildet sich ein Autolysosom, dessen Inhalt vollstandig degradiert wird (Glick
et al., 2010). Uber einen Mechanismus, der als selektive Autophagie bezeichnet wird, kénnen
auBerdem spezifische Komponenten zum Autophagosom rekrutiert werden. Dazu geh6ren auch
poly-ubiquitinierte Proteinaggregate, die beispielsweise (iber den Auophagierezeptor p62
gebunden und gezielten dem autophagischen System zugefiihrt werden (Johnston & Samant,

2021; Lamark & Johansen, 2012).
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Obwohl Aggresome und Autophagosome grundsatzlich auch antivirale Funktionen haben,
beispielsweise durch die selektive Degradation viraler Proteine, nutzen einige Viren Aggresom-
und Autophagosom-dhnlichen Strukturen aus, um zu replizieren oder zu assemblieren. Dazu
gehoren unter anderem das Vacciniavirus und das afrikanische Schweinepest-Virus, die in
zytosolischen inclusions replizieren, die dem zellularen Aggresom strukturell sehr dhnlich sind
(Heath et al., 2001; Olasunkanmi et al., 2020; Wileman, 2006, 2007). Wie zelluldre Aggresome
zeigen NiV-IBs oft eine perinukledre Lokalisation und kolokalisieren auferdem mit dem MTOC-
Marker y-Tubulin, wie ich in meiner Masterarbeit zeigen konnte (Masterarbeit Nico Becker,

2019).
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1.3 Interferonsystem

1.3.1 Interferon-Induktion

Interferone (IFNs) sind Zytokine, die eine zentrale Rolle bei der Bekdmpfung von viralen
Infektionen spielen, indem sie die Immunantwort und Entziindungsreaktion regulieren und auch
direkte antivirale, molekulare Mechanismen induzieren (Stanifer et al., 2019). Es gibt drei
Klassen von IFNs: Typ-I IFNs (beispielsweise IFN-a und IFN-), Typ-Il IFNs (IFN-y) und Typ-IIl IFNs
(IFN-A). Wé&hrend Typ-l IFNs von nahezu allen Zelltypen gebildet werden, sind Typ-Il IFNs
spezifisch fiir Immunzellen und Typ-Ill IFNs spielen vor allem in Epithelzellen eine Rolle (Stanifer
et al.,, 2019). Da im Rahmen dieser Arbeit ausschliefRlich epitheliale Zellkulturen verwendet
wurden, wird im Folgenden besonders auf die Induktion der Typ-l und Typ-Ill IFNs eingegangen.
Allgemein wird die IFN-Produktion von Zellen durch spezifische Pathogen-assoziierte molekulare
Muster (pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) induziert und von sogenannten
Mustererkennungsrezeptoren (pattern-recognition receptor, PRR) erkannt. Zu den
bekanntesten und fiir die Erkennung von RNA-Viren wichtigsten PRRs gehdren die Membran-
gebundenen Toll-like Rezeptoren (TLRs) und die zytosolische RIG-I-dhnlichen Rezeptoren (RIG-I-
like receptors, RLRs) (Levy et al., 2011). Bei Paramyxoviren, wie dem NiV, wird von diesen
Rezeptoren vor allem die virale RNA erkannt. Dazu gehort sowohl die einzelstrangige RNA
(single-stranded RNA, ssRNA) der viralen Genome, als auch kurze doppelstrangige RNA (dsRNA)-
Bereiche innerhalb von Repliaktionsintermediaten, die von den zytosolischen Rezeptoren RIG-I
und MDAS5 und dem endosomalen TLR3 erkannt werden (Pisanelli et al., 2022).

RIG-I bindet praferentiell an 5'-triposphorylierte ssRNA ohne cap-Struktur und MDAS an langere
dsRNA (Rehwinkel & Gack, 2020). Die zytosolischen RNA-Sensoren werden durch die Bindung
an RNA aktiviert, wodurch eine Konformationsdanderung ausgeldst wird, die die Interaktion mit
MAVS (mitochondrial antiviral-signaling protein) ermoglicht. Die Signalkaskade flhrt
anschlieRend zur Rekrutierung und Aktivierung der Kinasen TBK1 (TANK-binding kinase 1) und
IKKe (/kB kinase €), die Transkriptionsfaktoren wie IRF3 aktivieren (Levy et al., 2011). IRF3 ist in
seiner monomeren, inaktiven Form vor allem im Zytosol lokalisiert, durch die Phosphorylierung
kommt es jedoch zur Dimerisierung und zur Translokation in den Zellkern (Kumar et al., 2000;
Lin et al., 1998; Zhu et al., 2015). Neben IRF3 spielt auch der Transkriptionsfaktor NF-kB hier eine
wichtige Rolle. NF-kB liegt normalerweise durch die Bindung von IkB (inhibitor of nuclear factor
kappa B) inaktiv im Zytosol vor (Henkel et al., 1992). Die MAVS-vermittelte Signalkaskade kann
jedoch den IKK Komplex aus IKKa, IKKB und NEMO (NF-kB essential modulator) aktivieren, was
zur Phosphorylierung von IkB fiihrt. Die Phosphorylierung vermittelt anschlieffend die

Ubiquitinierung und proteasomale Degradation von IkB, sodass NF-kB in den Zellkern
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translokalisieren kann (Hinz & Scheidereit, 2014; Seth et al., 2006; Song & Li, 2021). Wie bereits
erwahnt spielt neben RIG-1 und MDAS auch der TLR3 eine wichtige Rolle bei der Erkennung von
viralen RNAs. TLR3 wird dabei durch die Bindung an dsRNA aktiviert und rekrutiert den Adapter
TRIF (Toll/IL-1R domain-containing adaptor-inducing IFN-8) fur die Signaltransduktion
(Alexopoulou et al., 2001; Oshiumi et al., 2003). Auch bei dieser Signalkaskade kommt es zur
Aktivierung von TBK1 und IKKe, sowie des IKK Komplexes aus IKKa, IKKB und NEMO, sodass IRF3
und NF-kB aktiviert werden (Fitzgerald et al., 2003; Seth et al., 2006; Sharma et al., 2003). Beide
Transkriptionsfaktoren sind anschlieBend im Kern in der Lage, die Bildung von Typ-I und Typ-IlI

IFNs zu induzieren (Abb. 1.7 A) (Levy et al., 2011).

1.3.2 Interferon-Signalweg (JAK-STAT-Signalweg)

Sezernierte IFNs kénnen mittels autokriner und parakriner Signalweiterleitung Gber den IFN-
Signalweg die Expression von ISGs induzieren. Dabei binden die IFNs an spezifische IFN-
Rezeptoren auf der Zelloberflache und |6sen so die Signalkaskade aus. Typ-I IFNs binden an den
extrazellularen Teil eines IFNAR1/2-Heterodimers (IFN-o/B-Rezeptor 1/2), wihrend Typ-III IFNs
an den extrazelluldren Teil eines IFNLR1/IL10R2-Heterodimers (IFN-A-Rezeptor 1/Interleukin-10-
Rezeptor 2) binden (Stanifer et al., 2019). Die IFNLR1-Untereinheit des Typ-IIl IFN-Rezeptors wird
dabei nur auf Epithelzellen und spezifischen Immunzellen exprimiert, sodass Typ-Ill IFNs vor
allem bei der mukosalen Immunitéat eine Rolle spielen (Stanifer et al., 2019). Durch die Bindung
der IFNs bildet sich ein ternarer Komplex mit den zugehorigen Rezeptoruntereinheiten aus. Dies
flhrt zur Aktivierung von Rezeptor-assoziierten Januskinasen (JAKs), die sich erst selbst auto-
und transphosphorylieren und anschlieRend die intrazellulairen Rezeptordomanen
phosphorylieren. Dadurch entstehen Bindungsstellen flir STAT-Proteine, die an die Rezeptoren
rekrutiert und dort von den assoziierten Kinasen ebenfalls phosphoryliert und aktiviert werden.
Beim kanonischen IFN Typ-l und Typ-Ill Signalweg bilden phosphoryliertes STAT1 und STAT2
zusammen mit IRF9 den IFN-stimulierten Gen Faktor 3 (ISGF3) Komplex aus, der im Kern an IFN-
stimulated response elements (ISREs) binden kann (Abb. 1.7 B) (Ivashkiv & Donlin, 2013; Levy et
al., 2011; Stanifer et al.,, 2019). Neben dem ISGF3 konnen auch STAT-Dimere als
Transkriptionsfaktoren wirken und im Kern die Expression einer Vielzahl von ISGs induzieren.
Die STAT-Familie besteht dabei aus STAT1-6, wobei STAT4-6 Zelltyp-spezifisch exprimiert
werden und diverse Homo- und Heterodimere ausbilden koénnen, die in individuelle
Signalkaskaden involviert sind und haufig Zelltyp-spezifische I1SGs aktivieren (Ivashkiv & Donlin,
2013; Levy & Darnell, 2002; Stanifer et al., 2019). Bei den ISGs handelt es sich hdufig um Proteine
mit antiviralen Funktionen, die Zellen vor Infektionen schiitzen, indem beispielsweise die virale

Replikation blockiert wird. Bekannte ISGs sind zum Beispiel die Proteinkinase R (PKR), das
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Myxovirus Resistenzgen A (MxA), die 2°-5‘-Oligoadenylatsynthetase (OAS), oder das Interferon-
stimulierte Gen 56 (ISG56) (Schneider et al., 2014). Die PKR wird durch dsRNA aktiviert und kann
den eukaryotischen Initiationsfaktor elF2a inaktivieren und so die zelluldre
Translationsmaschinerie hemmen (Gal-Ben-Ari et al., 2019; Munir & Berg, 2013). Die OAS
erkennt ebenfalls dsRNA und aktiviert durch die Bildung von 2‘-5’Oligoadenylat die RNase L, die
sowohl virale als auch zelluldre RNA abbaut (Schwartz & Conn, 2019). Die antivirale Funktionen
von MXxA ist bereits fur viele verschiedene Viren beschrieben und ist z.B. im Falle von Influenza-
A-Viren auf eine direkte Bindung an das virale Nukleoprotein und die damit verbundene
Inhibition der viralen Replikation zuriickzufiihren (Haller & Kochs, 2011; Nigg & Pavlovic, 2015;
Verhelst et al., 2013). I1SG56 bindet unter anderem elF3 und kann wie auch die PKR die
Proteinsynthese hemmen (Fensterl & Sen, 2011; Mears & Sweeney, 2018). Durch das
Zusammenspiel dieser und vieler weitere Faktoren, die sowohl direkt antiviral wirken, als auch
allgemein die Proteinsynthese hemmen, wird letztendlich ein antiviraler Status innerhalb der

Zellen induziert.
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Abbildung 1.7: Der Typ-I/lll IFN-Signalweg. (A) Schematische Darstellung der IFN-Induktion. Virale
Nukleinsduren werden von PRRs, wie RIG-I, MDA5 und TLR3 erkannt. Dadurch wird eine
Signalkaskade ausgelost, bei der MAVS eine zentrale Rolle spielt, und die letztendlich zur Aktivierung
der Kinasen IKKe/TBK1 oder IKKa/IKKB/NEMO fiihrt. Diese kdnnen dann die Transkriptionsfaktoren
IRF3 und NF-kB aktivieren, welche im Zellkern die Expression von Typ-I und Typ-lll IFNs induzieren.
(B) Schematische Darstellung der IFN-Signalweiterleitung und ISG-Expression. Die sezernierten IFNs
kénnen an IFN-Rezeptoren binden und den JAK-STAT-Signalweg aktivieren. Die Rezeptor-assoziierte
JAK kann STAT1 und STAT2 phosphorylieren, sodass diese dimerisieren und mit IRF9 den ISGF3 bilden.
Der Komplex aus Transkriptionsfaktoren kann dann im Kern die Expression von antiviralen ISGs
induzieren.
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1.3.3 NiV-Proteine als IFN-Antagonisten

Fir virale Krankheitserreger ist es essentiell, der Detektion durch das Immunsystem zu entgehen
und den IFN-Signalweg nicht zu aktivieren, da die Induktion eines antiviralen Status die
erfolgreiche Replikation und damit die produktive Infektion verhindern wiirde. Hochpathogene
Viren haben entsprechend eine Vielzahl von Mechanismen entwickelt, um das IFN-System zu
antagonisieren. Auch NiV exprimiert dafilir eine ganze Reihe an immunmodulatorischen
Proteinen, von denen viele in die IFN-Produktion oder die IFN-Signalweiterleitung eingreifen und
deren Funktion und Bedeutung fiir die Pathogenese bereits in mehreren Reviews ausfiihrlich
dargestellt ist (Lawrence & Escudero-Pérez, 2022; Pelissier et al., 2019; Pisanelli et al., 2022;
Tsimbalyuk et al.,, 2020). Wie schon in Kapitel 1.1.5.4 beschrieben, sind insbesondere die
akzessorischen NiV-Proteine V, W und C in Bezug auf den IFN-Antagonismus bereits gut
charakterisiert. So kann NiV-V die IFN-Induktion inhibieren, indem es mit Komponenten
verschiedener Signalkaskaden der angeborenen Immunitat interagiert. Dazu gehoren unter
anderem MDAS5, LGP2, RIG-I, TRIM25 und UBXN1 (Childs et al., 2007, 2012; Sdnchez-Aparicio et
al., 2018; Shaw et al., 2004; Uchida et al., 2018). AuRerdem interferiert NiV-V auch mit der IFN-
Signalweiterleitung, indem es mit STAT1, STAT2, STAT4 und STATS interagiert (Keiffer et al.,
2020; Rodriguez et al., 2002; Shaw et al., 2004). Auch NiV-W inhibiert die IRF3-vermittelte IFN-
Induktion und kann ebenfalls (iber die Interaktion mit STAT1, STAT2 und STAT4 die ISG-
Expression blockieren (Keiffer et al., 2020; Shaw et al., 2005). NiV-C kann Uber Inhibition der
IRF7-Phosphorylierung ebenfalls die IFN-Induktion unterbinden (Lo et al., 2009; Yamaguchi et
al.,, 2014). Neben diesen akzessorischen Proteinen wird fiir einige der NiV-Strukturproteine
ebenfalls eine immunmodulatorische Funktion vermutet. Dazu gehort beispielsweise NiV-P, das,
wenn es alleine exprimiert wird, durch die Bindung an STAT1 dessen Kernlokalisation
unterbindet und damit die ISG-Induktion inhibiert (Shaw et al., 2004). Auch NiV-N kann in
Abwesenheit anderer viraler Proteine die Kernlokalisation von STAT1 und STAT2 verhindern. Da
NiV-N jedoch nicht direkt mit STAT1 oder STAT2 interagiert, ist der genaue Mechanismus noch
nicht geklart (Sugai et al., 2017). Ein weiteres NiV-Strukturprotein, NiV-M, kann durch die
Degradation der E3-Ubiqutin-Ligase TRIM6 die IKKe-vermittelte Signalweiterleitung hemmen
(Bharaj et al., 2016). Abbildung 1.8 zeigt eine Ubersicht der IFN-antagonistischen Funktionen
der viralen Proteine im kanonischen Typ-I/Ill IFN-Signalweg. Die Tatsache, dass so viele NiV-
Proteine das IFN-System Uber multiple Mechanismen antagonisieren, verdeutlicht, wie wichtig
es fur eine erfolgreiche Infektion ist, diesen Teil der angeborenen Immunantwort zu

unterdriicken.
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Abbildung 1.8: NiV-vermittelte Antagonisierung des IFN-Systems. Schematische Darstellung der
vermuteten IFN-antagonistischen Funktionen der NiV-Proteine im kanonischen Typ-I/lll IFN-
Signalweg. NiV-V bindet und inhibiert RIG-I1 und MDAS5. NiV-M inhibiert die TRIM6-vermittelte
Aktivierung von IKKe. NiV-W inhibiert im Kern die IRF3-vermittelte IFN-Induktion. NiV-V und NiV-P
inhibieren die STAT-Phosphorylierung. NiV-N verhindert die Kerntranslokation von phosphoryliertem
STAT1 und STAT2 und NiV-W bindet und reteniert nicht phosphoryliertes STAT im Kern.
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1.4 Fragestellung und Zielsetzung

Das Nipahvirus trat erstmalig 1998 auf und ist entsprechend seit knapp 25 Jahren Gegenstand
wissenschaftlicher Forschung. Wahrend bestimmte Aspekte wie die Pathogenese bereits
detailliert beschrieben sind, gibt es viele grundlegende Fragen im Zusammenhang mit dem
viralen Lebenszyklus, die auf molekularer Ebene noch weitgehend unverstanden sind. Um einige
dieser Fragen zu adressieren, sollte in dieser Arbeit untersucht werden, ob die NiV-IBs neben
der vermuteten Rolle in der viralen RNA-Synthese weitere funktionelle Bedeutung haben.
Bisherige Untersuchungen innerhalb der Arbeitsgruppe hatten gezeigt, dass NiV-IBs mit dem
MTOC-Protein und Aggresommarker y-Tubulin kolokalisieren. Auch gab erste Hinweise darauf,
dass NiV-IBs Uberexprimierte zytosolische Proteine sequestrieren (Masterarbeit Nico Becker,
2019; Ringel et al.,, 2019). Dies filihrte zur Vermutung, dass es sich um Aggresom-dhnliche
Strukturen handeln koénnte. Um diese Hypothese zu validieren, sollte im Rahmen dieser
Dissertation untersucht werden, ob es Gemeinsamkeiten zwischen den NiV-IBs und zelluldren
Aggresomen in Bezug auf die Bildung, Struktur und Proteinzusammensetzung gibt. Auerdem
sollte untersucht werden, ob aggresomale Transportwege im viralen Lebenszyklus eine
funktionelle Rolle spielen und von NiV beispielsweise ausgenutzt werden, um die IB-Bildung zu
unterstitzen, oder spezifische Proteine in die IBs zu rekrutieren. Dafir sollte der Einfluss einer
Inhibition der aggresomalen Transportwege auf die viralen Titer, sowie die IB-Bildung und
Proteinrekrutierung analysiert werden.

Im zweiten Teil der Arbeit sollte die Rolle der NiV-IBs bei der Antagonisierung der IFN-Antwort
untersucht werden. Fiir NiV-N und -P gab es zwar Hinweise auf IFN-antagonistische Funktionen,
allerdings beschrankten sich alle bisherigen Studien auf Untersuchungen der einzelnen Proteine
in Transfektionssystemen, die nicht die Proteinverteilung einer NiV-Infektion widerspiegeln. Da
NiV-N und -P in infizierten Zellen fast ausschlieflich in IBs zu finden sind, sollte im Rahmen dieser
Arbeit untersucht werden, ob die NiV-IBs eine Rolle beim IFN-Antagonismus spielen. Die
Hypothese war dabei, dass der N- und/oder P-vermittelte Block des IFN-Signalweges in den IBs
stattfindet, indem diese Signalfaktoren sequestrieren. Um dies zu untersuchen, sollte die STAT-
Verteilung in NiV-infizierten Zellen und NiV-N/P-exprimierenden Zellen bestimmt werden. Im
Falle einer STAT-Sequestrierung in IBs, sollte analysiert werden, inwieweit dies einen Einfluss
auf die IFN-Signalweiterleitung hat. Dazu sollte die nukledre STAT-Translokation und die damit
verbundene Hochregulation der antiviralen Genexpression nach IFN Zugabe untersucht werden.
Zusammenfassend sollten in dieser Arbeit funktionell wichtige Eigenschaften der NiV-IBs
charakterisiert werden, um deren noch weitgehend unverstandene Rolle im viralen

Lebenszyklus hochpathogener Nipahviren aufzuklaren.
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2 Ergebnisse

2.1 Charakterisierung der Nipahvirus inclusion bodies

2.1.1 NiV induziert die Bildung von zwei intrazelluldaren viralen Kompartimenten

Die Bildung von zytosolischen IBs, in denen virale Nukleokapsidproteine akkumulieren, ist ein
klassisches Merkmal von Zellen, die mit Viren der Ordnung Mononegavirales infiziert sind
(Dolnik et al., 2021). Das NiV unterscheidet sich jedoch von anderen Mononegavirales, indem es
zwei virale Kompartimente bildet, in denen sich die Nukleokapsidproteine ansammeln. Neben
den typischen IBs bildet NiV zusatzlich auch sog. PM-Cluster (Ringel et al., 2019). Um diese
Strukturen mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie darzustellen wurden auf Deckglaschen
ausgesate Vero76-Zellen mit NiV mit einer MOl von 0,05 infiziert (siehe Kapitel 4.2.2;4.3.1). 24 h
post infectionem (p.i.) wurden die Zellen mit 4 % PFA fixiert und mit Triton X-100 permeabilisiert.
AnschlieBend wurden die viralen Proteine N, P und M Uber spezifische Antiseren nachgewiesen.
Diese wurden entweder (iber Fluorophor-gekoppelte Sekundarantikérper detektiert oder zuvor
direkt mit einem Fluorophor markiert (siehe Kapitel 4.4.2). Die Zellkerne wurden mit DAPI
gegengefarbt. Die Aufnahme der mikroskopischen Bilder erfolgte an einem konfokalen
Laserscanning-Mikroskop (siehe Kapitel 4.4.1).

In NiV-infizierten Synzytien waren im Zytosol viele IBs zu sehen, die sich vor allem im
perinukledren Bereich befanden und die viralen Nukleokapsidproteine NiV-N und -P enthielten
(Abb. 2.1). Zusatzlich befanden sich Cluster an der Plasmamembran, welche neben den
Nukleokapsidproteinen auch das virale Matrixprotein enthielten (Abb. 2.1). Diese PM-Cluster
unterschieden sich somit von den zytosolischen 1IBs in ihrer Lokalisation und
Proteinzusammensetzung. AuRerdem gab es deutliche strukturelle Unterschiede. Wahrend die
zytosolischen NiV-IBs die fiir virale IBs typische runde Morphologie aufwiesen, schienen die PM-
Cluster strukturell hochgradig organisiert zu sein und bildeten teilweise sogar rechteckige
Strukturen aus (Abb. 2.1). Da NiV-M allgemein als der zentrale Organisator des viralen Assembly
und Budding gilt und auch fiir die Bildung der PM-Cluster essentiell ist, handelt es sich bei den
PM-Clustern vermutlich um spezielle Plattformen, an denen neue virale Partikel assembliert und
freigesetzt werden (Ringel et al., 2019; Watkinson & Lee, 2016). Die zytosolischen NiV-IBs haben
dagegen die klassischen Merkmale viraler Einschlusskdrperchen, die auch bei andere Viren der
Ordnung Mononegavirales beschrieben sind, und kénnten somit dhnliche Funktionen in der
RNA-Replikation und Nukleokapsidbildung Gibernehmen (Dolnik et al., 2021; Nevers et al., 2020).
Allerdings ist flr NiV noch nicht experimentell bestatigt, dass es sich bei den IBs um den Ort der

viralen Replikation und Transkription handelt.
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Abbildung 2.1: Bildung von zytosolischen IBs und PM-Clustern in NiV-infizierten Zellen. Abbildung
modifiziert nach Becker et al., 2022. (A) Vero76-Zellen wurden mit NiV mit einer MOI von 0,05 infiziert.
24 h p.i. wurden die Zellen fiir 48 h mit 4 % PFA fixiert und aus dem BSL4-Labor ausgeschleust. Nach
einer Permeabilisierung mit Triton X-100 wurden die Nukleokapsidproteine NiV-N/P mit einem
polyklonalen Antiserum und Fluorophor-gekoppelten Sekundarantikérpern detektiert (griin). NiV-M
wurde Uber ein polyklonales Antiserum gefarbt, wobei die Antikérper mit Hilfe des Zenon-Kits direkt
Fluoreszenz-markiert wurden (rot). Die Zellkerne wurden mit DAPI gegengefarbt (blau). Es ist nur das
merge-Mehrkanalbild gezeigt. Die umrahmten Bereiche heben die PM-Cluster und zytosolischen IBs
hervor und sind zusatzlich in einer héheren VergroRerung zusammen mit den Einzelkanalbildern in
Graustufen dargestellt. Die Bilder wurden mit einem Leica SP5 konfokalen Laserscanning-Mikroskop
aufgenommen. MaRstabsbalken: 10 um. (B) Vereinfachtes Modell der in NiV-infizierten Zellen
gebildeten IBs und PM-Cluster und ihre virale Proteinzusammensetzung.

2.1.2 Zytosolische NiV-IBs haben typische Eigenschaften biomolekularer
Kondensate

Virale IBs werden gemeinhin als fllssige biomolekulare Kondensate beschrieben, die sich
aufgrund ihrer biophysikalischen Eigenschaften durch Flissig-Flissig Phasentrennung im Zytosol
bilden (siehe Kapitel 1.1.7). Um zu untersuchen ob es sich bei den zytosolischen IBs des NiV auch
um biomolekulare Kondensate handelt, wurden diese in einem Transfektionssystem analysiert.
Dafur wurden Vero76-Zellen mit NiV-N und NiV-PeGFP-kodierenden Plasmiden transfiziert, da
die beiden Nukleokapsidproteine die minimale Voraussetzung fiir die Bildung zytosolischer IBs
sind (siehe Kapitel 4.2.3) (Ringel et al., 2019). Jeweils nach 6, 12, 18 und 24 h wurden die Zellen
mit PFA fixiert und mit Triton X-100 permeabilisiert. Die IBs wurden Uber die PeGFP-
Autofluoreszenz detektiert und die Zellkerne mit DAPI gegengeférbt (siehe Kapitel 4.4.1).

6 h post transfection (p.t.) waren bereits kleine runde IBs in den transfizierten Zellen zu
detektieren (Abb. 2.2 A). Diese nahmen im Verlauf der Transfektion an Grofe und
Fluoreszenzintensitat zu. 24 h p.t. waren dann nur noch wenige sehr grol3e IBs im perinukledren
Bereich zu sehen (Abb. 2.2 A). Um die Kinetik der IBs genau zu betrachten, wurden neben den

steady-state-Analysen der fixierten Proben auch live cell-Analysen durchgefiihrt. Daflir wurden

29



Ergebnisse

ebenfalls Vero76-Zellen mit NiV-N und NiV-PeGFP transfiziert und die IBs Uber die eGFP-
Autofluoreszenz detektiert. 6 h p.t. wurden die Aufnahmen der lebenden Zellen am Nikon TE
2000 Fluoreszenzmikroskop gestartet (siehe Kapitel 4.4.4). Abbildung 2.2 B zeigt eine
transfizierte Zelle mit mehreren zytosolischen IBs. Diese waren in der Lebendzellanalyse hoch
mobil und konnten sich frei im Zytosol bewegen und auch miteinander fusionieren. Nach einem
Fusionsereignis kam es zur Relaxation und das resultierende deutlich gréBere IB nahm wieder
seine spharische Form an (Abb. 2.2 B, Zoom). Um nachzuweisen, dass NiV-IBs klassische
Eigenschaften von biomolekularen Kondensaten aufweisen, wie es ihre Form und die hohe
Mobilitat vermuten lassen, wurden ihre biophysikalischen Eigenschaften untersucht. Da fliissige
biomolekulare Kondensate typischerweise sehr sensibel gegeniliber Veranderungen in der
lonenkonzentration sind, wurde ein osmotischer Schock durchgefiihrt, bei dem das
Zellkulturmedium mit dem 10-fachen Volumen an destilliertem Wasser verdiinnt wurde. Dies
flhrte dazu, dass sich die IBs innerhalb von wenigen Sekunden auflsten (Abb. 2.2 C). Insgesamt
lasst sich also sagen, dass NiV-IBs mobile zytosolische Organellen sind, die eine spharische
Morphologie aufweisen, miteinander fusionieren koénnen und sensibel gegenlber
Veranderungen in der Osmolaritat sind. Wie die IBs anderer Viren, weisen entsprechend auch

NiV-IBs die typischen Eigenschaften von biomolekularen Kondensaten auf.
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C Osmotischer Schock

. 2
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Abbildung 2.2: Eigenschaften und Bildungskinetik von zytosolischen NiV-IBs. (A) Vero76-Zellen
wurden mit NiV-N und NiV-PeGFP-kodierenden Plasmiden transfiziert, um die Bildung von
zytosolischen IBs zu induzieren. Nach der Transfektion wurden die Zellen zum jeweils angegebenen
Zeitpunkt fixiert und anschliefend permeabilisiert. Die IBs wurden Uber eGFP-Autofluoreszenz
detektiert (griin). Die Zellkerne wurden mit DAPI gegengefarbt (blau). Die Bilder wurden mit einem
Leica SP5 konfokalen Laserscanning-Mikroskop aufgenommen. (B) Vero76-Zellen wurden mit NiV-N
und NiV-PeGFP-kodierenden Plasmiden transfiziert. 6 h nach der Transfektion wurden das Medium
durch COz-unabhangiges Medium (+ Trolox) ersetzt und die live cell-Aufnahme gestartet. Die IBs
wurden Uber die eGFP-Autofluoreszenz detektiert (grau dargestellt) und die Bilder wurden mit einem
Nikon TE 2000 Fluoreszenzmikroskop alle 10-15 sec aufgenommen. In der Abbildung sind ausgewahlte
Bildausschnitte zu den angegebenen Zeitpunkten gezeigt. Der umrahmte Bereich zeigt zwei
fusionierende IBs und ist zusatzlich in hoherer VergroBerung und mit kiirzeren Zeitintervallen
dargestellt. (C) Der Versuch wurde analog zu (B) durchgefiihrt. Kurz nach dem Start der Aufnahme
wurde ein osmotischer Schock durchgefiihrt, indem dem Medium der Zellkultur das 10-fache Volumen
an demineralisiertem Wasser zugegeben wurde. MaRstabsbalken: 10 um, Zeitangabe: mm:ss
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2.1.3 NiV-IBs rekrutieren nicht-virale Proteine (mCherry) und enthalten y-Tubulin
Neben den Nukleokapsidproteine NiV-N und NiV-P, den Grundbausteinen der zytosolischen NiV-
IBs, befinden sich noch weitere Proteine in IBs. Zum Beispiel wird das nicht-virale
Fluoreszenzprotein mCherry in IBs rekrutiert (Ringel et al., 2019). Um dies darzustellen, wurden
Vero76-Zellen mit mCherry und NiV-N und NiV-PeGFP-kodierenden Plasmiden transfiziert (siehe
Kapitel 4.2.3). Nach 24 h wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und die Zellkerne mit DAPI
gegengefarbt (siehe Kapitel 4.4.1). Die IBs wurden (iber die PeGFP-Fluoreszenz nachgewiesen
und die mCherry-Verteilung Giber dessen Autofluoreszenz detektiert.

Abbildung 2.3 A zeigt, dass mCherry neben dem Zytosol auch im Kern zu finden war, was auf die
freie Diffusion des 25 kDa-kleinen Fluoreszenzproteins durch die Kernporen zurlickgefiihrt
werden kann (Timney et al.,, 2016). Das zytosolische mCherry war primar in den IBs zu
detektieren, was zeigt, dass lUberexprimiertes mCherry aus dem Zytosol in IBs rekrutiert wurde.
Der zugrundeliegende Mechanismus fiir die Sequestrierung dieses nicht-viralen Proteins ist
ungeklart, einen Hinweis auf einen moglichen Mechanismus kénnte jedoch die Beobachtung
liefern, dass y-Tubulin, ein wichtiger Marker zellularer Aggresome, ebenfalls in den IBs zu finden
war (Becker et al., 2022; Ringel et al., 2019). Die Kolokalisation von y-Tubulin mit IBs ist in
Abbildung 2.3 B dargestellt.

A

B
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Abbildung 2.3: Kolokalisation von zytosolischen NiV-IBs mit mCherry und y-Tubulin. Abbildung
modifiziert nach Becker et al., 2022. (A) Vero76-Zellen wurden mit NiV-N, NiV-PeGFP und mCherry-
kodierenden Plasmiden transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen fixiert und
permeabilisiert. Die Zellkerne wurden mit DAPI gegengefarbt (blau) und die IBs und mCherry wurden
Uber die PeGFP und mCherry-Autofluoreszenz detektiert (griin/rot). (B) Vero76-Zellen wurden mit
NiV-N und NiV-PeGFP-kodierenden Plasmiden transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden die
Zellen fixiert und permeabilisiert. Die 1Bs wurden Uber eGFP-Autofluoreszenz detektiert (griin). y-
Tubulin  wurde (iber einen spezifischen Primarantikérper und Fluorophor-gekoppelten
Sekundarantikorpern detektiert (rot). Die Zellkerne wurden mit DAPI gegengefarbt (blau). Die
umrahmten Bereiche sind zusatzlich in einer hoheren Vergroferung zusammen mit den
Einzelkanalbildern in Graustufen dargestellt. MaRstabsbalken: 10 um.
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2.2 Aggresomale Eigenschaften von NiV-IBs

Zytosolische NiV-IBs rekrutieren liberexprimierte Proteine, die in keinem Zusammenhang mit
der NiV-Infektion stehen und kolokalisieren mit dem zelluldren Protein y-Tubulin. y-Tubulin ist
klassischerweise als Komponente des MTOC bekannt, ist aber auch als Marker fiir zellulare
Aggresome beschrieben (Johnston et al.,, 1998). Dies konnte vermuten lassen, dass NiV-IBs
Aggresom-dhnliche Eigenschaften haben, eine Hypothese, die im Rahmen dieser Arbeit evaluiert
werden sollte. Zu diesem Zweck wurden Gemeinsamkeiten von Aggresomen und IBs analysiert
und die Aggresombildung in NiV-infizierten-Zellen, sowie der Einfluss dieses Prozesses auf die

IBs untersucht.

2.2.1 Die Akkumulation zytosolischer Proteine induziert die Bildung zelluldrer
Aggresome

Aggresome sind Strukturen aus fehlgefalteten und aggregierten Proteinen, die sich in Zellen als
Antwort auf proteotoxischen Stress bilden kénnen. So kann zum Beispiel die Aggresombildung
in Zellen induziert werden, indem die proteasomale Degradation von Proteinen inhibiert wird.
Dies fuhrt zu einer Akkumulation von Proteinen im Zytoplasma, welche aktiv zum MTOC
transportiert werden, wo sich dann ein perinukleares Aggresom bildet (Johnston et al., 1998).
Um die Bildung von zelluldren Aggresomen mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie zu
analysieren, wurden auf Deckgldschen ausgesadte Vero76-Zellen (siehe Kapitel 4.2.2) mit dem
Proteasom-Inhibitor Bortezomib inkubiert (siehe Kapitel 4.2.4). 24 h spater wurden die Zellen
mit 4 % PFA fixiert und mit Triton X-100 oder Methanol/Aceton permeabilisiert. AnschlieRend
wurde eine Reihe von endogenen aggresomalen Markerproteinen mit spezifischen
Primarantikorpern und Fluorophor-gekoppelten Sekundarantikérpern detektiert, um die
Proteinzusammensetzung der Aggresome zu analysieren (siehe Kapitel 4.4.1). Zu den in die
Untersuchung einbezogenen zelluldaren Proteinen gehorten, neben y-Tubulin, HDAC6 und BAG3,
die beide in den Transport von Proteinen zum Aggresom involviert sind. AuBerdem wurde die
intrazellulare Verteilung poly-ubiquitinierter Proteine analysiert, die klassische Substrate fiir
proteasomale Degradation sind, und die Lokalisation des Ubiquitin-bindenden Protein p62 und
des 26S Proteasom untersucht, welche ebenfalls zum Aggresom rekrutiert werden sollten.
Zusatzlich wurde noch das Zytoskelettprotein Vimentin angefarbt, welches einen , Kafig” um

Aggresome ausbildet (siehe Kapitel 1.2).
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Im Gegensatz zur unbehandelten Kontrolle (Abb. 2.4 A) war in Bortezomib-behandelten Zellen
die Bildung von Aggresomen im perinukledren Bereich sehr deutlich zu erkennen (Abb. 2.4 B).
Die zellularen Aggresome enthielten wie erwartet p62, y-Tubulin, HDAC6, BAG3, 26S
Proteasome und poly-ubiquitinierte Proteine. Auflerdem war die Ausbildung eines Vimentin-

Kafigs zu sehen.

Unbehandelte
Kontrolle

| .

+ Bortezomib

Abbildung 2.4: Proteinzusammensetzung zellularer Aggresome. Abbildung modifiziert nach Becker
et al., 2022. Vero76-Zellen wurden fiir 24 h ohne (A, unbehandelt) oder mit 50 nM Bortezomib (B,
+Bortezomib) behandelt, um die Aggresombildung durch Hemmung der proteasomalen Degradation
zu induzieren. Die Zellen wurden mit 4 % PFA fixiert und mit Methanol/Aceton oder Triton X-100
permeabilisiert. Die bekannten zelluldren aggresomalen Markerproteine wurden mit spezifischen
Primarantikdrpern und Fluorophor-gekoppelten Sekundarantikdrpern detektiert (rot). Die Kerne
wurden mit DAPI gegengefarbt (blau). Ausschnitte stellen exemplarisch einzelne Aggresome in hoher
VergroBerung dar. Malstabsbalken: 10 um.

w
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Neben der Inhibition der Proteindegradation durch Proteasom-Inhibitoren wie Bortezomib,
kann auch eine Uberexpression von zytosolischen Proteinen dazu fiihren, dass sich Aggresome
bilden. Um zu untersuchen, ob die hier verwendeten Vero76-Zellen auf eine
Proteinliberexpression mit der Bildung von Aggresomen reagieren, wurden sie mit einem
Plasmid transfiziert, dass flr ein mutiertes NiV-M kodiert (siehe Kapitel 4.2.2, 4.2.3). Die
Mutante NiV-Mnismut €nthalt ein defektes nukledres Lokalisationssignal (NLS), was zur Folge hat,
dass das transportdefekte Protein in groBen Mengen im Zytosol akkumuliert (Dissertation Marc
Ringel, 2017). Die NiV-Mnismu-exprimierenden Zellen wurden 24 h p.t. fixiert und
permeabilisiert. Das virale Matrixprotein wurde Gber ein NiV-M Antiserum nachgewiesen und
der Aggresommarker p62 (iber einen spezifischen Primarantikdrper. Die Detektion erfolgte tiber
Fluorophor-gekoppelte Sekundarantikérper und die Zellkerne wurden mit DAPI gegengefarbt
(siehe Kapitel 4.4.1).

Tatsachlich konnte in einigen der NiV-Myismut-liberexprimierenden Zellen die Bildung p62-
positiver Aggresome beobachtet werden, in denen das transportdefekte NiV-M zu finden war

(Abb. 2.5). Das zeigt, dass eine Uberexpression von Proteinen zu einer Aggresombildung in

Vero76-Zellen fihrt.

Abbildung 2.5: Aggresombildung durch Uberexpression einer defekten Matrixprotein-Mutante.
Vero76-Zellen wurden mit einem NiV-Mnismut-kodierenden Plasmid transfiziert. 24 h p.t. wurden die
Zellen mit 4 % PFA fixiert und mit Triton X-100 permeabilisiert. Der Aggresommarker p62 wurde mit
einem spezifischen Antikorper detektiert (griin). Das virale Matrixprotein wurde mit einem NiV-M
Antiserum detektiert (rot). Die Zellkerne wurden mit DAPI gegengefarbt (blau). Der umrahmte Bereich
ist zusatzlich in hoherer VergrofRerung dargestellt. Mal3stabsbalken: 10 um.

35



Ergebnisse

2.2.2 NiV induziert keine Aggresombildung

Die Tatsache, dass eine Proteinliberexpression die Aggresombildung induzieren kann, kénnte
vermuten lassen, dass dies auch wahrend einer Virusinfektion geschieht. Hier kommt zur
massiven Uberexpression viraler Proteine, was infizierte Zellen proteotoxischem Stress
aussetzen konnte. Um diese Hypothese zu evaluieren, wurde die Aggresombildung in NiV-
infizierten Zellen analysiert. Daflir wurden Vero76-Zellen mit NiV mit einer MOI von 0,05 infiziert
(siehe Kapitel 4.3.1). 24 h p.i. wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und die IBs lber die
viralen Nukleokapsidproteine, sowie die zelluldaren Aggresome (iber p62 angefarbt (siehe Kapitel
4.4.1).

Wie in Abbildung 2.6 A zu sehen, kam es zur Ausbildung von NiV-infizierten Synzytien, die
sowohl zytosolische IBs im perinukledren Bereich als auch PM-Cluster enthielten. p62 war in den
infizierten Zellen, genau wie in den nicht infizierten Zellen, diffus im Zytosol verteilt. Eine
groRere Akkumulation war nie zu sehen, sodass sehr deutlich wurde, dass in NiV-infizierten
Zellen keine Aggresombildung stattgefunden hat. Die Abwesenheit von Aggresomen in
infizierten Zellen lasst vermuten, dass NiV alternative Mechanismen entwickelt hat, um den
proteotoxischen Stress wahrend der Infektion zu limitieren, oder um die Aggresombildung aktiv
zu unterbinden. Um letzteres zu testen, wurde den Zellen nach der Infektion der Proteasom-
Inhibitor Bortezomib zugegeben, was die Aggresombildung artifiziell induzierte. In diesem Fall
bildeten sich in den nicht-infizierten Zellen, aber auch in den infizierten Synzytien, p62-positive
Aggresome (Abb. 2.6 B). Dieser Prozess wurde also durch die Infektion nicht aktiv gehemmt. In
den Synzytien waren neben den Aggresomen auch weiterhin IBs zu finden, was darauf hinweist,
dass sich die IB und Aggresombildung nicht gegenseitig beeinflussen. Dazu passt auch, dass die
NiV-Nukleokapsidproteine nur in IBs akkumulierten, aber nicht von Aggresomen sequestriert
wurden, und dass p62 nur in Aggresomen und nicht in IBs enthalten war (Abb. 2.6 C). Da sich
Aggresome in infizierten Zellen nur bildeten, wenn das Proteasom artifiziell inhibiert wurde,
scheint der proteotoxische Stress wihrend der Infektion trotz starker Uberexpression viraler
Proteine limitiert gewesen zu sein. Dies unterstiitzt die Hypothese, dass IBs aggresomale
Eigenschaften Gbernehmen kénnen, indem sie einen Grol3teil der viralen zytosolischen Proteine

sequestrieren.
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Abbildung 2.6: Aggresombildung in NiV-infizierten Zellen. Abbildung modifiziert nach Becker et al.,
2022. Vero76-Zellen wurden mit NiV mit einer MOI von 0,05 in Abwesenheit (A, unbehandelt) oder
Anwesenheit von 50 nm Bortezomib (B, +Bortezomib) infiziert. 24 h p.i. wurden die Zellen fir 10 min
mit 4 % PFA fixiert und dann mit Triton X-100 permeabilisiert. Der Aggresommarker p62 wurde mit
einem spezifischen Antikorper markiert (rot). Anschliefend wurden die Zellen fiir weitere 48 h mit 4
% PFA fixiert und aus dem BSL4-Labor ausgeschleust. Um die IBs zu detektieren, wurden die Zellen mit
einem NiV-N/P Antiserum angefarbt (griin). Die Zellkerne wurden mit DAPI gegengefarbt (blau).
Malstabsbalken: 10 um. (C) VergroRerte Ansicht der umrahmten Bereich aus (B). Die Histogramme
zeigen das Fluoreszenzintensitatsprofil der gefarbten Proteine entlang der gestrichelten Linie durch
ein IB und ein Aggresom.
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2.2.3 NiV-IBs kolokalisieren mit Proteinen des aggresomalen Transportweges

Da sich Aggresome und NiV-IBs in infizierten Zellen unabhangig voneinander bilden und p62 in
Aggresomen, nicht jedoch in IBs, detektiert wurde, stellt sich die Frage, in welchem Ausmal sich
beide Strukturen in ihrer Proteinzusammensetzung unterscheiden und ob aufler y-Tubulin
(siehe Abb. 2.3) weitere aggresomale Markerproteine in IBs enthalten sind. Um dies zu klaren,
wurden Vero76-Zellen entweder mit NiV-N und -PeGFP-kodierenden Plasmiden transfiziert oder
mit NiV infiziert (siehe Kapitel 4.2.2; 4.2.3). 24 h nach der Infektion oder Transfektion wurden
die Zellen fixiert und permeabilisiert. Die endogenen Aggresommarker und NiV-IBs wurden wie
zuvor beschrieben gefarbt (siehe Kapitel 2.1.3; 2.2.1; 2.2.2).

Weder in infizierten, noch in NiV-N/P-koexprimierenden Zellen, zeigte sich eine Kolokalisation
der IBs mit p62, 26S oder poly-ubiquitinierten Proteinen (Abb. 2.7 A, B). Die Proteasom-
Ubiquitin-Maschinerie wurde also nicht zu den IBs rekrutiert und diese unterscheiden sich
entsprechend klar von zelluldren Aggresomen in ihrer Proteinzusammensetzung. Es war auch
keine Umstrukturierung der Vimentin-Intermediarfilamente zu erkennen (Abb. 2.7 A, B), d.h. es
bildete sich kein Vimentin-Kafig um die IBs, wie man es bei zellularen Aggresomen sieht (siehe
Abb. 2.4 B). Interessanterweise waren trotz dieser Unterschiede einige der aggresomalen
Markerproteine in den IBs zu finden. Es war eine sehr deutliche Kolokalisation mit BAG3, HDAC6
und Hsp70 zu erkennen (Abb. 2.7 C, D). Diese Proteine sind an Ubiquitin-abhangigen und
Ubiquitin-unabhéngigen Mikrotubuli-vermittelten aggresomalen Transportweg beteiligt (siehe
Kapitel 1.2). Die Tatsache, dass gerade diese Proteine in den IBs akkumulieren, kénnte darauf
hindeuten, dass die aggresomalen Transportwege eine Rolle bei der Bildung der viralen IBs
spielen, obwohl sich Aggresome und IBs in ihrer sonstigen Proteinzusammensetzung

unterscheiden.
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A NiV-Infektion B N + PeGFP-Koexpression

Abbildung 2.7: Kolokalisation von NiV-I1Bs und Aggresommarkern. Abbildung modifiziert nach Becker
et al,, 2022. Vero76-Zellen wurden mit NiV mit einer MOI von 0,05 infiziert (A, C), oder mit NiV-N und
NiV-PeGFP-kodierenden Plasmiden transfiziert (B, D). 24 h spater wurden die infizierten oder
transfizierten Zellen mit 4 % PFA fixiert und mit Triton X-100 permeabilisiert. Die angegebenen
endogenen Proteine wurden mit spezifischen Antikérpern markiert (rot). IBs (griin) wurden mit einem
NiV-N/P Antiserum (A, C) oder mittels eGFP-Autofluoreszenz (B, D) detektiert. Die Zellkerne wurden
mit DAPI gegengefdrbt (blau). Es sind nur die merge-Mehrkanalbilder gezeigt. Die umrahmten
Bereiche sind in einer hoheren VergréRerung zusammen mit den Einzelkanalbildern in Graustufen
dargestellt. MaRstabsbalken: 10 um.
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2.2.4 Die Inhibition von HDAC6 hat keinen Einfluss auf die IB-Bildung und die NiV-
Replikation

Da HDACS6, Hsp70 und BAG3 am Transport von Proteinen zum Aggresom beteiligt sind (siehe
Kapitel 1.2) und alle drei Proteine auch in NiV-IBs zu finden sind, stellte sich die Frage, ob
aggresomale Transportwege in die Bildung von IBs involviert und fir die virale Replikation
notwendig sind. Um dies zu untersuchen, wurde der spezifische HDAC6-Inhibitor Tubacin
verwendet, von dem bereits beschrieben ist, dass er die Replikation einiger RNA-Viren
beeinflusst (Lu et al., 2017; Zhang et al., 2017; Zheng et al., 2017). Tubacin hemmt die wichtigste
enzymatische Funktion von HDAC6, namlich die Deacetylierung diverser zelluldrer Proteine.
Dazu gehort unter anderem a-Tubulin, wodurch die Mikrotubuli-Stabilitat und der Mikrotubuli-
abhangige intrazelluldre Transport beeinflusst werden (Abb. 2.8 A). Um zunéachst zu
kontrollieren, ob Tubacin die Deacetylierung in Vero76-Zellen funktionell inhibiert, wurde die
Acetyl-Tubulin-Signalintensitat mittels Immunfluoreszenz in An- bzw. Abwesenheit von 10 uM
Tubacin verglichen (siehe Kapitel 4.2.4). Daneben wurde auch die Menge an acetyliertem
Tubulin in Lysaten von Tubacin-behandelten Zellen mittels Western Blot analysiert (siehe Kapitel
4.4.5).

Nach Zugabe von Tubacin zeigten sich sowohl in der Immunfluoreszenz- als auch in der Western
Blot-Analyse eine massive Erhohung der Acetyl-Tubulin-Menge, was die erfolgreiche Inhibition
von HDAC6 bestatigte (Abb. 2.8 B, C). Um anschlieRend den Einfluss von Tubacin auf die NiV-
Infektion zu untersuchen, wurden Vero76-Zellen mit NiV mit einer MOI von 0,05 infiziert und
anschlieRend 10 uM Tubacin zugegeben. Nach 24 h wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert
und Acetyl-Tubulin und NiV-IBs angefarbt (siehe Kapitel 4.4.1). Auch hier war wieder eine
deutliche Erhéhung der Acetyl-Tubulin-Mengen in den Tubacin-behandelten Zellen im Vergleich
zu unbehandelten Zellen zu beobachten. Allerdings war kein Effekt auf die IB-Bildung ersichtlich.
Auch in Anwesenheit von Tubacin bildeten sich groRe NiV-positive Synzytien, die viele virale IBs
und PM-Cluster enthielten (Abb. 2.8 D). Um den Einfluss von Tubacin auf die virale Replikation
und die Bildung neuer Viren zu untersuchen, wurde die Freisetzung von infektiosen viralen
Partikeln mittels TCID50-Titration analysiert. Daflir wurden Vero76-Zellen mit NiV mit einer MOI
von 1 infiziert und mit oder ohne Tubacin inkubiert. 24 h p.i. wurden die Uberstinde
abgenommen und die Anzahl der infektiésen Viruspartikel auf Vero76-Zellen titriert (siehe
Kapitel 4.3.2). Auch hier war kein signifikanter Einfluss der HDAC6-Inhibition auf die Virustiter,
d.h. auf die Freisetzung viraler Partikel, zu beobachten (Abb. 2.8 E). Obwohl HDACS6 also in den
NiV-IBs zu finden ist, scheint die enzymatische Funktion keine essentielle Rolle bei der Bildung

von IBs oder der viralen Replikation zu spielen.
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Abbildung 2.8: Einfluss des HDAC6-Inhibitors Tubacin auf die IB-Bildung und die NiV-Replikation.
Abbildung modifiziert nach Becker et al., 2022. (A) Schematische Darstellung der aggresomalen
Transportwege und der HDAC6-Inhibition durch Tubacin. (B) Kontrolle der HDAC6-Inhibition: Auf
Deckglaschen ausgesate Vero76-Zellen wurden ohne (unbehandelt) oder mit 10 uM des HDAC6-
Inhibitors Tubacin (+Tubacin) inkubiert und nach 24 h fixiert und permeabilisiert. Acetyliertes Tubulin
wurde mit einem spezifischen Primarantikdrper und Fluorophor-gekoppeltem Sekundarantikérper
detektiert und die Signalintensitat als Farbspektrum visualisiert. (C) Kontrolle der HDAC6-Inhibition:
Vero76-Zellen wurden fiir 24 h ohne oder mit 10 uM Tubacin behandelt und anschlieRend geerntet
und lysiert. Mittels SDS-PAGE und Western Blot Analyse wurden acetyliertes Tubulin und Aktin (als
,Ladekontrolle”) nachgewiesen. Dafiir wurden spezifische Primarantikorper, biotinylierte
Sekundarantikérper und eine Streptavidin-gekoppelte Peroxidase verwendet. Nach Zugabe des
Chemilumineszenz-Substrats wurde das Signal am ChemiDoc Imager (BioRad) detektiert. (D) Einfluss
von Tubacin auf die NiV-IB-Bildung: Vero76-Zellen wurden mit NiV mit einer MOI von 0,05 infiziert
und in An- oder Abwesenheit von 10 uM Tubacin inkubiert. 24 h p.i. wurden die Zellen fiir 10 min mit
4 % PFA fixiert und mit Triton X-100 permeabilisiert. Acetyliertes Tubulin wurde mit einem spezifischen
Primarantikorper und Fluorophor-gekoppeltem Sekundarantikorper detektiert (rot). AnschlieRend
wurden die Zellen fir 48 h mit 4 % PFA fixiert, um aus dem BSL4-Labor ausgeschleust zu werden.
Danach wurden die Zellen mit einem NiV-N/P Antiserum und Fluorophor-gekoppeltem
Sekundarantikorper gefarbt, um die IBs nachzuweisen (griin). Die Zellkerne wurden mit DAPI
gegengefarbt (blau). MaRstabsbalken: 10 uM. (E) Einfluss von Tubacin auf die NiV-Replikation:
Vero76-Zellen wurden mit NiV mit einer MOI von 1 infiziert und mit/ohne 10 uM Tubacin behandelt.
24 h p.i. wurden die Uberstande geerntet und die Virustiter mittels TCID50-Assay bestimmt. Die
Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar; n.s., nicht signifikant.
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2.2.5 Nocodazol hat keinen Einfluss auf die IB-Bildung und die NiV-Replikation
Neben HDAC6 fungieren auch BAG3 und Hsp70 als Adaptorproteine beim aggresomalen
Transport. In beiden Fallen findet der aktive Transport mit Hilfe von Motorproteinen entlang der
Mikrotubuli statt (siehe Kapitel 1.2). Um neben dem HDAC6-vermittelten Transport auch den
BAG3/Hsp70-vermittelten Transportweg zu inhibieren, wurden deshalb mit Hilfe von Nocodazol
die Mikrotubuli als gemeinsame Komponente inhibiert (Abb. 2.9 A). Dabei bindet Nocodazol
freie a-/B-Tubulin-Untereinheiten, sodass diese nicht mehr ans (+)-Ende der Mikrotubuli
angelagert werden konnen und die Polymerisation gehemmt wird. Da die Depolymerisation am
(-)-Ende noch stattfindet fiihrt die Zugabe von Nocodazol letztendlich zur Zerstérung des
Tubulin-Netzwerkes in der Zelle. Um zunachst die Zytotoxizitat von Nocodazol zu untersuchen,
wurden Vero76-Zellen mit steigenden Konzentrationen des Inhibitors behandelt. Die
Zellviabilitat wurde nach 18 h mit Hilfe des Ready Probes Cell Viability Imaging Kit (Invitrogen)
bestimmt. Hierbei wurden tote und lebende Zellen unterschiedlich angefarbt und mikroskopisch
ausgezahlt (siehe Kapitel 4.2.5).

Dabei wurde deutlich, dass Nocodazol einen leichten zytotoxischen Effekt hatte, der mit
steigenden Konzentrationen zunahm (Abb. 2.9 B). Um zu testen, ob die niedrigste Konzentration
von 250 nM Nocodazol, die keine signifikante Zytotoxizitdt zeigte, ausreicht, um das
Mikrotubuli-Netzwerk zu zerstoren, wurde die Integritat der Mikrotubuli nach Nocodazol-
Zugabe mittels Immunfluoreszenz analysiert (siehe Kapitel 4.2.4). Auf den mikroskopischen
Aufnahmen war zu sehen, dass 250 nM Nocodazol ausreichten, um das Mikrotubuli-Netzwerk
zu zerstoren (Abb. 2.9 C). Um zu testen, ob die optisch sichtbare Verdnderung auch den
Mikrotubuli-abhangigen Transport funktionell beeinflusst, wurden die Zellen mit Bortezomib
und Nocodazol behandelt und die Bortezomib-induzierte Aggresombildung untersucht. Die
Aggresome wurden dabei wieder (iber den Aggresommarker p62, der unter anderem an
ubiquitinierte Proteine bindet, detektiert (siehe Kapitel 4.4.1). Bortezomib alleine fiihrte, wie
bereits zuvor beschrieben (siehe Abb. 2.4), zu einer deutlichen Aggresombildung in den Zellen.
Dies konnte nach der Zugabe von Nocodazol jedoch nicht mehr beobachtet werden. Stattdessen
waren die p62-Cluster, die vermutlich ubiquitinierte Proteinaggregate darstellen, diffus in der
Zelle verteilt (Abb. 2.9 D). Dies war ein klares Indiz dafiir, dass der Mikrotubuli-abhangige
Transport von Proteinen zum MTOC und damit auch die Bildung von Aggresomen blockiert war.
Eine Konzentration von 250 nM Nocodazol ist also ausreichend, um den aggresomalen
Transportweg in Vero76-Zellen funktionell zu inhibieren. Um den Effekt dieser Hemmung auf
die NiV-Infektion zu untersuchen, wurden Vero76-Zellen mit NiV mit einer MOI von 0,05 infiziert
und 250 nM Nocodazol zugegeben. 18 h p.i. wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und die

Mikrotubuli Gber die Anfarbung von a-Tubulin sichtbar gemacht (siehe Kapitel 4.3.1; 4.4.1).
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Auch in den infizierten Zellen zeigte sich deutlich, dass das Mikrotubuli-Netzwerk nach
Nocodazol-Zugabe zerstort war. Die IB-Bildung in den infizierten Synzytien schien davon jedoch
unbeeintrachtigt zu sein und es waren wie in der unbehandelten Kontrolle viele NiV-IBs zu sehen
(Abb. 2.9 E). Um zu untersuchen, ob Nocodazol anderweitig einen Einfluss auf den viralen
Replikationszyklus hatte, wurden die Virustiter im Zellkulturiberstand bestimmt. Daflir wurden
Vero76-Zellen mit NiV mit einer MOI von 1 infiziert und die Uberstinde 18 h p.i. titriert (siehe
Kapitel 4.3.2). Die Freisetzung infektioser Viruspartikel war in den Nocodazol-behandelten Zellen
nicht signifikant beeinflusst (Abb. 2.9 F). Weder das Mikrotubuli-Netzwerk selbst noch die
Mikrotubuli-abhdngigen aggresomalen Transportprozesse scheinen also in die IB-Bildung oder

den viralen Replikationszyklus involviert zu sein.
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Abbildung 2.9: Einfluss von Nocodazol auf die IB-Bildung und NiV-Replikation. Abbildung modifiziert
nach Becker et al., 2022. (A) Schematische Darstellung der Mikrotubuli-abhangigen aggresomalen
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Transportwege und ihrer Hemmung durch Nocodazol. (B) Zytotoxizitdt von Nocodazol: Vero76-Zellen
wurden ohne oder mit Nocodazol in verschiedenen Konzentrationen (250 nM, 500 nM, 1 uM, 5 uM)
behandelt. Nach 18 h wurde die Zellviabilitdt mit Hilfe des Ready Probes Cell Viability Imaging Kits
(Invitrogen) bestimmt. Der Prozentsatz der toten Zellen wurde bestimmt, indem 10 zufallig
ausgewahlt Bilder fir jede Nocodazol-Konzentration quantifiziert wurden. Die Fehlerbalken stellen die
Standardabweichung dar. Fir die statistische Auswertung wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse
mit Tukey post-hoc Test verwendet; n.s. nicht signifikant; **** p < 0.0001. (C) Zerstérung der
Mikrotubuli durch Nocodazol: Vero76-Zellen wurden mit 250 nM Nocodazol behandelt. 18 h p.t.
wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert. o-Tubulin wurde mit einem spezifischen
Primarantikorper und Fluorophor-gekoppelten Sekundarantikdrpern nachgewiesen (rot). (D)
Hemmung der Aggresombildung durch Nocodazol: Vero76-Zellen wurden mit 50 nM Bortezomib
allein oder mit 50 nM Bortezomib und 250 nM Nocodazol fiir 24 h behandelt. Um die Bortezomib-
induzierte Aggresombildung zu detektieren, wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert. Der
Aggresommarker p62 wurde mit spezifischen Antikérpern detektiert (griin). (E) Einfluss von
Nocodazol auf die NiV-IB-Bildung: Vero76-Zellen wurden mit NiV mit einer MOI von 0,05 infiziert und
250 nM Nocodazol zugegeben. 18 h p.i. wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert. a-Tubulin wurde
mit einem spezifischen Primarantikérper und Fluorophor-gekoppelten Sekundéarantikérpern
nachgewiesen (rot). Danach wurden die Zellen mit einem NiV-N/P Antiserum und Fluorophor-
gekoppelten Sekundarantikérper gefarbt, um die IBs nachzuweisen (griin). Die Zellkerne wurden mit
DAPI gegengefarbt (blau). MaRstabsbalken: 10 um. (F) Einfluss von Nocodazol auf die NiV-
Replikation: Vero76-Zellen wurden mit NiV mit einer MOI von 1 infiziert und mit 250 nM Nocodazol
behandelt. 18 h p.i. wurden die Uberstande geerntet und die Virustiter mittels TCID50-Assay
bestimmt. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar; n.s., nicht signifikant.
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2.2.6 NiV-IBs und zellulare Aggresome sequestrieren iiberexprimierte Proteine
Trotz der unterschiedlichen Markerprotein-Komposition und der Unterschiede in der
Abhdangigkeit von Mikrotubuli-abhdngigen Transportmechanismen sind sowohl IBs als auch
Aggresome grundsatzlich in der Lage, Gberexprimierte Proteine zu sequestrieren, die ansonsten
dispers im Zytosol akkumulieren wiirden. Um zu evaluieren, inwieweit sich die beiden
Kompartimente in ihrer Fahigkeit zur Protein-Sequestrierung unterscheiden, wurden drei
Uberexprimierte zytosolische Modellproteine untersucht. Verwendet wurden mCherry, von
dem bereits bekannt ist, dass es in NiV-IBs rekrutiert wird (siehe Abb. 2.3 A), sowie zwei
funktionell defekte NiV-Matrixproteine, fiir die unklar war, ob sie in IBs rekrutiert werden. Dazu
gehorte ein mCherry-NiV-M-Fusionsprotein (mCherry-NiV-M), das einen Assembly-Defekt hat,
weil es nicht mehr mit NiV-N interagieren kann. Trotzdem ist mCherry-NiV-M
transportkompetent, d.h. es durchlduft einen Kerntransit und akkumuliert an der
Plasmamembran wie das wildtypische NiV-M (Ringel et al.,, 2019). Das zweite defekte
Matrixprotein, das verwendet wurde, ist die Mutante NiV-Mywsmut, die aufgrund einer Mutation
im nukledren Lokalisationssignals im Zytosol akkumuliert. Dort kann das Protein, wenn es alleine
Uberexprimiet wird, die Bildung von Aggresomen induzieren (siehe Abb. 2.5).

mCherry, mCherry-NiV-M und NiV-Mnismut Wurden zusammen mit NiV-N und NiV-PeGFP in
Vero76-Zellen exprimiert, um die Rekrutierung in IBs zu analysieren. Darliber hinaus wurden sie
alleine in Vero76-Zellen exprimiert, die anschlieRend mit Bortezomib behandelt wurden, um die
Rekrutierung in Aggresome zu analysieren. 24 h p.t. wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert
und mittels Immunfluoreszenz analysiert. Dabei wurden die I1Bs, mCherry und mCherry-NiV-M
mittels Autofluoreszenz, NiV-Mnismut Uber ein NiV-M Antiserum und die Aggresome Uber einen
p62-spezifischen Antikorper detektiert (siehe Kapitel 4.2.3; 4.2.4; 4.4.1).

Die Immunfluoreszenzanalyse ergab, dass neben mCherry auch NiV-Mnismut in IBs sequestriert
wurde. mCherry-NiV-M dagegen kolokalisierte nicht mit den IBs, sondern akkumulierte
hauptsachlich an der Plasmamembran (Abb. 2.10 A). In den durch Bortezomib induzierten
Aggresomen war keine Akkumulation von mCherry nachzuweisen, jedoch wurden sowohl NiV-
Mnismut als auch mCherry-NiV-M in die Aggresome sequestriert (Abb. 2.10 B). Aus diesen
Untersuchungen lasst sich schlieBen, dass IBs und Aggresome Uberexprimierte zytosolische
Fremd- oder Gast-Proteine rekrutieren, es aber deutliche Unterschiede in der Spezifitat der

Protein-Sequestrierung zwischen beiden Kompartimenten gibt.
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A Protein-Sequestrierung in IBs

Abbildung 2.10: Sequestrierung iiberexprimierter Proteine in IBs und zellulire Aggresome.
Abbildung modifiziert nach Becker et al., 2022. (A) Vero76-Zellen wurden mit Plasmiden, die fir NiV-
N und NiV-PeGFP kodieren, sowie mit einem Plasmid, das entweder fiir mCherry, mCherry-NiV-M oder
NiV-Mnsmut kodiert, transfiziert. 24 h spater wurden die Zellen mit 4 % PFA fixiert und mit Triton X-
100 permeabilisiert. Die IBs wurden Uber eGFP-Autofluoreszenz detektiert (grin). mCherry und
mCherry-NiV-M wurden Uber mCherry-Autofluoreszenz nachgewiesen, wahrend NiV-Mnismut mit
einem spezifischen NiV-M Antiserum und Fluorophor-gekoppelten Sekundarantikérpern detektiert
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wurde (rot). Die Zellkerne wurden mit DAPI gegengefarbt (blau). Die umrahmten Bereiche sind in einer
hoheren VergroRerung dargestellt. (B) Vero76-Zellen wurden mit Plasmiden, die fir mCherry,
mCherry-NiV-M oder NiV-Mnismut kodieren, transfiziert. 4 h p.t. wurden die Zellen mit 50 nM
Bortezomib behandelt, um die Bildung von Aggresomen zu induzieren. 24 h nach der Transfektion
wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert. Aggresomales p62 wurden (ber einen spezifischen
Primarantikorper und Fluorophor-gekoppelte Sekundarantikorper gefarbt (griin). mCherry, mCherry-
NiV-M und NiV-Mnismut wurden wie oben beschrieben nachgewiesen (rot). Die Zellkerne wurden mit
DAPI gegengefarbt (blau). Die umrahmten Bereiche sind in einer hoheren VergréRerung dargestellt.
Malstabsbalken: 10 uM.

2.2.7 Die Protein-Sequestrierung in NiV-IBs ist HDAC6- und Mikrotubuli-unabhangig
Um zu untersuchen, ob die Sequestrierung von Gast-Proteinen in NiV-IBs von der enzymatischen
HDACG6-Funktion oder von Mikrotubuli-abhangigen aggresomalen Transportprozessen abhangig
ist, wurde analysiert, inwieweit die Inhibitoren Tubacin und Nocodazol die Rekrutierung von
mCherry und NiV-Myismut in die IBs beeinflussen. Dafiir wurden NiV-N, NiV-PeGFP und mCherry
oder NiV-Myismut in Anwesenheit von 10 uM Tubacin oder 250 nM Nocodazol koexprimiert. 24 h
p.t. wurden die Kolokalisation der Gast-Proteine mit IBs analysiert (siehe Kapitel 4.2.3; 4.2.4;
4.4.1).

Die Immunfluoreszenzanalyse zeigte deutlich, dass weder Tubacin noch Nocodazol einen
Einfluss auf die Protein-Sequestrierung in IBs hatten. In beiden Fallen wurde sowohl mCherry als

auch NiV-Mpyismut effizient in die IBs rekrutiert (Abb. 2.11).
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Abbildung 2.11: Einfluss von HDAC6- und Mikrotubuli-Inhibitoren auf die Protein-Sequestrierung in
NiV-IBs. Abbildung modifiziert nach Becker et al., 2022. Vero76-Zellen wurden mit NiV-N und NiV-
PeGFP-kodierenden Plasmiden zusammen mit mCherry oder NiV-Mnismut-kodierenden Plasmiden
transfiziert. 4 h p.t. wurde den Zellen 10 uM Tubacin (A) oder 250 nM Nocodazol (B) zugegeben. 24 h
nach der Transfektion wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert. Die IBs wurden Uber eGFP-
Autofluoreszenz detektiert (griin). mCherry wurde ebenfalls iber Autofluoreszenz detektiert und NiV-
Mnismut  wurde mit  einem spezifischen NiV-M Antiserum und Fluorophor-gekoppelten
Sekundarantikorpern detektiert (rot). Die Zellkerne wurden mit DAPI gegengefarbt (blau). Die
umrahmten Bereiche sind in einer hoheren VergréRerung dargestellt. MaRstabsbalken: 10 um.

Insgesamt |dsst sich aus den Versuchen zu den Aggresom-ahnlichen Eigenschaften von NiV-IBs
schliefSen, dass die NiV-IBs wie zellulare Aggresome in der Lage sind, nicht-virale Gast-Proteine
zu sequestrieren und auch Komponenten beinhalten, die an den aggresomalen
Transportprozessen beteiligt sind (HDAC6, BAG3, Hsp70). Allerdings scheinen die kanonischen
aggresomalen Transportwege weder bei der Bildung von IBs, der viralen Replikation, noch bei

der Sequestrierung von Gast-Proteinen in IBs eine Rolle zu spielen.
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2.3 Rolle der NiV-IBs beim Interferon-Antagonismus

Fiir NiV-P, eines der beiden viralen Proteine, die das Grundgeriist von NiV-IBs darstellen, ist
beschrieben, dass es mit Proteinen der angeborenen Immunantwort interagieren kann. Durch
die Bindung an STAT1 und STAT2 wirkt NiV-P, wenn man es allein exprimiert, als IFN-Antagonist,
genau wie die im P-Gen kodierten akzessorischen Proteine NiV-V und -W, die die gleichen STAT-
Bindungsstellen besitzen (Keiffer et al., 2020; Shaw et al., 2004). Bislang ist aber unklar, ob NiV-P
in einer Infektion, d.h. in Anwesenheit seines Hauptbindungspartners NiV-N, tatsachlich eine
IFN-antagonistische Funktion ausiibt und wenn ja, wo der P-vermittelte Block der STAT-Proteine
stattfindet. Dies konnte entweder frei verteilt im Zytosol sein, so wie es flir NiV-V gezeigt ist
(siehe Kapitel 1.3.3) und in den bisherigen Modellen impliziert wird (Ciancanelli et al., 2009;
Eaton et al., 2006; Pelissier et al., 2019; Seto et al., 2010), oder aber in IBs, wo der groRte Anteil
des NiV-P wahrend der Infektion akkumuliert. Um dieser Frage nachzugehen, sollte untersucht
werden, ob NiV-P in Anwesenheit von NiV-N Uberhaupt mit STAT-Proteinen interagiert und
welchen Einfluss die Kompartimentierung des NiV-P in IBs auf die IFN-antagonistische Funktion

hat.

2.3.1 NiV-IBs sequestrieren STAT-Proteine

Zunachst sollte untersucht werden, ob NiV-P mit STAT1 und STAT2 interagiert, wenn es
zusammen mit NiV-N exprimiert ist, und ob die P-Akkumulation in IBs wahrend der Infektionen
einen Einfluss auf die STAT-Lokalisation hat. Es ware moglich, dass NiV-P durch die
Kompartimentierung in IBs und die daraus resultierende raumliche Trennung gar nicht mit den
homogen verteilten zytosolischen STAT-Proteinen interagieren kann. Alternativ kénnte die
Interaktion, wenn diese noch moglich ist, eine STAT-Rekrutierung in die IBs induzieren. Um dies
zu kldren, wurden A549-Zellen mit NiV mit einer MOl von 10 infiziert und 24 h p.i. oder 48 h p.i.
fixiert und permeabilisiert (siehe Kapitel 4.3.1). Anschliefend wurden STAT1 und STAT2 mit
spezifischen Antikdrpern detektiert und die viralen IBs tiber ein polyklonales NiV-N/P Antiserum
visualisiert (siehe Kapitel 4.4.1).

Wie erwartet bildeten sich nach der Infektion Synzytien, die mit zunehmender Infektionszeit
groRer wurden. Zu beiden Zeitpunkten (24 und 48 h p.i.) fanden sich in den Synzytien zahlreiche
meist perinukledr gelegene IBs, die eindeutig mit STAT1 und mit STAT2 kolokalisierten (Abb.
2.12). Die starke Akkumulation beider STAT-Proteine in den IBs weist darauf hin, dass STAT1 und

STAT2 spezifisch in die IBs rekrutiert wurden.
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Abbildung 2.12: Intrazelluladre Lokalisation von STAT1 und STAT2 in NiV-infizierten Zellen. Abbildung
modifiziert nach Becker & Maisner, 2023. A549-Zellen wurden mit NiV mit einer MOI von 10 infiziert.
24 h p.i. (A) oder 48 h p.i. (B) wurden die Zellen fir 10 min mit PFA fixiert und mit Triton X-100
permeabilisiert. STAT1 oder STAT2 wurden mit spezifischen Primarantikérpern und Fluorophor-
gekoppelten Sekundarantikorpern detektiert (rot). AnschlieBend wurden die Zellen fiir 48 h mit PFA
fixiert und aus dem BSL4-Labor ausgeschleust. Danach wurden die Zellen mit einem NiV-N/P
Antiserum und Fluorophor-gekoppeltem Sekundarantikorper gefarbt, um die IBs nachzuweisen
(grin). Die Zellkerne wurden mit DAPI gegengefarbt (blau). Die Einzelkanédle der gefarbten Proteine
sind in Graustufen zusammen mit dem kolorierten Mehrkanalbild (merge) gezeigt. Die umrahmten
Bereiche sind zusatzlich in einer hoheren VergréRerung dargestellt. Mal3stabsbalken: 10 um.
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2.3.2 NiV-N/P sind ausreichend fiir die STAT-Sequestrierung in NiV-1Bs

In NiV-infizierten Zellen sind die akzessorischen Proteine NiV-V und -W vorhanden, welche die
gleiche STAT1- und STAT2-Bindungsstelle wie NiV-P beinhalten (Ciancanelli et al., 2009; Jensen
et al., 2020; Keiffer et al., 2020; Rodriguez et al., 2004). Um auszuschlieRen, dass diese Proteine,
oder irgendwelche anderen virale Faktoren, eine Rolle bei der STAT-Rekrutierung in NiV-IBs
spielen, wurde die STAT-Lokalisation in transfizierten Zellen untersucht, die nur NiV-N und -P
koexprimieren. Dazu wurden A549-Zellen mit Plasmiden transfiziert, die fiir NiV-N und NiV-
PeGFP kodieren (siehe Kapitel 4.2.3) und 24 h p.t. die STAT1 und STAT2-Verteilung mittels
Immunfluoreszenzanalyse analysiert (siehe Kapitel 4.4.1).

Wie in NiV-infizierten Zellen, war auch im Transfektionssystem, d.h. in Abwesenheit viraler
Replikation und akzessorischer NiV-Proteine, eine klare Kolokalisation von STAT1 und STAT2 mit
den IBs zu erkennen. Da kaum noch diffuses STAT-Signal im Zytosol transfizierter Zellen zu
detektieren war, scheint das gesamte zelluldre STAT in den IBs zu akkumulieren (Abb. 2.13). Die
beiden NiV-Nukleokapsidproteine sind also ausreichend, um die STAT-Rekrutierung in die IBs zu
vermitteln. Da NiV-P Bindungsstellen fiir STAT1 und STAT2 enthalt, ist davon auszugehen, dass
die STAT-Proteine Uber eine direkte Interaktion mit NiV-P in die IBs rekrutiert werden, was in

Kapitel 2.3.5 bestatigt werden konnte.

Abbildung 2.13: Intrazelluldre Lokalisation von STAT1 und STAT2 in NiV-N/P-koexprimierenden
Zellen. Abbildung modifiziert nach Becker & Maisner, 2023. A549-Zellen wurden mit NiV-N und NiV-
PeGFP-kodierenden Plasmiden transfiziert. 24 h p.t. wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert. Die
IBs wurden Uber eGFP-Autofluoreszenz detektiert (griin). STAT1 oder STAT2 wurden mit spezifischen
Primarantikdrpern und Fluorophor-gekoppelten Sekundarantikorpern detektiert (rot). Die Zellkerne
wurden mit DAPI gegengefarbt (blau). Die Einzelkanale der gefarbten Proteine sind in Graustufen
zusammen mit dem kolorierten Mehrkanalbild (merge) gezeigt. Die umrahmten Bereiche sind
zusatzlich in einer héheren VergroRerung dargestellt. MaRstabsbalken: 10 um.
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2.3.3 Die STAT-Rekrutierung in IBs blockt die IFN-induzierte nukledre STAT-
Akkumulation

Als nachstes sollte untersucht werden, ob die STAT-Rekrutierung in NiV-IBs auch funktionelle
Konsequenzen fiir die STAT-abhangige Signalweiterleitung hat. Wie in der Einleitung ausfihrlich
beschrieben (siehe Kapitel 1.3.2), kommt es, wenn IFNs an ihre Rezeptoren auf der
Zelloberflache binden, zur Rekrutierung der im Zytosol frei verteilten STAT-Proteine an die IFN-
Rezeptoren, gefolgt von einer Phosphorylierung der STAT-Proteine durch intrazelluldre
Rezeptor-assoziierte Januskinasen. Die phosphorylierten STATs dimerisieren und translozieren
in den Zellkern, wo sie als Transkriptionsfaktoren die Expression von antiviralen ISGs stimulieren
(siehe Abb. 1.7). Um zu analysieren, ob die Rekrutierung von STAT-Proteinen in die IBs die IFN-
Signalweiterleitung blockiert, wurde getestet, ob die IFN-induzierte nukledre Translokation der
STAT-Proteine in Anwesenheit von IBs inhibiert ist. Dafir wurden A549-Zellen mit NiV-N und
NiV-PeGFP transfiziert und 22 h p.t. fir 40 min mit IFN-B behandelt (siehe Kapitel 4.2.3; 4.2.4).
AnschlieBend wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert und die IBs sowie die intrazellulare
STAT-Lokalisation mittels Immunfluoreszenz analysiert, wie zuvor beschrieben (siehe Kapitel
2.3.2).

Wie erwartet, induzierte die IFN-Stimulation die Akkumulation von STAT1 und STAT2 im Zellkern
nicht-transfizierter Zellen (nicht markierte Zellkerne in Abb. 2.14 A). Das beweist, dass es durch
die IFN-Zugabe zu einer erfolgreichen STAT-Phosphorylierung und Aktivierung der Signalkaskade
in Zellen ohne IBs kam. In transfizierten Zellen mit IBs war dagegen kein STAT1 und STAT2 im
Zellkern zu finden, stattdessen akkumulierten die STAT-Proteine weiterhin in den zytosolischen
IBs (umrandete Zellkerne und vergréBerte Ausschnitte in Abb. 2.14 A). Die Quantifizierung der
gesamten zelluldren und nukledren STAT-Signalintensitat in Zellen mit und ohne IBs ergab eine
drastische Reduktion von nukledrem STAT in Anwesenheit von IBs (Abb. 2.14 B). NiV-IBs
verhindern also die nukledre Translokation von STAT1 und STAT2 nach IFN-Zugabe und greifen

somit funktionell in die IFN-Signalweiterleitung ein.
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Abbildung 2.14: Einfluss von NiV-IBs auf die nukledare STAT-Translokation nach IFN-Zugabe.
Abbildung modifiziert nach Becker & Maisner, 2023. (A) A549-Zellen wurden mit NiV-N und NiV-
PeGFP-kodierenden Plasmiden transfiziert. 22 h p.t. wurden die Zellen fir 40 min mit 1000 U/ml
rekombinantem IFN-B behandelt. AnschlieBend wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert. Die IBs
wurden Uber eGFP-Autofluoreszenz detektiert (griin) und STAT1 oder STAT2 mit spezifischen
Primarantikdrpern und Fluorophor-gekoppelten Sekundarantikorpern (rot). Die Zellkerne wurden mit
DAPI gegengefarbt (blau). Die Einzelkanéle der gefarbten Proteine sind in Graustufen zusammen mit
dem kolorierten Mehrkanalbild (merge) gezeigt. Die umrahmten Bereiche sind zuséatzlich in einer
hoheren VergroRerung dargestellt. MalRstabsbalken: 10 um. (B) Um die relative STAT-Signalintensitat
in den Zellkernen zu quantifizieren, wurde sowohl die gesamte zellulare Fluoreszenz, als auch das
nukledre Fluoreszenzsignal in Zellen mit (+ IBs) und ohne IBs (@ IBs) bestimmt. Fiir STAT1 und STAT2
wurden dabei jeweils tGiber 300 Zellen ausgewertet und das nukledre Fluoreszenzsignal im Verhaltnis
zum gesamten zelluldren Fluoreszenzsignal dargestellt. Fehlerindikatoren zeigen die
Standardabweichung; ****, p < 0.0001.
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2.3.4 NiV-IBs inhibieren die STAT-Phosphorylierung

Es gibt zwei mogliche Erklarungen fiir die Beobachtung, dass in Anwesenheit von NiV-IBs nach
IFN-Stimulation kein nukledres STAT1/STAT2 zu detektieren ist. Einerseits kdnnten dem
zytoplasmatischen STAT-Pool alle STAT-Proteine durch die Sequestrierung in die IBs entzogen
werden. Da in diesem Fall kein STAT mehr verfligbar ist, kann nach einer IFN-Stimulation keine
STAT-Phosphorylierung an den IFN-Rezeptoren stattfinden und kein phosphoryliertes STAT
(pSTAT) gebildet und in den Kern transportiert werden. Alternativ kdnnte ausreichend frei
verfligbares STAT im Zytosol vorliegen und nach IFN-Stimulation phosphoryliert werden. Dieses
gelangt aber nach der Phosphorylierung nicht in den Zellkern und wird stattdessen in die IBs
sequestriert. Um zwischen diesen Moglichkeiten zu differenzieren, wurde die pSTAT-
Lokalisation in transfizierten Zellen nach IFN-Zugabe untersucht. Daflir wurden A549-Zellen wie
zuvor beschrieben mit NiV-N und -PeGFP transfiziert und vor der Fixierung mit IFN-3 behandelt
(siehe Kapitel 2.3.3). Nach der Fixierung wurden die Zellen permeabilisiert und pSTAT1 und
pSTAT2 mit spezifischen monoklonalen Antikdrpern detektiert und die IBs Uber die eGFP-
Autofluoreszenz visualisiert (siehe Kapitel 4.4.1).

In den nicht-transfizierten Zellen konnten pSTAT1 und pSTAT2 in den Zellkernen detektiert
werden, was zeigt, dass die IFN-Zugabe zur Phosphorylierung, Aktivierung und nukledren
Translokation beider STAT-Proteine gefiihrt hat (nicht markierte Zellkerne in Abb. 2.15 A). In
Zellen mit IBs war dagegen kein pSTAT1- oder pSTAT2-Signal zu detektieren (umrandete und
vergroBerte Zellkerne in Abb. 2.15 A). In Anwesenheit von IBs war also die STAT-
Phosphorylierung inhibiert. Die Quantifizierung der mittleren nuklearen STAT-Signalintensitat
bestatigte diese Beobachtung und belegte, dass die pSTAT-Signalintensitat in den Zellkernen von
Zellen mit IBs signifikant reduziert war (Abb. 2.15 B).

Der Vergleich von Zellen mit unterschiedlich grofRen IBs ergab, dass die Hemmung der STAT-
Phosphorylierung stark von der GréRe der IBs und damit von der Menge an exprimiertem NiV-
N und NiV-PeGFP abhangig war. In Zellen mit grofRen IBs war kein pSTAT zu detektieren, wahrend
in Zellen mit kleinen I1Bs noch pSTAT zu finden war (Abb. 2.15 C). Kleine IBs scheinen demnach
nicht auszureichen, um dem zytoplasmatischen Pool die STAT-Proteine vollstandig zu entziehen,
sodass nach IFN-Stimulation noch pSTAT gebildet werden konnte. Das gebildete pSTAT war in
Zellen mit kleinen IBs sowohl im Zellkern als auch in den kleinen IBs zu finden, was zeigt, dass
NiV-IBs grundsatzlich auch in der Lage sind, phosphoryliertes STAT zu sequestrieren (Abb.
2.15 C). Dazu kommt es aber nur, wenn nicht schon vor der IFN-Stimulation die STAT-Proteine
dem freien STAT-Pool im Zytosol durch Sequestrierung in IBs vollstdandig entzogen werden, d.h.

nur in Zellen, in denen wenig NiV-P und -N und kleine IBs vorhanden sind.
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Abbildung 2.15: pSTAT-Bildung und nukledre Translokation nach IFN-Zugabe in Zellen mit NiV-IBs.
Teile A und B der Abbildung modifiziert nach Becker & Maisner, 2023. (A) A549-Zellen wurden mit
NiV-N und NiV-PeGFP-kodierenden Plasmiden transfiziert. 22 h p.t. wurden die Zellen fir 40 min mit
1000 U/ml rekombinantem IFN-B behandelt. AnschlieBend wurden die Zellen fixiert und
permeabilisiert. Die IBs wurden tiber eGFP-Autofluoreszenz detektiert (griin) und pSTAT1 oder pSTAT2
mit spezifischen Primarantikérpern und Fluorophor-gekoppelten Sekundarantikérpern nachgewiesen
(rot). Die Zellkerne wurden mit DAPI gegengefarbt (blau). Die Einzelkanéale der gefarbten Proteine sind
in Graustufen zusammen mit dem kolorierten Mehrkanalbild (merge) gezeigt. Die umrahmten
Bereiche sind zuséatzlich in einer hoheren VergréRBerung dargestellt. MaRstabsbalken: 10 um. (B) Um
die pSTAT-Signalintensitdt in den Zellkernen zu quantifizieren wurde das mittlere nukleare
Fluoreszenzsignal in Zellen mit (+IBs) und ohne IBs (@ IBs) bestimmt. Fiir pSTAT1 und pSTAT2 wurden
jeweils ca. 150 Zellen ausgewertet. Fehlerindikatoren zeigen die Standardabweichung; ***, p < 0.001;
*¥*** p < 0.0001. (C) Vergleich der pSTAT2-Expression und Lokalisation in zwei Zellen die sehr
unterschiedliche N/P-Mengen exprimieren und entsprechend IBs sehr unterschiedlicher GroRe
beinhalten. Der Versuch wurde analog zu (A) durchgefiihrt. MaRstabsbalken: 10 um.
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2.3.5 Die STAT-Sequestrierung in NiV-IBs ist P-abhangig

NiV-IBs sind also in der Lage tber die Sequestrierung von STAT/pSTAT-Proteinen die IFN-
Signalweiterleitung funktionell zu inhibieren. Die NiV-IBs enthalten dabei immer sowohl NiV-P
als auch NiV-N, da beide Proteine essentiell fiir die virale IB-Bildung sind. Im Gegensatz zu NiV-P
ist NiV-N nicht in der Lage mit STAT-Proteinen zu interagieren, es gibt allerdings indirekte
Hinweise darauf, dass auch NiV-N eine IFN-antagonistische Funktion hat (Sugai et al., 2017).
Daher sollte getestet werden, ob NiV-P alleine fiir die STAT-Sequestrierung und die IFN-
antagonistische Funktion der IBs verantwortlich ist oder ob hierbei auch NiV-N eine funktionelle
Rolle spielt. Um zu untersuchen, ob die STAT-Sequestrierung in IBs durch die direkte Bindung an
NiV-P vermittelt wird, wurde die STAT1-bindungsdefekte Mutante NiV-Pgsi2se durch gezielte
Mutagenese des P-Gens erzeugt (siehe Kapitel 4.5.1). Die Punktmutation G125E in der STAT1-
Bindedomadne blockiert die Interaktion beider Proteine und verhindert dadurch die STAT1-
abhangige IFN-antagonistische Funktion von NiV-P (Ciancanelli et al., 2009). Um zu testen, ob
das in dieser Abreit generierte NiV-Pg1zse noch in der Lage ist, STAT1 in IBs zu rekrutieren und
die Bildung von pSTAT1 nach IFN-Stimulation zu verhindern, wurden A549-Zellen mit NiV-N und
NiV-P oder NiV-Pg12se transfiziert und unbehandelt belassen (Abb. 2.16 A), oder vor der Fixation
fir 40 min mit IFN-B stimuliert (Abb. 2.16 B, C). Die IBs wurden mit einem NiV-N/P Antiserum
und Fluorophor-gekoppelten Sekundarantikdrpern detektiert. STAT1 und pSTAT1 wurden (ber
spezifische Primarantikdrper und entsprechende Sekundarantikorper detektiert (siehe Kapitel
4.4.1).

Wie erwartet und zuvor bereits gezeigt (siehe Kapitel 2.3.2), wurde STAT1 massiv in IBs
sequestriert, wenn diese wildtypisches NiV-P enthielten. Dies war jedoch nicht der Fall, wenn
die IBs die Mutante NiV-Pgi,se enthielten (Abb. 2.16 A). Die STAT1-Sequestrierung in die IBs ist
also abhangig von der Interaktion mit NiV-P. Passend zu der Beobachtung, dass Pgi2se nicht mehr
in der Lage war STATL1 in IBs zu sequestrieren, wurde auch die STAT1-Phosphorylierung nicht
mehr verhindert. Im Gegensatz zu Zellen, die IBs mit wildtypischem NiV-P enthielten und kein
nukledres STAT-Signal zeigten, war in Zellen mit NiV-Pgi2se nach IFN-Zugabe eine deutliche
Kernlokalisation von pSTAT1 zu detektieren (Abb. 2.16 B). Eine Quantifizierung des nukledren
pSTAT1-Signals bestatigte, dass wildtypisches NiV-P in NiV-IBs in der Lage war, die STAT1-
Phosphorylierung zu inhibieren, diese Fahigkeit jedoch durch die Mutation in der STAT1-
Bindedomane im NiV-P vollstdndig aufgehoben wurde (Abb. 2.16 C). Die STAT1-Rekrutierung in
IBs und die damit verbundene Inhibition der Phosphorylierung und nuklearen Translokation ist

somit, wie anfanglich vermutet, vollstandig von der P-vermittelten Bindung an STAT1 abhangig.
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Abbildung 2.16: Einfluss einer Punktmutation in der STAT1-Bindungsdomane von NiV-P auf die
STAT1-Sequestrierung in IBs und die nukledre pSTAT1-Translokation nach IFN-Zugabe. Teile B und C
der Abbildung modifiziert nach Becker & Maisner, 2023. (A) A549-Zellen wurden mit NiV-N und NiV-P
oder STAT1-bindungsdefektem NiV-Ps12se-kodierenden Plasmiden transfiziert. 24 h p.t. wurden die
Zellen fixiert und permeabilisiert. Die IBs wurden mit einem NiV-N/P Antiserum und Fluorophor-
gekoppeltem Sekundéarantikérper detektiert (grin). STAT1 wurde mit einem spezifischen
Primarantikorper und Fluorophor-gekoppelten Sekundarantikérpern detektiert (rot). Die Zellkerne
wurden mit DAPI gegengefarbt (blau). Die Einzelkanale der gefarbten Proteine sind in Graustufen
zusammen mit dem kolorierten Mehrkanalbild (merge) gezeigt. (B) A549-Zellen wurden mit NiV-N und
NiV-P oder NiV-Ps12se-kodierenden Plasmiden transfiziert. 22 h p.t. wurden die Zellen fiir 40 min mit
1000 U/ml rekombinantem IFN-B behandelt. AnschlieBend wurden die Zellen fixiert und
permeabilisiert. Die IBs wurden mit einem NiV-N/P Antiserum und Fluorophor-gekoppeltem
Sekundarantikorper detektiert (grin) und pSTAT1 mit einem spezifischen Priméarantikérper und
Fluorophor-gekoppelten Sekundarantikorpern (rot). Die Zellkerne wurden mit DAPI gegengefarbt
(blau). Die gestrichelte Linie markiert die Zellgrenzen der transfizierten Zellen. MaRstabsbalken:
10 um. (C) Um die pSTAT1-Signalintensitat in den Zellkernen zu quantifizieren wurde das mittlere
nukledre Fluoreszenzsignal in Zellen ohne IBs (@ IBs) und mit IBs mit Wildtyp P (N+P) oder mit IBs mit
der STAT1-bindungsdefekten Mutante Peiase (N+Pci2se) ermittelt (insgesamt > 800 Zellen).
Fehlerindikatoren zeigen die Standardabweichung; ns, nicht signifikant; ****, p < 0.0001.

57



Ergebnisse

2.3.6 NiV induziert eine Hochregulation von IFNs und ISGs

Um zu evaluieren, inwiefern die STAT1/2-Sequestrierung in IBs die IFN-induzierte antivirale
Immunantwort im viralen Kontext beeinflussen kéonnte, wurde zunachst die IFN- und ISG-
Expression in NiV-infizierten Zellkulturen analysiert. Wie in der Einleitung beschrieben, wird bei
Paramyxovirus-Infektionen die IFN-Induktion primér Giber RIG-1 und TLR3 vermittelt (Pisanelli et
al., 2022). Diese aktivieren anschliefend die latenten zytoplasmatischen Transkriptionsfaktoren
IRF3 und NF-kB, welche in den Kern translozieren und dort die IFN-Expression induzieren (siehe
Kapitel 1.3.2). Es sollte nun untersucht werden, inwieweit diese Signalwege in NiV-infizierten
A549-Zellklulturen aktiviert werden. Dazu wurden die Zellen mit NiV mit einer MOI von 10
infiziert und 24 h p.t. fixiert und permeabilisiert (siehe Kapitel 4.3.1). AnschlieBend wurde die
intrazelluldare Lokalisation von IRF3 und NF-kB (iber spezifische Antikorper und die infizierten
Zellen Uber ein polyklonales NiV-N/P Antiserum nachgewiesen (siehe Kapitel 4.4.1).

Wie erwartet, waren sowohl IRF3 als auch NF-kB in nicht-infizierten und damit auch nicht
aktivierten Zellen diffus zytoplasmatisch verteilt. In NiV-infizierten Zellen war dagegen eine klare
nukledre Akkumulation zu detektieren (Abb. 2.17 A). Die A549-Zellen sind also in der Lage die
virale Infektion zu erkennen und die Signalkaskade zur Produktion von IFNs zu aktivieren (siehe
Abb. 1.7).

Um zu untersuchen, ob die Aktivierung der IRF3- und der NF-kB-Signalkaskade zur Expression
von IFNs und zur Hochregulierung der nachgeschalteten ISGs fiihrt, wurde eine gPCR-Analyse
durchgefihrt. Dafiir wurden A549-Zellen mit NiV infiziert und die zellulare mRNA aus den
infizierten Zellkulturen isoliert. Nach reverser Transkription durch oligo(dT)-Primer (cDNA-
Synthese) wurde die Hochregulation von IFN-B, IFN-A2,3, PKR, OAS, I1SG56 und MxA mit Hilfe
spezifischer Primer in der gPCR analysiert (siehe Kapitel 4.5.6).

Durch die NiV-Infektion wurde IFN-B und IFN-A induziert, wobei die Hochregulation von IFN-A
deutlich starker ausfiel (Abb. 2.17 B), was zu vorherigen Beobachtungen aus primaren
Zellkulturen passt (Elvert et al., 2020; Sauerhering et al., 2017). Die Expression der IFNs flhrte
auch zu einer nachgeschalteten antiviralen Antwort. Diese war an einer messbaren Expression
von ISGs in der infizierten Zellkultur zu erkennen, gezeigt an der Hochregulation von PKR, OAS,
ISG56 und MxA (Abb. 2.17 B). A549-Zellkulturen sind also grundsatzlich in der Lage, auf eine

NiV-Infektion durch die Produktion von IFNs und die Expression antiviraler ISGs zu reagieren.
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Abbildung 2.17: IFN- und ISG-Expression in NiV-infizierten Zellkulturen. Abbildung modifiziert nach
Becker & Maisner, 2023. (A) A549-Zellen wurden mit NiV mit einer MOI von 10 infiziert. 24 h p.i.
wurden die Zellen fir 10 min mit PFA fixiert und mit Triton X-100 permeabilisiert. IRF3 oder NF-kB
wurden mit spezifischen Primarantikdrpern und Fluorophor-gekoppelten Sekundarantikorpern
detektiert (rot). AnschlieBend wurden die Zellen fir 48 h mit PFA fixiert und aus dem BSL4-Labor
ausgeschleust. Danach wurden die Zellen mit einem NiV-N/P Antiserum und Fluorophor-gekoppeltem
Sekundarantikorper gefarbt, um die infizierten Zellen nachzuweisen (griin). Die Zellkerne wurden mit
DAPI gegengefarbt (blau). Die Einzelkanéle der gefarbten Proteine sind in Graustufen zusammen mit
dem kolorierten Mehrkanalbild (merge) gezeigt. MaRstabsbalken: 10 um. (B) A549-Zellen wurden mit
NiV mit einer MOI von 10 infiziert. 24 h p.i. wurden die Zellen geerntet, die RNA isoliert und mit
oligo(dT)-Primern revers transkribiert. Die cDNA wurden dann mittels qPCR mit spezifischen Primer
flir humanes IFN-B, IFN-A2,3, PKR, OAS, ISG56, MxA analysiert. Die Hochregulation der IFNs und I1SGs
ist als x-fache Erhéhung Giber Mock (2722%) dargestellt. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung
von drei wissenschaftlichen Replikaten.
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2.3.7 NiV blockt die autokrine IFN-Signalweiterleitung in infizierten Zellen

In NiV-infizierten Zellkulturen kommt es insgesamt zur effizienten Hochregulation von IFN-
abhangigen antiviralen I1SGs. Da infizierte Zellen STAT-Proteine in IBs sequestrieren, sollte die
IFN-vermittelte STAT-abhdngige Signalweiterleitung hier inhibiert sein. Man muss also
vermuten, dass die von den infizierten Zellen produzierten IFNs sezerniert werden und nur in
benachbarten nicht-infizierten Zellen die STAT-abhangige Expression von ISGs induzieren
(parakrine Signalgebung), wahrend dies in den infizierten Zellen durch die STAT-Sequestrierung
in IBs nicht moglich ist (keine autokrine Signalgebung).

Um zu untersuchen, inwieweit die parakrine und autokrine Signalweiterleitung in infizierten
Zellkulturen stattfindet, wurde die Bildung und nukledre Akkumulation von phosphoryliertem
STAT als Indikator fiir die Aktivierung einer IFN-abhangigen Signalkaskade analysiert. Daflir
wurden A549-Zellen mit NiV mit einer MOI von 10 infiziert und 24 h p.i. fixiert (siehe Kapitel
4.3.1). Anschliefend wurden die Zellen permeabilisiert und pSTAT1 oder pSTAT2 in infizierten
und nicht-infizierten Zellen der Zellkultur mittels Immunfluoreszenz nachgewiesen (siehe Kapitel
4.4.1).

In allen nicht-infizierten Zellen wurden sowohl pSTAT1 als auch pSTAT2 gebildet und
akkumulierten im Zellkern, wahrend in den infizierten Zellen kein pSTAT-Signal zu detektieren
war (Abb. 2.18 A, C). IFNs, die von infizierten Zellen sezerniert wurden, waren offensichtlich in
der Lage in nicht-infizierten Nachbarzellen, also parakrin, eine STAT-Aktivierung zu vermitteln,
wahrend die autokrine Signalgebung in den infizierten Zellen blockiert war. Selbst wenn noch
zusatzlich exogenes IFN auf die Zellkultur gegeben wurde, war keine STAT1- oder STAT2-
Phosphorylierung in infizierten Zellen nachweisbar (Abb. 2.18 B, D). Dies verdeutlicht, dass die
autokrine IFN-Signalgebung in infizierten Zellen vollstandig inhibiert ist. Die Sequestrierung von
STAT1 und STAT2 in NiV-IBs scheint also auch in der Infektion funktionell die IFN-induzierte
Immunantwort zu inhibieren. Das unterstiitzt die Anfangsvermutung, dass die beobachtete I1SG-
Expression in NiV-infizierten Zellkulturen auf parakrine Effekte in benachbarten nicht-infizierten

Zellen zuriuckzufiihren ist.
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Abbildung 2.18: pSTAT-Bildung in NiV-infizierten und benachbarten uninfizierten Zellen. Abbildung
modifiziert nach Becker & Maisner, 2023. (A, C) A549-Zellen wurden mit NiV mit einer MOI von 10
infiziert. 24 h p.i. wurden die Zellen fiir 10 min mit PFA fixiert und mit Methanol bei -20°C
permeabilisiert. pSTAT1 und pSTAT2 wurden mit spezifischen Priméarantikérpern und Fluorophor-
gekoppelten Sekundarantikorpern detektiert (rot). AnschlieBend wurden die Zellen fiir 48 h mit PFA
fixiert und aus dem BSL4-Labor ausgeschleust. Danach wurden infizierte Zellen mit einem NiV-N/P
Antiserum und Fluorophor-gekoppeltem Sekundarantikorper detektiert (griin) und die Zellkerne mit
DAPI gegengefarbt (blau). Die Einzelkanile der gefarbten Proteine sind in Graustufen zusammen mit
dem kolorierten Mehrkanalbild (merge) gezeigt. Die gestrichelten Linien markieren die Zellkerne der
infizierten Synzytien. Der umrahmte Bereich ist zusatzlich in einer hoheren VergrofRerung dargestellt.
(B, D) A549-Zellen wurden mit NiV mit einer MOI von 10 infiziert. 24 h p.i. wurden die Zellen fir 40
min mit 1000 U/ml rekombinantem IFN-B behandelt und anschlieRend fixiert. Die Farbung wurde
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3 Diskussion

3.1 Protein-Sequestrierung in NiV-IBs

3.1.1 Gemeinsamkeiten und Unterschiede von NiV-IBs und zelluldren Aggresomen

Fiir einige Viren der Ordnung Mononegavirales ist beschrieben, dass ihre von den viralen
Nukleokapsidproteinen gebildeten IBs diverse nicht-virale Proteine enthalten konnen (Nevers et
al.,  2020). Die Rolle  dieser IB-assoziierten  Gast-Proteine  sowie  deren
Rekrutierungsmechanismen sind jedoch meist unbekannt und vermutlich spezifisch fiir die
jeweiligen Proteine und Viren. Auch NiV-IBs enthalten Wirtszellproteine und in dieser Arbeit
konnte erstmalig gezeigt werden, dass NiV-IBs neben zellularem y-Tubulin auch HDAC6, Hsp70
und BAG3 enthalten (siehe Abb. 2.7). Bei diesen Proteinen handelt es sich um Komponenten des
zelluldaren Aggresoms, die unter anderem in den aktiven Transport von zytosolischen Proteinen
zum Aggresom involviert sind (Gamerdinger et al., 2011; Johnston et al., 1998; Kawaguchi et al.,
2003). Zusatzlich zu diesen Gemeinsamkeiten in der Proteinzusammensetzung haben NiV-IBs
und Aggresome auch eine dhnliche Lokalisation im perinuklearen Bereich und kénnen teilweise
die gleichen zytosolischen Proteine sequestrieren (siehe Abb. 2.10). Obwohl die strukturellen
Gemeinsamkeiten zwischen NiV-IBs und zelluldren Aggresomen funktionelle Zusammenhange
vermuten lassen, unterscheiden sich beide Strukturen in wichtigen Eigenschaften. So hatte die
Inhibition der Tubulin-Polymerisation und die damit verbundene Beeintrachtigung des
Mikrotubuli-Netzwerkes, das eine essentielle Komponente des aggresomalen Transportweges
darstellt, keinen Einfluss auf die Bildung von NiV-IBs (siehe Abb. 2.9). Die kanonischen
aggresomalen Transportwege scheinen also an diesem Prozess nicht beteiligt zu sein. Passend
dazu wurden in den IBs weder poly-ubiquitinierte Proteine noch die Komponenten des
Proteasom-Ubiquitin-Systems p62 und 26S nachgewiesen und es bildete sich auch kein
Vimentin-Kafig um die IBs aus (siehe Abb. 2.7). Trotz einiger gemeinsamer Komponenten
unterscheiden sich die NiV-IBs also von zelluldiren Aggresomen in ihrer
Proteinzusammensetzung. Auch biophysikalisch haben beide Kompartimente wenig
Gemeinsamkeiten. Wahrend es sich bei einem zelluldren Aggresom um ein singuldres
Proteinaggregat handelt, das sich stationdr am MTOC bildet und von Intermediarfilamenten
(Vimentin-Kafig) umgeben ist, sind die IBs multiple und mobile zytosolische Strukturen, die
Eigenschaften ,fliissiger Organellen” haben (Johnston et al.,, 1998) (siehe Abb. 2.2). Die
Unterschiede beider Kompartimente zeigten sich auch deutlich darin, dass sich in IB-haltigen
infizierten Zellen zusatzlich Aggresome bildeten, wenn diese durch die Inhibition des
Proteasoms mittels Bortezomib artifiziell induziert wurden. Sowohl Aggresome als auch IBs

konnten sich unabhangig voneinander bilden und waren sowohl strukturell als auch durch die
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individuelle Proteinzusammensetzung deutlich zu unterscheiden. Auch die viralen
Nukleokapsidproteine, die in den IBs akkumulieren, waren zu keinem Zeitpunkt in den zelluldren
Aggresomen zu detektieren (siehe Abb. 2.6). Zusammenfassend kann man sagen, dass NiV-IBs
einige aggresomale Markerproteine enthalten, sich aber strukturell von zellularen Aggresomen

unterscheiden und keine Mikrotubuli-abhangigen Transportwege fiir die Bildung benétigen.

3.1.2 NiV-IBs iibernehmen funktionelle Eigenschaften zellularer Aggresome

Die Verschiedenheit trotz gemeinsamer zelluldrer Protein-Komponenten lasst vermuten, dass
NiV-IBs und Aggresome zwar unterschiedliche, aber moglicherweise funktionell komplementare
Kompartimente darstellen. Diese Idee wird dadurch unterstiitzt, dass in infizierten Zellen zu
keinem Zeitpunkt Aggresome gebildet wurden, obwohl es zur massiven Uberexpression
zytosolischer viraler Proteine kommt, die grundsatzlich in der Lage sind, die Bildung von
Aggresomen zu induzieren (siehe Abb. 2.5). Erst durch eine artifizielle Proteasom-Inhibition kam
es in infizierten Zellen zur Aggresombildung. Dies schien weder die IB-Bildung zu beeinflussen,
noch kam es zur Kolokalisation mit den IBs (siehe Abb. 2.6). Die Bildung von Aggresomen wird
von der NiV-Infektion also nicht grundsatzlich blockiert. Die Beobachtung, dass sich in infizierten
Zellen trotzdem keine Aggresome bildeten, konnte darauf hindeuten, dass eine
Aggresombildung nicht no6tig ist, weil der proteotoxische Stress durch die Akkumulation viraler
Nukleokapsidproteine in IBs reduziert ist. Zusatzlich zu den fiir die virale Replikation essentiellen
Nukleokapsidproteinen kénnen NiV-IBs auch Uberexprimierte Proteine aus dem Zytosol
sequestrieren, die funktionell nicht in den IBs bend6tigt werden. Beispiele dafiir sind mCherry
und die defekte Matrixprotein-Mutante NiV-Myismut (siehe Abb. 2.10). Diese Fahigkeit zur
Sequestrierung von Gast-Proteinen in IBs kdnnte dazu beitragen die zelluldre Stressantwort
weiter zu reduzieren. Obwohl auch zelluldre Aggresome diese Funktion in der Theorie
ibernehmen konnten, scheint es fir NiV von Vorteil zu sein, Gber einen alternativen, Virus-
kodierten Mechanismus zu verfligen. Dies lasst sich vermutlich dadurch erklaren, dass die
Bildung von Aggresomen die produktive Infektion behindern wiirde. Obwohl zelluldre
Aggresome proteotoxischen Stress reduzieren konnen, handelt es sich um grundsatzlich
zytotoxische Strukturen, die die Zelle langfristig schadigen. Beispiele solcher Prozesse mit
negativen Auswirkungen sind unter anderem die Sequestrierung von Ubiquitin zum Aggresom,
was zu einer Depletion des freien Ubiquitin in der Zelle fihren kann. Das Ubiquitin steht dann
fir essentielle zelluldre oder virale Funktionen nicht mehr zur Verfliigung. Dazu gehoéren
beispielsweise DNA-Reparaturmechanismen, fiir die ubiquitinierte Histonproteine wichtige
Faktoren sind. Was die NiV-Infektion angeht, so konnte diese Depletion die Ubiquitinierung des

viralen Matrixproteins beeintrachtigen, die essentiell fiir dessen Transport und ein funktionelles
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Virus-Assembly ist (Ben Yehuda et al.,, 2017; Wang et al., 2010). AuBerdem sequestrieren
Aggresome Komponenten wie Chaperone und Proteasome, was wiederum durch positive
Rickkopplung eine erhéhte Menge an fehlgefalteten Proteinen zur Folge haben kdnnte (Guo et
al., 2018). Dariliber hinaus wurde die Bildung von Aggresomen am MTOC mit der Zerstdorung des
Zentrosoms in Verbindung gebracht und durch die perinukledre Lokalisation kann es zur
Beschadigung der Kernmembran kommen, was die nukleozytoplasmatischen Transportprozesse
beeintrachtig (Igbal et al., 2020; Liu et al., 2015). Die Folgen der Aggresombildung kdonnen
entsprechend die Homoostase und Viabilitdt der Zellen stark beeintrachtigen und in extremen
Fallen sogar zur Apoptose flihren (Hut et al., 2005; Vidair et al., 1993). Die Aggresom-dhnliche
Eigenschaft von NiV-IBs, lberexprimierte Proteine zu rekrutieren, kénnte demnach einen
Mechanismus darstellen, um zytotoxische Effekte zu limitieren und so die effektive virale

Replikation und Ausbreitung zu gewahrleisten.

3.1.3 Die Bildung von NiV-IBs und die Protein-Sequestrierung sind weder HDAC6-
noch Mikrotubuli-abhédngig

Die Tatsache, dass NiV-IBs mit HDAC6, Hsp70 und BAG3 essentielle Komponenten des Tubulin-
abhangigen kanonischen aggresomalen Transportsystems beinhalten, lies vermuten, dass diese
auch im viralen Lebenszyklus eine Rolle spielen kénnten. Da jedoch weder der HDAC6-Inhibitor
(Tubacin), noch der Mikrotubuli-Inhibitor (Nocodazol) einen Einfluss auf die Bildung von IBs oder
den Transport von Proteinen zu IBs hatten, sind die aggresomalen Transportwege an diesen
Prozessen offensichtlich nicht beteiligt (siehe Abb. 2.8; 2.9). In Bezug auf die IB-Bildung ist dies
im Einklang mit dem Konzept, dass es sich bei den IBs um biomolekulare Kondensate handelt,
die durch LLPS (liquid-liquid phase separation) gebildet werden. Aufgrund der intrinsischen
biophysikalischen Eigenschaften von NiV-N und -P bilden diese eine dichtere Phase in der sie
sich praferentiell separieren, wobei die intrinsisch ungeordneten Domaianen der
Nukleokapsidproteine die treibenden Krafte der Phasentrennung und IB-Bildung sind (Das et al.,
2015; Lopez et al., 2021; Mitrea et al., 2018; Nott et al., 2015). Da NiV-N und -P alleine in der
Lage sind diesen Prozess zu induzieren, war es weniger erstaunlich, dass weder Nocodazol noch
Tubacin einen Einfluss auf die IB-Bildung hatten (siehe Abb. 2.8 D; 2.9 E). Auch hatten beide
Inhibitoren keinen signifikanten Einfluss auf die viralen Titer (siehe Abb. 2.8 E; 2.9 F). Weder
HDAC6 noch Mikrotubuli scheinen also eine essentielle Rolle bei der IB-Bildung, der NiV-
Replikation, dem Transport viraler Proteine, oder dem Assembly und Budding neuer
Viruspartikel zu spielen. Das steht im klaren Kontrast zu anderen Viren, wie beispielsweise dem
Tollwutvirus, dem Masernvirus und dem humanen Parainfluenzavirus Typ 3, bei denen das

Mikrotubuli-Netzwerk und Mikrotubuli-assoziierte Transportprozesse essentielle Funktionen
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wahrend des viralen Lebenszyklus Gibernehmen und eine Nocodazol-Behandlung sowohl die IBs,
als auch die virale Replikation beeinflussen (Nikolic et al., 2017; Zhang et al., 2017; Zhou et al.,
2019). Selbst innerhalb der Familie der Paramyxoviren scheint es hier offensichtlich groRRe
individuelle Unterschiede zu geben.

LLPS ist nicht nur ein Prozess, der die effiziente Bildung von IBs ermdglicht, sondern auch zur
Anreicherung von spezifischen zytosolischen Proteinen in biomolekularen Kondensaten
beitragen kann. Da die Inhibitoren Tubacin und Nocodazol nicht in der Lage waren die
Sequestrierung von Gast-Proteinen (z.B. mCherry) in IBs zu verhindern, handelt es sich bei der
Sequestrierung wahrscheinlich nicht um einen aktiven Transportprozess. Stattdessen kdnnten
die Gast-Proteine aufgrund ihrer intrinsischen Eigenschaften praferenziell in der dichteren Phase
lokalisieren und Uiber diesen Mechanismus in den IBs akkumulieren. Eigenschaften von
Proteinen, welche die Phasentrennung beglinstigen, sind unter anderem intrinsische
Unordnung, Multivalenz, Nukleinsdaure-Bindungsdomanen und Oligomerisierungsdomanen
(Alberti & Dormann, 2019). Wie bereits erwahnt, haben virale Nukleokapsidproteine, wie NiV-N
und -P, die benotigen Voraussetzungen, um ohne andere Komponenten die Phasentrennung zu
induzieren, sobald ihre Konzentration einen bestimmten Schwellenwert berschreitet (Banani
et al., 2017; Dolnik et al., 2021; Lopez et al., 2021). Auf diese Weise gebildete IBs konnen dann
als Grundgerist dienen und nachfolgend Gast-Proteine sequestrieren, die nicht alleine in der
Lage sind, biomolekulare Kondensate zu bilden. Dieses Konzept ist bereits fiir andere zellulare
Kondensate wie Stressgranula und P bodies beschrieben (Banani et al.,, 2017). Neben den
elektrostatischen Eigenschaften der Gast-Proteine kann auch molecular crowding zur
Proteinkondensation fiihren, was dann beglinstigt, dass Proteine in der dichteren Phase eines
bereits vorhandenen Kondensates akkumulieren (Jalihal et al., 2021; Martin et al., 2020). Unter
normalen Umstanden findet ein solches molecular crowding und eine Aggregatbildung nicht
statt, weil Makromolekile, die einen groflen Teil des Zytosols fiillen, sich aufgrund ihrer
negativen Oberflachenladung gegenseitig abstoRen. Eine Erh6hung der Proteinmenge aufgrund
einer Uberexpression kann jedoch das Gleichgewicht stéren und dazu fiihren, dass Proteine, die
eine bestimmte Konzentration iberschreiten, kondensieren (Jalihal et al., 2021; Wennerstrom
et al.,, 2020). Dass dieser Prozess auch bei der Protein-Sequestrierung in NiV-IBs eine Rolle
spielen konnte, wird durch die Tatsache unterstiitzt, dass nur die Gberexprimierten Proteine, die
tatsachlich im Zytosol akkumulieren, in die IBs rekrutiert wurden. Dazu gehorte einerseits das
transportdefekte NiV-Mnismut, das keinen nukledren Transit durchlduft, der essentiell fir den
weiteren Transport zur Plasmamembran ist, und deshalb im Zytosol akkumuliert (Wang et al.,
2010) und andererseits das l6sliche Protein mCherry, das, obwohl ein deutlicher Teil im Kern

lokalisiert ist, bei Uberexpression auch im Zytosol immer weiter akkumuliert (siehe Abb. 2.10 A).
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Im Gegensatz dazu wurde mCherry-NiV-M nicht in die IBs rekrutiert. Obwohl es ebenfalls
Uberexprimiert vorlag, kam es nicht zu einer zytosolischen Akkumulation, weil das das Protein,
genau wie das wildtypische NiV-M, an die Plasmamembran transportiert wird und dort verbleibt

(Ringel et al., 2019; Wang et al., 2010).

Zusammenfassend ldsst sich also sagen, dass, obwohl typische aggresomale Markerproteine wie
y-Tubulin, HDAC6 und BAG3 in zytosolischen IBs vorhanden sind, weder NiV-
Nukleokapsidproteine noch in IBs angereicherte Gast-Proteine HDAC6- oder Mikrotubuli-
abhangige Transportprozesse benotigen. Die Unabhangigkeit von diesen aktiven
Transportmechanismen passt zu dem Konzept, dass NiV-IBs biomolekulare Kondensate sind, die
sich durch N- und P-vermittelte LLPS bilden. Zusatzliche zelluldre Faktoren sind nicht
erforderlich. Einmal gebildet, kénnen IBs dann aufgrund ihrer biophysikalischen Eigenschaften
Gast-Proteine rekrutieren. Indem sie nicht nur die flr die Replikation erforderlichen viralen
Proteine, sondern auch nicht-funktionale, (iberexprimierte Proteine aus dem Zytosol
sequestrieren, konnen IBs moglicherweise negative Auswirkungen der Infektion auf die zellulare
Proteostase verringern. Dies konnte die zelluldre Fitness verbessern und zelluldre
Stressreaktionen verhinderen, die der viralen Replikation und dem Uberleben der infizierten

Zellen entgegenwirken wirden.
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3.2 NiV-IBs antagonisieren die IFN-induzierte Immunantwort

3.2.1 NiV-IBs blockieren die autokrine IFN-Signalweiterleitung durch die
Sequestrierung von STAT-Proteinen

Eine klassische Strategie zur Evasion der angeborenen Immunantwort von Paramyxoviren ist die
Expression von IFN-antagonistischen Proteinen. Der Antagonismus beruht dabei haufig auf
Mechanismen wie Degradation, Beeintrachtigung der Komplexbildung oder Inhibition der
Phosphorylierung von Signaltransduktions-Faktoren, sodass die nachfolgende antivirale
Genexpression verhindert wird. Wahrend die spezifischen Wirkweisen zwischen
unterschiedlichen Viren variieren, gehoren STAT1 und STAT2 aufgrund ihrer essentiellen Rolle
bei der IFN-Signalweiterleitung und ISG-Expression zu den prominentesten Zielen (Pisanelli et
al., 2022). Auch bei NiV ist die effiziente Replikation in den Wirtszellen eng mit der Fahigkeit
gekoppelt mit dem zelluldaren IFN-System zu interferieren, und fiir einige der NiV-Proteine ist
eine spezifische IFN-antagonistische Funktionen eindeutig beschrieben (Pelissier et al., 2019).
Dazu gehoren vor allem die im NiV-P-Gen kodierten akzessorischen Proteine NiV-V und NiV-W,
die an STAT1 und STAT2 binden (siehe Kapitel 1.1.5.4). Aber auch NiV-P selbst, das primar als
Chaperon des NiV-N und als Kofaktor der viralen Polymerase fungiert und damit essentiell fiir
die virale Replikation ist (Yabukarski et al., 2014), beinhaltet am N-Terminus eine STAT1- und
STAT2-Bindungsstelle und ist zumindest als individuell exprimiertes Protein in der Lage, die IFN-
Signalweiterleitung zu inhibieren (Keiffer et al., 2020; Shaw et al., 2004). Uber die funktionelle
Rolle von NiV-P im Kontext der Virusinfektionen ist diesbeziiglich jedoch wenig bekannt. Vor
Beginn dieser Arbeit war vollig unklar, inwieweit die Anwesenheit anderer viraler Proteine und
die dadurch verdanderte intrazelluldre Verteilung des NiV-P einen Einfluss auf diese potentielle
IFN-antagonistische Funktion hat. Im Gegensatz zur diffusen Verteilung des individuell
exprimierten NiV-P akkumuliert das Protein namlich in Anwesenheit des NiV-N und in infizierten
Zellen in zytosolischen IBs (Ringel et al., 2019). In dieser Arbeit konnte nun gezeigt werden, dass
diese Kompartimentierung die Funktion von NiV-P nicht beeintrachtigt, sondern vielmehr eine
wichtige Rolle bei der Vermittlung des IFN-Antagonismus spielt, denn nicht nur NiV-P, sondern
auch STAT1 und STAT2 akkumulieren in den IBs (siehe Abb. 2.12; 2.13). Die STAT-Sequestrierung
in die viralen IBs flihrt dabei vermutlich zu einer Depletion des zytosolischen STAT, was neben
der starken Akkumulation von STAT-Proteinen in den IBs auch an einer Reduktion des diffusen
zytoplasmatisch STAT-Signals in Zellen mit IBs zu erkennen ist (siehe Abb. 2.13). Durch die
Depletion des freien zytoplasmatischen STAT-Pools ist die durch IFN stimulierte STAT-
Phosphorylierung an den IFN-Rezeptor-assoziierten Januskinasen nicht moglich. Entsprechend

ist auch die nachfolgende Translokation von pSTAT in den Kern und die Induktion der I1SG-
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Expression blockiert. Dieser Effekt ist sowohl in infizierten Zellen zu sehen, als auch in mit NiV-
N und -P transfizierten Zellen, die mit IFN behandelt wurden (siehe Abb. 2.15; 2.18). Diese Arbeit
demonstriert damit zum ersten Mal, dass die zytosolischen NiV-IBs eine funktionelle Rolle im
IFN-Antagonismus spielen. Die Inhibition der autokrinen IFN-Signalgebung in infizierten Zellen
durch die Sequestrierung von STAT-Proteinen in IBs stellt einen neuen Mechanismus dar, der
zusatzlich zum IFN-Antagonismus der anderen NiV-Proteine in der Lage ist, die IFN-vermittelte
antivirale Genexpression zu blockieren. Damit bleibt die Wirkung des IFNs, das in infizierten
Zellen gebildet wird, beschrankt auf (noch) nicht infizierte Nachbarzellen. Die parakrine
Signalweiterleitung flhrt hier zur Expression antiviraler Gene, was an der Akkumulation von
pSTAT im Kern nicht-infizierter Zellen und auch an der allgemeinen Hochregulation von ISGs in
infizierten Zellkulturen deutlich zu erkennen ist (siehe Abb. 2.17; 2.18). Ein Modell zur
Veranschaulichung der NiV-vermittelten Blockade der autokrinen Signalweiterleitung ist in

Abbildung 3.1 dargestellt.
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Abbildung 3.1: Modell der NiV-vermittelten Blockade der autokrinen IFN-Signalweiterleitung durch
STAT-Sequestrierung in zytosolische IBs. Abbildung modifiziert nach Becker & Maisner, 2023. In NiV-
infizierten Zellen (links) wird die virale RNA zytosolisch tiber RIG-1, oder endosomal liber TLR3 erkannt.
Die Detektion viraler RNA fiihrt zur Aktivierung von IRF3 und NF-kB, welche in den Kern translozieren
und dort die Expression von Typ-lI und Typ-lll IFNs induzieren. Die IFNs werden von den infizierten
Zellen sezerniert und binden an ihre spezifischen Rezeptoren (IFN-Rezeptor). Je nachdem, ob sich die
Rezeptoren auf der infizierten Zelle selbst, oder auf benachbarten, nicht-infizierten Zellen befinden,
kommt es zur autokrinen oder parakrinen Signalweiterleitung. In der infizierten Zelle (links) bilden die
viralen Nukleokapsidproteine N und P kurz nach der Infektion bereits zytosolische IBs, die STAT1 und
STAT2 sequestrieren. Da kein freies STAT1 und STAT2 mehr im Zytosol vorhanden ist, kann dieses als
Antwort auf die IFN-Stimulation und Rezeptor-Aktivierung nicht von der Rezeptor-assoziierten JAK
phosphoryliert werden und die autokrine Signalweiterleitung ist blockiert. Entsprechend kommt es in
infizierten Zellen nicht zur Expression von antiviralen ISGs. Die parakrine Signalweiterleitung dagegen
ist nicht gestort. In nicht-infizierten Zellen (rechts) wird zytosolisches inaktives STAT1 und STAT2 nach
der Rezeptoraktivierung von JAK phosphoryliert. pSTAT1 und pSTAT2 dimerisieren und bilden
zusammen mit IRF9 den ISGF3-Komplex, der in den Kern transloziert und dort die Expression von ISGs
induziert. Dadurch kommt es in nicht-infizierten Zellen zur Expression antiviraler Proteine.
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3.2.2 Die Interaktion mit NiV-P vermittelt die STAT-Sequestrierung in IBs

Die minimale Voraussetzung fir die Bildung von NiV-IBs ist das Vorhandensein der viralen
Proteine NiV-N und -P, die die Fliissig-Flissig-Phasenseparation (LLPS) induzieren und das
Grundgeruist dieses Kompartiments darstellen (Ringel et al., 2019). Obwohl Proteine auch allein
Uber ihre intrinsischen Eigenschaften in diese Strukturen sequestriert werden kénnen (siehe
Kapitel 1.1.7) (Keiffer et al., 2020; Shaw et al.,, 2004), werden STAT1 und STAT2
hochstwahrscheinlich lber die direkte Interaktion mit NiV-P in die IBs rekrutiert. Mit Hilfe der
Mutante NiV-Pgi2se, die nicht mehr in der Lage ist mit STAT1 zu interagieren (Ciancanelli et al.,
2009), konnte diese Vermutung zumindest fir STAT1 eindeutig experimentell bestatigt werden.
Obwohl NiV-Pgi1se noch in der Lage war, zusammen mit NiV-N IBs zu bilden, war keine
Akkumulation von STAT1 in den IBs mehr zu beobachten (siehe Abb. 2.16 A). Entsprechend war
auch die Phosphorylierung von STAT1 nicht mehr gehemmt, sodass es in NiV-N/Pgiase-
exprimierenden Zellen nach Zugabe von IFN zu einer Akkumulation von pSTAT1 im Kern kam.
Diese ist vergleichbar mit der pSTAT1-Menge in Zellen ohne IBs (siehe Abb. 2.16 B, C). Diese
Ergebnisse bestatigen klar, dass die Inhibition der STAT-vermittelten IFN-Signalweiterleitung in
Zellen mit IBs spezifisch durch NiV-P vermittelt wird und widerspricht der Idee, dass NiV-N
ebenfalls eine direkte Rolle bei der STAT-Hemmung spielt. Diese Hypothese kam 2017 auf, als
beobachtet wurde, dass allein exprimiertes NiV-N die Komplexbildung und die nukledre
Translokation von STAT1 und STAT2 hemmt. Allerdings konnte bislang nicht gezeigt werden,
dass NiV-N mit STAT-Proteinen interagiert oder deren Phosphorylierung hemmt, sodass der
zugrundeliegende Mechanismus ungeklart ist (Sugai et al., 2017). Die Beobachtung, dass die
Kern-Akkumulation von pSTAT1 nach IFN-Zugabe in Zellen, die NiV-Pgise und NiV-N
exprimieren, vergleichbar mit Zellen ohne IBs ist, zeigt nun, dass das in IBs enthaltene NiV-N
allein nicht in der Lage ist, die Bildung und die nukledre Translokation von pSTAT zu inhibieren.
Sowohl die Sequestrierung von STAT-Proteinen in IBs, als auch die dadurch vermittelte fehlende
STAT-Phosphorylierung wird eindeutig vom NiV-P vermittelt. Sollte NiV-N die von Sugai et al.
(2017) postulierte IFN-antagonistische Funktion haben, so unterscheidet sich diese auf jeden

Fall vom Mechanismus der NiV-P-vermittelten STAT-Hemmung.
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3.2.3 Die STAT-Sequestrierung in NiV-IBs komplementiert die IFN-antagonistische
Funktion der akzessorischen Proteine

Wie erwahnt gibt es neben dem NiV-P noch weitere NiV-Proteine mit IFN-antagonistischen
Funktionen, die sich gegen STAT-Proteine richten. Dazu gehoren die im P-Gen kodierten nicht-
strukturellen akzessorischen Proteine NiV-V und -W, deren antagonistische Funktionen bereits
gut charakterisiert ist (Pelissier et al., 2019). Die akzessorischen Proteine werden in infizierten
Zellen gebildet, weil es bei der Transkription der genomischen NiV-RNA durch die virale
Polymerase zur mRNA-Editierung kommt. Die mRNAs von NiV-V und -W besitzen die gleiche N-
terminale Sequenz wie das vollstandige NiV-P, aber unterschiedliche C-terminale Sequenzen (Lo
et al., 2009). Der gemeinsame N-Terminus enthéalt sowohl die STAT1-Bindungsstelle im Bereich
der Aminosduren 114-140, als auch die STAT2-Bindungsstelle in einer Region zwischen den
Aminosauren 100-300 (Ciancanelli et al., 2009; Jensen et al., 2020; Keiffer et al., 2020; Rodriguez
et al., 2004). Damit sind alle drei Proteine (P, V und W) individuell in der Lage, STATs zu binden
und die IFN-abhéngige STAT-Signalweiterleitung zu inhibieren (Keiffer et al., 2020; Rodriguez et
al., 2002; Shaw et al., 2004).

Wurden die Protein einzeln exprimiert, so flihrte ihre Bindung an STAT1 und STAT2 dazu, dass
diese von den aktivierenden Kinasen weg rekrutiert wurden (Ciancanelli et al., 2009). Es gab
jedoch deutliche Unterschiede im AusmalR der STAT-Inhibition zwischen den individuellen
Proteinen, wobei NiV-P das am wenigsten effiziente Protein war (Shaw et al., 2004). Daraus
wurde geschlossen, dass die akzessorischen Proteine NiV-V und -W primar als IFN-Antagonisten
fungieren und in der Lage sind STAT effizient ins Zytoplasma beziehungsweise in den Nukleus zu
sequestrieren (Shaw et al., 2004). Im Gegensatz dazu kdnnte die IFN-antagonistische Funktion
von NiV-P nur sekundar wichtig sein, da das Phosphoprotein primar als Chaperon und Kofaktor
bei der viralen Replikation bendtigt wird (Yabukarski et al., 2014). Die Bedeutung von NiV-V und
NiV-W fiir den IFN-Antagonismus ist bereits durch Studien mit rekombinanten Viren belegt, bei
denen die akzessorischen Proteine genetisch ausgeschaltet waren (knockout). In verschiedenen
Tiermodellen konnte mit diesen V- und W-defizienten Viren die funktionelle Rolle der
akzessorischen Proteine in Bezug auf die Pathogenese eindeutig gezeigt werden (Satterfield et
al.,, 2015, 2019; Yoneda et al., 2010). Da jedoch in keiner der bisherigen Studien ein Virus
verwendet wurde, dem alle akzessorischen Proteine gleichzeitig fehlen, ist das Ausmal3, in dem
NiV-P alleine die IFN-Signalweiterleitung in vivo inhibieren kann, noch unklar. Die Tatsache, dass
in dieser Arbeit nachgewiesen werden konnte, dass NiV-P enthaltende IBs in Abwesenheit
irgendwelcher akzessorischer Proteine (Transfektionssystem), fast das gesamte zelluldre STAT1
und STAT2 sequestrieren konnten, lasst auf jeden Fall vermuten, dass NiV-P eine deutlich
wichtigere Rolle bei der Blockade der STAT-Signalweiterleitung spielt als bisher angenommen
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(Shaw et al., 2004). Die Fahigkeit sowohl STAT1 als auch STAT2 zu komplexieren, und in immer
weiterwachsende IBs zu sequestrieren, leistet vermutlich einen wichtigen Beitrag, um die
antivirale IFN-Antwort in den infizierten Zellen zu blockieren.

Nichtsdestotrotz muss davon ausgegangen werden, dass die STAT-Sequestrierung in IBs durch
die V-vermittelte zytosolische STAT1- und STAT2-Bindung und die W-vermittelte nukledre
Retention von STAT1 komplementiert wird, um die antiviralen Mechanismen verschiedener
Wirtszellen optimal zu unterdriicken. Die Bedeutung der jeweiligen P-, V- und W-vermittelten
IFN-Signalblockade variiert hochstwahrscheinlich in verschiedenen Infektionssituationen und ist
abhangig von vielen Parametern, wie dem Zelltyp, der Menge an STAT-Proteinen, dem
Infektionszeitpunkt, der Kinetik der IB-Bildung, dem Ausmald der Synzytienbildung und ist vor
allem abhangig von den Expressionsleveln von P, V und W, die durch die Effizienz der NiV-P
MRNA-Editierung bestimmt werden (Lo et al., 2009). Weitere Studien mit rekombinanten NiV
kdénnten dabei helfen die Rolle der individuellen Proteine in verschiedenen Infektionssituationen
und Bedingungen genauer aufzuschlisseln.

Ein wichtiges Ergebnis dieser Arbeit ist neben dem Nachweis, dass NiV-P allein tatsachlich die
IFN-vermittelte STAT-Aktivierung hemmen kann, dass diese raumlich getrennt von der NiV-V-
vermittelten Inhibition stattfindet. Wahrend die Interaktion von NiV-V und STAT-Proteinen
diffus im Zytoplasma stattfindet (Lo et al., 2009), findet die NiV-P-abhangige STAT-Hemmung in
IBs statt. Entsprechend kann die Inhibition von STAT1 und STAT2 durch NiV-P, die zuvor in allen
Modellen neben der STAT-Inhibition von NiV-V im Zytoplasma dargestellt wurde (Ciancanelli et
al., 2009; Eaton et al., 2006; Pelissier et al., 2019; Seto et al., 2010), nun erstmalig den IBs und

damit einem spezifischen virusinduzierten Kompartiment zugewiesen werden (Abb. 3.1).

3.2.4 Funktionelle Bedeutung der STAT-Sequestrierung in IBs bei anderen Viren

Obwohl fast alle pathogenen Viren IFN-antagonistische Proteine exprimieren, die STATs
komplexieren oder degradieren, gibt es kaum Berichte, die virale IBs mit einer STAT-Blockade in
Verbindung bringen. Am besten sind in diesem Kontext die IBs von zwei Phleboviren, dem
Schweres-Fieber-mit-Thrombozytopenie-Syndrom-Virus (SFTSV) und dem Guertuvirus (GTV),
charakterisiert. Die Nichtstrukturproteine dieser Viren konnen zytoplasmatische IBs bilden, die
eine ganze Reihe an Signalmolekiilen der angeborenen Immunantwort sequestrieren und
dadurch sowohl die IFN-Induktion, als auch die IFN-Signalweiterleitung blockieren (Kitagawa et
al.,, 2018; Min et al., 2020; Santiago et al., 2014; Wu et al., 2014). Zu den sequestrierten
Proteinen gehoért auch STAT2, aber nicht STAT1 (Kitagawa et al., 2018; Min et al., 2020). Die IBs
in SFTSV- und GTV-infizierten Zellen werden von einem viralen Nichtstrukturprotein gebildet
und die Sequestrierung antiviraler zelluldrer Faktoren stellt ihre primare Funktion dar, weshalb
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sie auch als /B jail“ bezeichnet werden (Min et al., 2020; Ning et al., 2015). Damit unterscheiden
sich diese Phlebovirus-IBs grundsatzlich von den zytosolischen IBs, die in Zellen gebildet werden,
die mit NiV oder anderen Negativstrang-RNA-Viren der Ordnung Mononegavirales infiziert sind.
Hier werden die IBs von den viralen Strukturproteinen (Nukleokapsidproteinen) gebildet und
sind primdr in die virale Replikation involviert (Nevers et al., 2020). Es gibt jedoch immer mehr
Hinweise darauf, dass auch Mononegavirales IBs neben ihrer Rolle bei der viralen Replikation
zusatzliche Funktionen tbernehmen kdnnen und dafiir unterschiedliche zelluldre Proteine
sequestrieren (Dolnik et al., 2021). Filoviren beispielsweise rekrutieren zelluldre Proteine in ihre
IBs, die direkt die virale Replikation und RNA-Synthese fordern (Brandt et al., 2020; Dolnik et al.,
2014; Nelson et al., 2016; Wendt et al., 2020, 2022). Andere Viren der Ordnung Mononegavirales
rekrutieren Signalmolekiile der angeborenen Immunantwort in ihre IBs, zum Beispiel des RIG-
I/TLR3 Signalwegs, und inhibieren dadurch die Erkennung viraler RNA und die IFN-Produktion
(He et al., 2002; Jobe et al., 2020; Lifland et al., 2012; Ménager et al., 2009). Fir das NiV war in
diesem Zusammenhang zu Beginn dieser Arbeit noch nichts bekannt und es gab noch keine
Daten, die die NiV-IBs mit Signalmolekiilen der angeborenen Immunantwort in Verbindung
gebracht haben. Die Entdeckung, dass STAT1 und STAT2 in NiV-IBs sequestriert werden, ist
entsprechend der erste Nachweis, dass zytosolische IBs in die Herunterregulation der IFN-
Antwort in NiV-infizierten Zellen involviert sind. Eine vergleichbarer Kolokalisation von IBs mit
STAT-Proteinen wurde bisher nur fiir das Masernvirus (STAT1 und STAT2) und das Mumpsvirus
(STAT2) gezeigt, wobei die Akkumulation in den beschriebenen ,,zytosolischen Aggregaten”, bei
denen es sich vermutlich um die viralen IBs handelt, bisher nicht mit einem aktiven
Antagonismus der Signalweiterleitung in Verbindung gebracht wurde (Devaux et al., 2007;
Palosaari et al.,, 2003; Ulane et al.,, 2003). Die Datenlage ist zwar noch zu limitiert, um
allgemeingliltige Schlussfolgerungen zu ziehen, aber die Tatsache, dass alle paramyxoviralen
Phosphoproteine in IBs akkumulieren und haufig auch in der Lage sind mit STAT-Proteinen zu
interagieren, legt nahe, dass IBs eine allgemeine Rolle beim Antagonismus der STAT-
vermittelten Signalweiterleitung spielen kénnten. Kolokalisationsstudien mit weiteren Viren
bieten daher eine sehr vielversprechende Perspektive, um zu evaluieren, ob es sich tatsachlich
um einen konservierten Mechanismus innerhalb der Familie der Paramyxoviren, oder sogar
dartber hinaus, handelt.

Zusammenfassend scheint die erfolgreiche NiV-Replikation von einer multifaktoriellen Inhibition
der IFN-Antwort abhangig zu sein, wobei die Blockade der durch autokrine IFN-Signalgebung
induzierten antiviralen Genexpression eine wichtige Rolle spielt. Diese Inhibition wird nicht nur

durch die STAT-bindenden akzessorischen Proteine NiV-V und -W vermittelt, sondern auch
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durch die NiV-P-abhangige Sequestrierung von STAT1 und STAT2 in IBs. IBs kompartimentieren

also nicht nur Vorgange wie die virale Replikation, sondern auch IFN-antagonistische Prozesse.

3.3 Zusammenfassung: IBs sind multifunktionale virale Kompartimente

IBs sind ein klassisches Merkmal von Infektionen mit Viren der Ordnung Mononegavirales und
Ubernehmen wichtige Funktionen wahrend des viralen Lebenszyklus. Bei vielen Viren stellen die
IBs den Ort der Replikation dar. Sie akkumulieren alle viralen Komponenten, die fiir diesen
Prozess wichtig sind, und schirmen die virale RNA vor der Erkennung durch zytosolische
Sensoren ab (Dolnik et al., 2021; Nevers et al., 2020; Su et al., 2021). Deshalb werden virale IBs
haufig auch als ,viral factories” bezeichnet. Flir NiV-IBs wird ebenfalls eine Rolle in der RNA-
Replikation vermutet, allerdings gibt es hierfiir noch keine experimentelle Evidenz. Neben der
primaren Funktion bei der viralen Replikation kénnen virale I1Bs noch weitere Funktionen
Ubernehmen, die fir eine produktive virale Infektion wichtig sind. So konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass NiV-IBs neben viralen Proteinen auch Uberexprimierte zytosolische
Proteine sequestrieren (Becker et al., 2022) und so moglicherweise den proteotoxischen Stress
wahrend der Infektion limitieren und die zelluldre Fitness von infizierten Zellen verbessern
(siehe Kapitel 3.1.2). AuRerdem sequestrieren die NiV-IBs STAT-Proteine, d.h. Signalmolekiile
der angeborenen Immunantwort und kdnnen so die antivirale Immunantwort blockieren
(Becker & Maisner, 2023). NiV-IBs wie auch die IBs anderer Mononegavirales scheinen also
spezialisierte virale Kompartimente zu sein, die eine Vielzahl von proviralen Funktionen haben.
Sie sind nicht nur der wahrscheinliche Ort der viralen Replikation, sondern sind auch in
Immunevasionsmechanismen involviert und kdnnen die Beeintrachtigung der zelluldren
Proteostase durch die Infektion reduzieren. Einige dieser Funktionen sind durch die allgemeinen
biophysikalischen Eigenschaften der IBs als fllissige biomolekulare Kondensate bedingt, andere
Funktionen  werden spezifisch (Uber direkte Interaktionen der individuellen
Nukleokapsidproteine vermittelt. Inwieweit diese und moglicherweise noch weitere
Mechanismen Virus-Genera- und Familien-libergreifend eine Rolle spielen, und welche
Mechanismen individuelle Unterschiede aufweisen, ist eine spannende Frage und bietet einen

breiten Ansatz fur zuklnftige Forschungsperspektiven.
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4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Aceton

Acrylamid (Rotiphorese Gel 30 % Acrylamid)
Agarose

Ammoniumpersulfat (APS)

Ampicillin

Bacto-Agar

Bortezomib

Bovines Serumalbumin (BSA)

Bromphenolblau

Calciumchlorid (CaCly)

Color Prestained Protein Standard, Broad Range
DABCO (1,4-Diazabicyclo-[2,2,2]octan)

DAPI (4,6-Diamidin-2-phenylindol)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Deoxynukleosidtriphosphat (dNTP) Mix, 10 mM
Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (2X)
Ethanol

Fotales Kdlberserum

FUGENE HD Transfection Reagent

Glycerin

Glycin

Hefeextrakt

IFN-Beta 1b Human Recombinant

Immersol™ 518 F

Isopropanol

Kalimuhydrogenphosphat (KH,PO4,)
Kaliumchlorid (KCl)

L-Glutamin

Lipofectamine™ 2000 Reagent
Magermilchpulver

Magnesiumchlorid (MgCl,)

Material und Methoden

Riedel-de Haen, Seelze

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim

Biorad, Miinchen

Sigma-Aldrich, Steinheim

BD Bioscience, Heidelberg

Selleck Chemicals, Planegg

MP Biomedicals, Eschwege
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

New England Biolabs, Frankfurt a.M.
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck, Darmstadt

Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Carl Roth, Karlsruhe

Gibco BRL, Eggenstein

Promega, Madison, USA

Carl Roth, Karlsruhe

Riedel-de Haen, Seelze

Merck, Darmstadt

Prospec, Ness-Ziona, ISR

Carl Zeiss, Oberkochen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Gibco BRL, Eggenstein

Invitrogen, Karlsruhe

Saliter, Obergunzburg

Merck, Darmstadt
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Methanol

Mowiol 4-88

N,N,N’, N’ -tetramethylethylendiamin (TEMED)
NaNs

Natrimhydrogenphosphat (NazHPQ,)
Natriumchlorid (NaCl)

Natriumdodecylsulfat (sodium dodecylsulfate, SDS)
Natriumhydroxid (NaOH)
Nitrozellulosemembran

Nocodazol

Nuklease-freies Wasser

Objekttrager

Oligo(dT)18 Primer

Paraformaldehyd

Penicillin/Streptomycin

Pepton aus Casein

Phenolrot

Prazisionsdeckglaser Starke Nr. 1.5H (12 mm)
RevertAid™ Reverse Transkriptase

RiboLock RNase-Inhibitor

Salzsdure (HCl)

Sucrose

SuperSignal™ West Dura Extended Duration Substrate

Trishydroxymethylaminomethan (Tris)
Triton X-100

Trolox

Trypsin-Ethlyendiamintetraessigsaure (Trypsin-EDTA)

Tubacin

TWEEN 20
Whatman-Filterpapier
ZellkulturgefalRe
B-Mercaptoethanol

u-Slide 8 Well high Glass Bottom

Material und Methoden

Riedel-de Haen, Seelze
Calbiochem, San Diego, USA
Bio-Rad, Miinchen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Riedel-de Haen, Seelze

Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Schleicher & Schuell, Dassel
Selleck Chemicals, Planegg
Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Marienfeld, Lauda-Konigshofen
Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Merck, Darmstadt

Gibco BRL, Eggenstein

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Marienfeld, Lauda-Konigshofen
Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Gibco BRL, Eggenstein

Selleck Chemicals, Planegg

Serva, Heidelberg

Schleicher & Schuell, Dassel
Greiner, Frickenhausen
Sigma-Aldrich, Steinheim

Ibidi, Martinsried
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4.1.2 Antikorper

Tabelle 4.1: Antikorper fiir Immunfluoreszenzfarbungen

Material und Methoden

Fluor 568 (Ziege)

Antikérper (Spezies) Verdiinnung Permeabilisierung | Herkunft (Catalog Nr.)
a-NiV-M Serum 1G1321 | 1:250 Triton X-100 ImmunoGlobe, Himmelstadt
(Kaninchen)

a-NiV Serum GP3 1:500 Triton X-100 Prof. Heinz Feldmann,
(Meerschweinchen) Hamilton, USA
0-SQSTM1/p62 1:100 Triton X-100 Abcam, Cambridge, UK
(Maus) (ab56416)

a-HDAC6 1:200 Triton X-100 Cell Signaling Technology,
(Kaninchen) Leiden, NL (7558)
a-Hsp70 1:1000 Triton X-100 StressMarq Biosciences,
(Maus) Victoria, CAN (SMS-100A)
a-26S 1:500 Triton X-100 Abcam, Cambridge, UK
(Kaninchen) (ab3316)

a-y-Tubulin 1:1000 Methanol/Aceton | Sigma-Aldrich, Steinheim
(Kaninchen) (T3559)

a-Vimentin 1:50 Triton X-100 Santa Cruz Biotechnology,
(Maus) Heidelberg (sc-6260)
a-BAG3 1:100 Triton X-100 Proteintech, Planegg
(Kaninchen) (10599-1-AP)
a-polyubiquitinierte 1:100 Triton X-100 Ubiquigent, Dundee, UK
Konjugate (Maus) (68-0111-500)
a-o-Tubulin 1:1000 Triton X-100 Sigma-Aldrich, Steinheim
(Maus) (T9026)
a-Acteyl-a-Tubulin 1:800 Triton X-100 Cell Signaling Technology,
(Kaninchen) Leiden, NL (5335S)
a-STAT1 1:100 Triton X-100 Santa Cruz Biotechnology,
(Maus) Heidelberg (sc-464)
a-STAT2 1:100 Triton X-100 Santa Cruz Biotechnology,
(Maus) Heidelberg (sc-1668)
a-pSTAT1 1:50 Methanol Santa Cruz Biotechnology,
(Maus) Heidelberg (sc-8394)
a-pSTAT2 1:100 Methanol Cell Signaling Technology,
(Kaninchen) Leiden, NL (88410)

o-IRF3 1:400 Triton X-100 Cell Signaling Technology,
(Kaninchen) Leiden, NL (11904)
a-NF-kB p65 1:400 Triton X-100 Cell Signaling Technology,
(Kaninchen) Leiden, NL (8242)

a-Maus IgG Alexa Fluor | 1:300 - Thermo Fisher Scientific,
568 (Ziege) Schwerte (A-11031)
a-Kaninchen IgG Alexa 1:300 - Thermo Fisher Scientific,

Schwerte (A-11036)
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Material und Methoden

a-Meerschweinchen IgG
Alexa Fluor 488 (Ziege)

1:300

Thermo Fisher Scientific,
Schwerte (A-11073)

a-Maus IgG Alexa Fluor
488 (Ziege)

1:300

Thermo Fisher Scientific,
Schwerte (A-11001)

a-Maus IgG Alexa Fluor
647 (Ziege)

1:300

Thermo Fisher Scientific,
Schwerte (A-21236)

Tabelle 4.2: Antikorper fiir Western Blot-Farbungen

biotinylierte Peroxidase

Antikorper (Spezies) Verdiinnung Herkunft

a-B-Aktin 1:500 Sigma-Aldrich, Steinheim
(Maus) (A5316)
a-Acteyl-a-Tubulin 1:1000 Cell Signaling Technology,
(Kaninchen) Leiden, NL (5335S)
a-Kaninchen IgG, 1:2000 GE Healthcare), Minchen
biotinyliert (Ziege) (RPN1004V

a-Maus IgG, biotinyliert 1:2000 GE Healthcare, Miinchen
(Ziege) (RPN1001V)

Streptavidin- 1:4000 GE Healthcare, Miinchen

(RPN1051V)

4.1.3 Plasmide
pCG-MCS-NiV-N
pCG-MCS-NiV-P
pCG-MCS-NiV-PeGFP
pCG-MCS-NiV-PG125E
pCG-NiV-Mys

pCG-mCherry-linker-NiV-Mnygs

PCG-NiV-Mye-NLSb1-2K

pCG-mCherry

M. Ringel, AG Maisner, Institut flr Virologie, Marburg

M. Ringel, AG Maisner, Institut flr Virologie, Marburg

P. Schepsky, AG Maisner, Institut fur Virologie, Marburg

Im Rahmen dieser Arbeit generiert

Im Rahmen dieser Arbeit generiert

Im Rahmen dieser Arbeit generiert

Im Rahmen dieser Arbeit generiert

AG Maisner, Institut fur Virologie, Marburg
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Material und Methoden

414 Kits

E.Z.N.A Fast Filter Plasmid DNA Maxi Kit Omega bio-tek, Norcross, USA
E.Z.N.A Fast Filter Plasmid DNA Mini Kit Omega bio-tek, Norcross, USA

Q5°® Site-Directed Mutagenesis Kit New England Biolabs, Frankfurt a.M.
RNeasy RNA Mini Kit Qiagen, Hilden

Zenon 647 Rabbit IgG Labeling Kit Invitrogen, Karlsruhe

ReadyProbes Cell Viability Imaging Kit Invitrogen, Karlsruhe

Die Kit-Komponenten konnen den Herstellerdatenblattern entnommen werden.

4.1.5 Zellen
4.1.5.1 Eukaryotische Zellen

Vero76-Zellen (CRL-1587, ATCC) Nierenepithelzelllinie einer afrikanischen
Griinen Meerkatze (Ceropithecus aethiops)

A549-Zellen (CCL-185, ATCC) humane Adenokarzinomzellen aus der Lunge

4.1.5.2 Prokaryotische Zellen

Escherichia coli, Stamm XL1blue Stratagene, Heidelberg

4.1.6 Medien

4.1.6.1 Wachstumsmedien fiir eukaryotische Zellen

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)  Gibco BRL, Eggenstein
Opti-MEM™ | Serumreduziertes Medium Gibco BRL, Eggenstein

Leibovitz L-Medium, ohne Phenolrot Gibco BRL, Eggenstein

4.1.6.2 Wachstumsmedien fiir prokaryotische Zellen

lysogeny broth (LB)-Medium 10 g Pepton
5 g Hefeextrakt
10 g NaCl
in 1 | destilliertem H,0 (dH,0) l6sen
autoklavieren

LB-Agar 3,75 g Bacto-Agar

in 250 ml LB-Medium l6sen
autoklavieren
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4.1.7 Oligonukleotide

4.1.7.1 Sequenzierprimer

pCG seq MCS_for
pCG seq MCS_rev2

NiV-P seql_for

4.1.7.2 Mutageneseprimer

NiV-P G125E_for
NiV-P G125E_rev
NiV-M R85K_for

NiV-M R85K_rev

4.1.7.3 qPCR Primer

human IFNB_for
human IFNB_rev
human IFNA2/3 _rev

human IFNA2/3_ for
human ISG56_for
human ISG56_rev
human Mx1_for
human Mx1_rev
human OAS_for

human OAS_rev
human PKR_for

human PKR_rev

human Tubulin Alb_for

human Tubulin Alb_rev

4.1.8 Puffer

phosphate buffered saline (PBS)

v o »n 01 o »n L1 Ln L1 »Ln L1 U

Material und Methoden

" CATGTTCATGCCTTCTTC 3’
" GGGGCTTCATGATGT 3’

" CAACAAATCAACAGATGTACCAGG 3’

" AGAATGTACCGAATATGGATTTAC 3’
" CCTCCATGATCATGGTATAC 3°
" GAAACGCAAGAAGATCAGGACAATT 3’

" CCTGTCTCTGGGGTTCTC 3’

" TGCCTCAAGGACAGGATGAAC 3’
" GGAACTGCTGCAGCTGCTTA 3’
" CAGAACCTTCAGCGTCAGG 3’

" GCCAAAGATGCCTTAGAAGAG 3’
" CAGCAACCATGAGTACAAAT 3’

" AAGTGACATCTCAATTGCTC 3°

" ATGAGCTAATCACCCTGGAG 3’

" ATACCCAATGTCAGCAGGC 3’

" GCCCTGGGTCAGTTGACTGG 37

" TGAAGCAGGTGGAGAACTCGC 3’
" ACACTCGTCTCTGAATCATC 3’

" GAGACCATTCATAAGCAACG 3’

" ACCACCCTGGAGCACTCTGA 3’

" GACAGATGTCATAGATGGCCTCAT 3’

8 g NaCl

0,2 g KCI

1,15 g Na;HPO,
0,2 g KH2PO4

in 1 1dH,0 lésen
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PBS™

4x Probenpuffer

10x Laufpuffer

Transferpuffer

PFA in DMEM

PFA in DMEM (BSL4)

PFA in PBS (BSL4)

Immunfluoreszenz-Blockpuffer

4.1.9 Mowiol

Mowiol

Material und Methoden

0,1 g MgCl,
0,13 g CaCly
in 11PBS I6sen

2,0 ml 1 M Tris/HCl pH 6,8
0,8 g SDS

4,0 ml Glycerin

500 ul 2 % Bromphenolblau
3,5 ml dH,0

10 g SDS

30 g Tris

144 g Glycin

in 11dH,0 Iésen

5,8 g Tris

2,9 g Glycin

200 ml Ethanol
in 1 1dH,0 lésen

4 g PFA
in 100 ml DMEM bei 80°C I6sen
mit 0,45 um Filter steril-filtrieren

200 g PFA
in 5| DMEM bei 55°C |6sen

200 g PFA
in 51 PBS bei 55°C l6sen
eine Spatelspitze Phenolrot zugeben

10 g BSA

25 ml Glycerin

1 ml Tween 20

2,5 ml NaNs (10 %)

In 471,5 ml PBS l6sen

mit 0,2 um Filter steril-filtrieren

2,4 g Mowiol 4-88

6 g Glycerin

6 ml dH,0

Uber Nacht bei Raumtemperatur quellen lassen
12 ml 0,2 M Tris pH 8,5 zugeben

bei 50-60°C I6sen

15 min bei 4000 rpm zentrifugieren

Uberstand abnehmen

10 % DABCO (w/v) zugegeben
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Material und Methoden

4.2 Zellbiologische Methoden

4.2.1 Zellkultur

In dieser Arbeit wurden Vero76-Zellen (CRL-1587, ATCC) verwendet, bei denen es sich um
Nierenzellen aus der griinen Meerkatze (Chlorocebus) handelt und A549-Zellen, bei denen es
sich um humane Adenokarzinomzellen aus der Lunge (CCL-185, ATCC) handelt. Die Zellen
wurden in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) kultiviert, dem 10 % fotales
Kalberserum (fetal calf serum, FCS), 100 U Penicillin/ml, 0,1 mg Streptomycin/ml und 4 mM L-
Glutamin zugesetzt wurde. Samtliche Zellkulturarbeiten wurden unter einer sterilen
Sicherheitswerkbank (Laminar Flow, Berner) durchgefihrt.

Fur die Zellkulturpassage wurden die konfluenten Zellen aus einer 75 cm? Zellkulturflaschen (T75
Flasche) zweimal mit PBS gewaschen und in 2 ml 0,05 % Trypsin/EDTA abgel6st. Dafiir wurden
die Zellen nach der Zugabe von Trypsin bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert, bis sich der Zellrasen
vom Flaschenboden abgel6st hat. Nach Zugabe von DMEM 10 % FCS bis zu einem
Gesamtvolumen von 10 ml wurden die Zellen griindlich resuspendiert und vereinzelt. Die
Zellzahl wurde anschlieBend mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer (Hecht Assistent) bestimmt.
Das Prinzip beruht darauf, dass in der Zahlkammer mit einem definierten Volumen,
lichtmikroskopisch die Zellzahl in einem Raster bestimmt und anschlieRend auf die Zellzahl pro
ml hochgerechnet wird. So kann nachfolgend eine definierte Zellzahl fiir die Passage in eine neue
T75 Flasche oder fiir nachfolgende Versuche in verschiedene andere Zellkulturgefalle ausgesat

(siehe Kapitel 4.2.2) werden.

4.2.2 Aussden von Zellen auf verschiedene ZellkulturgefiRe

Vero76-Zellen und A549-Zellen wurden fir die nachfolgenden Versuche in verschiedenen
ZellkulturgefaBen ausgesat und tiber Nacht bei 37 °C und 5 % CO; in DMEM 10 % FCSinkubiert.
Die Ausnahme stellten dabei die Vero76-Zellen im 96-well Format fiir die Virustitration dar,
welche in DMEM 2 % FCS ausgesat wurden. Die verwendeten Zellzahlen und Kulturgefal3e sind
der Tabelle 4.3 zu entnehmen. Teilweise wurden initial verschiedene Zellzahlen ausgesat und
am nachsten Tag die Zellen mit der gewiinschten Konfluenz fiir den weiteren Versuchsverlauf

ausgewahlt.
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Tabelle 4.3: Verwendete ZellkulturgefaRRe und Zellzahlen

Zelllinie Zellzahl (ausgesat) Zellkulturgefa Versuch

Vero76 ~ 4 x10° 6-well Western Blot
~ 8 x10* 24-well (+DG) Immunfluoreszenz
~ 8 x10* 24-well Zytotoxizitatsassay
~ 4 x10* u-Slide 8-well Live cell imaging
~1x10* 96-well TCID50

A549 ~7,5x10° 6-well gPCR
~1,5x10° 24-well (+DG) Immunfluoreszenz

4.2.3 Transfektion von Zellen

Um virale Proteine in Zellen zu exprimieren, wurden diese mit den flr die entsprechenden
Proteine kodierenden Plasmiden transfiziert. Flr eine optimale Transfektioneffizienz sollte der
Zellrasen dabei eine Konfluenz von ca. 80 % haben. Fir den Transfer der Plasmid-DNA in die
Zellen wurden je nach Versuch die Transfektionsreagenzien Lipofectamine 2000 (LFA) oder
FUGENE verwendet. LFA ist Lipid-basiert und bildet in wassriger Umgebung Liposome, welche
die DNA komplexieren und in die Zellen einschleusen konnen. FUGENE dagegen ist ein
synthetisches, nicht-liposomales Transfektionsreagenz, das ebenfalls direkt mit der DNA und der
Zellmembran interagiert und so die Zellen mit der DNA transfizieren kann.

Um fiir die Immunfluoreszenzanalyse sowohl Vero76-Zellen als auch A549-Zellen, die auf
Deckglaschen (DG) im 24-well Format ausgesat wurden (siehe Kapitel 4.2.2), zu transfizieren,
wurden 1 ug Plasmid-DNA und 1,25 pl LFA verwendet. Das LFA wurde zu 50 pl OptiMEM gegeben
und fir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Plasmid-DNA wurde ebenfalls zu 50 pl
OptiMEM gegeben und der LFA-Ansatz danach tropfenweise dazu pipettiert. Anschliefend
wurden DNA und Transfektionsreagenz fir 30 min zusammen inkubiert. Von den zu
transfizierenden Zellen wurde das Medium abgenommen und durch 400 pl OptiMEM ersetzt
und der Transfektionsansatz trépfchenweise dazugegeben. Nach einer Inkubation von 4 h bei
37 °Cund 5 % CO, wurde der Transfektionsansatz wieder von den Zellen abgenommen und das
Medium durch DMEM 10 % FCS ersetzt. AnschlieRend wurden die Zellen bis zur Fixierung (siehe
Kapitel 4.4.1) wieder bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Fiir das live cell imaging wurden Vero76-
Zellen, die in u-Slide 8-wells ausgesat wurden (siehe Kapitel 4.2.2), mit FUGENE transfiziert. Pro
well wurden dabei 2,5 pg Plasmid-DNA und 10 ul FUGENE zu 250 ul OptiMEM gegeben und fiir
15 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurde das Medium von den Zellen
abgenommen, der gesamte Transfektionsansatz tropfchenweise zugegeben und die Zellen bis

zur mikroskopischen Aufnahme bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert.
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4.2.4 Behandlung von Zellen mit Inhibitoren und Interferonen

Fiir einige Versuche wurden die infizierten oder transfizierten Zellen (siehe Kapitel 4.2.3) mit
verschiedenen Inhibitoren behandelt. Zu den verwendeten Inhibitoren gehorten der
Proteasominhibitor Bortezomib, der Mikrotubuli-Inhibitor Nocodazol und der HDAC6-Inhibitor
Tubacin. Ausgehend von den 10 mM in Dimethylsulfoxid (DMSO) gelésten Stocklosungen
wurden die Inhibitoren in DMEM 10 % FCS auf eine Endkonzentration von 50 nM (Bortezomib),
250 nM (Nocodazol) oder 10 uM (Tubacin) verdiinnt. Als Kontrolle wurde DMEM 10 % FCS mit
der analogen DMSO-Konzentration ohne Inhibitor verwendet (unbehandelte Kontrolle). Das
Medium mit den Inhibitoren oder DMSO wurde wdhrend des Mediumwechsels nach der
Infektion oder Transfektion zu den Zellen gegeben.

In einigen Versuchen wurden infizierte oder transfizierte Zellen (siehe Kapitel 4.2.3; 4.3.1) mit
IFN-B stimuliert. Dafiir wurden die Zellen kurz vor der Fixierung fir 1 h mit DMEM ohne FCS
inkubiert und anschlieBend mit 1000 international units (IU)/ml humanem IFN-B in DMEM ohne
FCS stimuliert. Fir die IFN-B Stocklésung wurden 10 pg IFN-B mit 32x10°% IU/mg in 40 ul H,0
gelost, sodass 0,125 ul 1000 IU entsprechen. Nach der IFN-( Stimulation wurden die Zellen direkt

fir die nachfolgende Immunfluoreszenzanalyse fixiert (siehe Kapitel 4.4.1).

4.2.5 Zytotoxizititsassay

Ein Zytotoxizitatsassay ermoglicht es die Zellviabilitat zu bestimmen und dadurch zytotoxische
Effekte zu identifizieren. Hier wurde das ReadyProbes Cell Viability Imaging Kit von Invitrogen
verwendet, um die zytotoxischer Wirkung verschiedener Konzentrationen des Mikrotubuli-
Inhibitors Nocodazol in Vero76-Zellen zu untersuchen. Das Kit beinhaltet einen
Fluoreszenzfarbstoff, der die Zellkerne aller Zellen farbt (NucBlue) und einen
Fluoreszenzfarbstoff, der nur die Zellkerne toter Zellen mit beeintrachtigter Plasmamembran-
Integritat farbt (NucGreen). Auf 24-wells ausgesate Vero76-Zellen (siehe Kapitel 4.2.2) wurden
18 h nach Inhibitor-Zugabe mit je 2 Tropfen NucBlue und NucGreen fir mindestens 5 min
inkubiert und anschlieRend wurden am Fluoreszenzmikroskop (Leica DMI6000) Aufnahmen des
Zellrasens gemacht. Um den relativen Anteil der toten Zellen zu bestimmen, wurden Aufnahmen
von 10 zufillig ausgewahlten Bereichen aus zwei individuellen Experimenten fir jede
Inhibitorkonzentration quantifiziert. Flir die Quantifizierung der Zellkerne im Blaukanal wurde
mit der ImagelJ Software (Open Source; http://rsb.info.nih.gov/ij) individuell fur jede Aufnahme
Uber die Funktion threshold ein Grenzwert festgelegt, ab dem das Fluoreszenzsignal als Signal
gewertet wird. Dadurch entstand ein binares Bild, auf dem die Zellkerne vom Hintergrund
getrennt waren. Durch die Funktion watershed konnten auch direkt aneinander liegende
Objekte voneinander getrennt werden. AnschlieBend wurden (ber den particle analyzer alle
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Partikel von einer GréRe tiber 100 pm? gezahlt und so die Zahl der Zellkerne ermittelt. Die griin
fluoreszierenden toten Zellen wurden manuell ausgezahlt. Dargestellt wurde der Mittelwert des
Anteils der toten Zellen von den gesamten Zellen mit Standardabweichung. Die statistische
Analyse wurde mit GraphPad Prism (Dotmatics) durchgefiihrt, wobei eine einfaktorielle

Varianzanalyse (ANOVA) mit dem Dunnett Post-Hoc-Test angewendet wurde.

4.3 Virologische Methoden

4.3.1 Infektion von Zellen mit NiV

Alle Infektionsversuche wurden im Hochsicherheitslabor des Instituts fiir Virologie der Philipps-
Universitat Marburg unter der biologischen Sicherheitsstufe 4 (BSL4) durchgefiihrt. Dabei wurde
ein NiV-Malaysia Isolat verwendet, dass bereits zuvor beschrieben wurde (Moll et al., 2004).
Vero76-Zellen wurden versuchsabhiangig entweder mit einer multiplicity of infection (MOI) von
0,05 oder 1 infiziert, wahrend A549-Zellen mit einer MOI von 10 infiziert wurden. Die MOI
entspricht der durchschnittlichen Anzahl an infektiosen Viruspartikeln pro Zelle.

Zur Berechnung der bendétigten Virusmenge fiir die Infektion einer Zellkultur wurde die
Gesamtzellzahl in einem ZellkulturgefalR mit der MOI multipliziert. Die berechnete Virusmenge
(Gesamtzahl infektioser Viruspartikel) wurde mit DMEM 2 % FCS auf 200 pl bzw. 500 ul
aufgefiillt, um Zellen in einem 24-well bzw. einem 6-well zu infizieren. Vor der Viruszugabe
wurden die Zellen einmal mit DMEM 2 % FCS gewaschen. AnschlieBend wurde das Inokulum zu
den Zellen gegeben und fir 1 h bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert, wobei jeweils nach 15 min das
Inokulum durch Schwenken auf den Zellen verteilt wurde. Nach der einstiindigen Inkubation
wurde das Inokulum wieder abgenommen und die Zellen fiinfmal mit DMEM 2 % FCS
gewaschen, um samtliche infektidsen Partikel zu entfernen. AnschlieBend wurden die infizierten

Zellen flir 24-48 h bei 37 °Cund 5 % CO; inkubiert.
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4.3.2 Titerbestimmung mittels TCID50

Fiir die Bestimmung des Virustiters, d.h. die Quantifizierung infektioser Viruspartikel, wurde die
Virussuspension seriell auf Vero76-Zellen verdiinnt und anschlieRend die 50 % tissue culture
infectious dose (TCID50) ermittelt. Der Assay wurde im 96-well-Format in Quadruplikaten
durchgefiihrt. Die TCID50 bezeichnet dabei die héchste Verdliinnungsstufe bei der mindestens
50 % der wells noch infiziert sind.

Fir die 5er bzw. 10er-Verdiinnungsreihe wurde zunachst in jedes well einer 96-well-Platte mit
konfluenten Vero76-Zellen (siehe Kapitel 4.2.2) 128 ul bzw. 180 pul DMEM 2 % FCS vorgelegt.
AnschlieBend wurden in die erste Reihe 32 pl Virussuspernsion (5er-Verdinnungsreihe) oder
20 ul Virussuspernsion (10er-Verdinnungsreihe) gegeben und durch 15-faches auf- und
abpipettieren mit den Viruspartikeln gemischt. AnschlieRend wurden 32 ul (5er-
Verdinnungsreihe) oder 20 ul (10er-Verdiinnungsreihe) mit neuen Spitzen in die ndchste Reihe
Uberfiihrt. Der Vorgang wurde Uber alle acht Reihen der 96-well-Platte wiederholt. Danach
wurden die mit den verschiedenen Virusverdiinnungen infizierten Zellen fir 5 Tage bei 37 °C
und 5 % CO; inkubiert. Die Auswertung erfolgte lichtmikroskopisch anhand des zytopathischen
Effektes (cytopathic effect, CPE), in diesem Fall leicht erkennbar an der NiV-induzierten
Synzytienbildung. Der virale Titer wurde nach der Reed und Munich Methode in TCID50/ml
berechnet (Hierholzer & Killington, 1996):

0 log( ) + (b *log (¢))

d

a = hochste Verdiinnungsstufe bei der mindestens 50 % der wells CPE zeigen

TCID50/ml =

b = Korrekturfaktor (siehe unten)
¢ = Verdiinnungsfaktor (5 oder 10)

d = Volumen im well in ml (0,128 ml oder 0,18 ml)

(e-)
(e-g)

e = Anzahl der wells, die bei a CPE zeigen

Korrekturfaktor =

f = Anzahl der wells, die 50 % der wells entsprechen

g = Anzahl der Verdiinnungsreihen, die in hoheren Verdiinnungsstufen als a noch CPE zeigen
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4.4 Biochemische und immunologische Methoden

4.4.1 Immunfluoreszenzanalyse

Um die intrazelluldre Lokalisation von zelluldren und viralen Proteinen zu bestimmen, kénnen
diese mittels Fluoreszenzmikroskopie detektiert werden. Dabei werden die Proteine entweder
direkt Uber ein gekoppeltes Fluoreszenzprotein (eGFP, mCherry) nachgewiesen oder indirekt
Uber spezifische Antikorper und Fluoreszenz-gekoppelte Sekundarantikorper.

Fiir die Immunfluoreszenzanalyse wurden auf Deckglaschen ausgesate Zellen (siehe Kapitel
4.2.2) transfiziert (siehe Kapitel 4.2.3), infiziert (siehe Kapitel 4.3.1), und/oder mit Inhibitoren
behandelt (siehe Kapitel 4.2.4). Transfizierte Zellen wurden vor der Fixierung zunéchst zweimal
mit PBS** gewaschen und fir 10 min mit 4 % Paraformaldehyd (PFA) in DMEM bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach der Fixierung wurde die Zellen erneut zweimal mit PBS™
gewaschen und zum Quenchen moglicher PFA-Reste mit 0,1 M Glycin in PBS** flir 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen fir die nachfolgende
Antikorperfarbung permeabilisiert. Die verwendete Permeabilisierungsmethode war dabei
spezifisch fiir die jeweiligen Primarantikorper. Es wurde entweder 0,1 % Triton X-100 in PBS**
fir 10 min bei Raumtemperatur, eiskaltes Methanol/Aceton (1:1) fir 10 min bei
Raumtemperatur, oder eiskaltes Methanol (100 %) fir 10 min bei -20 °C verwendet. Nach der
Permeabilisierung wurden die Zellen erneut zweimal mit PBS™ gewaschen und mit
Immunfluoreszenz-Blockpuffer fiir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert, um unspezifische
Bindungen abzublocken. Der Primarantikdrper wurde ebenfalls in Blockpuffer verdiinnt und
anschlieRend fiir 1 h bei 4 °C mit den Zellen inkubiert. Dieser Inkubationsschritt fand in einer
feuchten Kammer statt. Daflir wurde eine mit Whatman-Papier ausgelegt Plastikschale
befeuchtet und 20 pl der Antiképerldsung auf ein Stiick Parafilm in der Schale pipettiert und das
Deckglaschen mit den Zellen nach unten auf dem Tropfen platziert und inkubiert. AnschlieRend
wurden die Deckgldaschen in die Platte zuriickgelegt, zweimal in PBS™ gewaschen und im
nachsten Farbeschritt mit Fluorophor-gekoppelten Sekundarantikérpern inkubiert, die gegen
die Spezies der jeweiligen Primarantikdrper gerichtet waren. Die Inkubation fand dabei auf die
gleiche Weise wie bei den Primarantikorpern und fiir 45 min bei 4 °C im Dunkeln statt. Der
Sekundéarantikérper-Losung wurde DAPI (5 mg/ml H,0) in einer Verdiinnung von 1:100.000
zugegeben, um die Zellkerne anzufarben. Wenn mehr als ein Protein mittels indirekter
Immunfluoreszenz nachgewiesen wurde, wurden die Farbeschritte mit den verschiedenen
Antikorpern sequenziell hintereinander durchgefiihrt.

Fir die Ko-Immunfarbung von endogenen zellularen und viralen Proteinen in NiV-infizierten

Zellkulturen wurde die ersten Farbeschritte im BSL4-Labor durchgefiihrt, weil einige zellulare
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Proteine (z.B. STATSs) nicht mehr anfarbbar waren, nachdem die BSL4-Proben die obligate 48-
stiindige Fixierung in 4 % PFA durchlaufen hatten. Deshalb wurden die infizierten Zellen im BSL4-
Labor nur kurz anfixiert und anschlieRend mit den Primar- und Sekundarantikérpern zum
Nachweis zellularer Proteine inkubiert. Dabei fand die Antikdrper-Inkubation der Deckgldaschen
nicht in der feuchten Kammer, sondern direkt im well mit 300 ul Antikérper-Lésung statt. Nach
der Anfarbung der endogenen Proteine, wurden in einem zweiten Schritt aullerhalb des BSL4-
Labors die viralen Proteine nachgewiesen. Dazu wurden die Deckgldaschen und die gesamte
Zellkulturplatte in 4 % PFA in DMEM geflutet und 24 h bei 4 °C inkubiert. Danach wurde das PFA
gewechselt und die Platte in einer Plastiktiite, die mit 4 % PFA in PBS gefiillt und luftblasenfrei
verschlossen wurde, aus dem Sicherheitslabor tber ein Desinfektions-Tauchbad ausgeschleust
und erneut Giber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach dieser 48 stiindigen PFA-Behandlung wurden die
Zellen zweimal mit PBS™ gewaschen und das restliche PFA mit 0,1 M Glycin in PBS** fiir 10 min
bei Raumtemperatur gequencht. AnschlieBend wurden die viralen Proteine (iber NiV-spezifische
Antikorper detektiert, wobei die Farbung nach dem gleichen Prinzip durchgefiihrt wurde wie fiir
die transfizierten Zellen. Nach erfolgter Primar- und Sekundarantikorperfarbung wurden die
Zellen dreimal in PBSund dreimal in destilliertem Wasser gewaschen und mit Mowiol auf einem
Objekttrager eingedeckelt und Uber Nacht bei 4 °C getrocknet. Die Auswertung und
Bildaufnahme fand an einem konfokalem Laser-Scanning Mikroskop (HeNe 633; Argon-Laser,

DPSS 561 und 405 Diode; Leica TCS SP5 Il) mit einem HCX APO CS 63.0x1.40 Ol UV-Objektiv statt.

4.4.2 Zenon-Markierung von Primdrantikorpern

Die Zenon-Markierungstechnologie ermoglicht es Fluorophore direkt mit Primarantikorpern zu
koppeln, sodass diese fluoreszenzmikroskopisch detektiert werden kénnen, ohne dass ein
zusatzlicher Sekundarantikorper bendtigt wird. Dies ist vor allem hilfreich, wenn mehrere
Primarantikorper aus der gleichen Spezies verwendet werden. In dieser Arbeit wurde das Zenon
647 Rabbit IgG Labeling Kit (Invitrogen) fiir die Farbung des NiV-Matrixproteins in infizierten
Zellen verwendet. Wie vom Hersteller empfohlen wurde 1 pg des Antikorpers (1G1321) fiir 5 min
bei Raumtemperatur mit 5 pl des Zenon labeling reagent inkubiert. Dabei handelt es sich um
monovalente, affinitdtsgereinigte Fab-Fragmente, an die Alexa Fluor 647 gebunden ist. Die Fab-
Fragmente wiederum sind gegen den Fc-Anteil des Primarantikérpers aus dem Kaninchen
gerichtet. Nach der Markierung wurde 5 ul der Zenon blocking reagent zugegeben, wobei es sich
um unspezifische Immunglobuline handelt, um die Reaktion abzustoppen. Der Fluorophor-
gekoppelte Primarantikdrper wurde, wie in Kapitel 4.4.1 beschrieben, fir die Antikérperfarbung
eingesetzt. Dabei wurde der Zenon-gelabelte Antikorper immer zum Schluss verwendet und die

Zellen zuvor mit 5 % Kaninchen-Serum in PBS™ fiir 1 h bei 4 °C abgesattigt.
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4.4.3 Quantifizierung der nukledren STAT-Signalintensitat

Fiir die Quantifizierung fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen wurde die Imagel Software
(Open Source; http://rsb.info.nih.gov/ij) verwendet. Die konfokalen Aufnahmen wurden immer
mit identischen Mikroskop-Einstellungen (Laserpower, Detektionsbereich, Detektorgain,
PinholegroRe, Scangeschwindigkeit, Pixelzahl, PixelgroBe, Framezahl/averaging) und
sequenziell flir die verschiedenen Kanale erstellt. Die fiir die Auswertung definierten regions of
interest (ROIs) waren die Zellrdnder (gesamte zelluldre STAT-Fluoreszenz) und die Zellkerne
(nukledre STAT-Fluoreszenz). Die Zellgrenzen wurden manuell mit dem area selection tool im
STAT Kanal bestimmt, wahrend die Maske fir den Nukleus iber den DAPI Kanal mittels Huangs
thresholding erstellt wurde. Aullerdem wurde ein zellfreier Bereich in jeder Aufnahme als
Hintergrund definiert. Die STAT-Signalintensitat in den ROIs wurde anschlieRend ausgewertet
und nach Subtraktion der Hintergrundfluoreszenz als , relative nukledre Fluoreszenz” (Anteil des
nukledren vom gesamten STAT-Signal) oder als ,mittlere nukledre Fluoreszenz” (nukleares STAT-
Signal in Bezug auf die Flache des Nukleus) dargestellt. Die Zellen wurden zuféllig ausgewahlt,
wobei die Voraussetzungen eines intakten Nukleus und klar definierter Zellgrenzen erfillt sein
mussten. Transfizierte Zellen wurden Uber die IBs identifiziert, welche mindestens eine
»,mittlere” GroRe haben mussten, damit die Zellen in die Auswertung eingeschlossen wurden.
Die Ergebnisse wurden als Mittelwert mit Standardabweichung angegeben und die statistische
Auswertung erfolgte mit GraphPad Prism (Dotmatics) mittels der jeweils angegebenen

statistischen Tests.

4.4.4 Llive cellimaging

Fir die fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von lebenden Zellen wurden diese zuvor in u-Slide
8-Wells mit Glasboden ausgesat (siehe Kapitel 4.2.2) und mit NiV-N und NiV-PeGFP-kodierenden
Plasmiden transfiziert (siehe Kapitel 4.3.1), um die Bildung von IBs zu induzieren. 6 bis 8 h nach
der Transfektion wurde der Transfektionsansatz von den Zellen abgenommen und 250 ul
Leibowitz-Medium mit 10 % FCS, 100 U Penicillin/ml, 0,1 mg Streptomycin/ml und 4 mM L-
Glutamin zugegeben. Dem Medium wurde auRerdem 1 mM des Vitamin E-Derivats Trolox (6-
Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carbonsdure) zugesetzt, das als Antioxidans den
oxidativen Stress der wiederholten Bildaufnahmen (Phototoxizitdt) reduziert. Die Aufnahme
erfolgte an einem Nikon TE2000 Live Cell Mikroskop mit einem Plan APO 60x Ol Objektiv in
einem Intervall von 10-15 s. Der osmotische, hypotone Schock wurde parallel zur Aufnahme
durchgefiihrt, indem zum Medium das flinffache Volumen an Wasser zugegeben wurde (Nikolic

et al., 2017).
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4.4.5 SDS-PAGE und Western Blot

Fiir den Proteinnachweis von acetyliertem Tubulin mittels Western Blot wurden in 6-wells
ausgesate Zellen (siehe Kapitel 4.2.2) am nachsten Tag mit dem HDAC6-Inhibitor Tubacin
behandelt (siehe Kapitel 4.2.4) und 24 h spater geerntet. Die Zellen wurden mit einem
Zellschaber in 250 ul kaltes PBS abgekratzt und bei 8000 rpm und 4°C fiir 5 min pelletiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und verworfen und das Zellpellet in 100 pl 4x Probenpuffer mit
4 % B-Mercaptoethanol resuspendiert. Das resupendierte Pellet wurde fiir 10 min bei 95 °C
aufgekocht. AnschlieBend wurden die Zelllysat-Proben fiir die SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) auf ein 10 % Polyacrylamid-Gel aufgetragen. Die Gele bestanden
aus zwei Bereichen, dem Sammelgel und dem Trenngel, und wurden zuvor in einer
Gelvorrichtung (Mini-PROTEAN, Bio-Rad) gegossen. Fir das Trenngel wurde zu 1,5 ml H,0, 1,5
ml Acrylamid (30 %) und 1,5 ml 1,5 M Tris-HCI Puffer (pH 8,8) 40 ul 10 % APS und 7 pl TEMED
pipettiert und in die Gelvorrichtung gegeben. Das Trenngel wurde anschlieRend mit H,0O
Uberschichtet. Nach der Polymerisierung des Trenngels wurde das Wasser abgenommen und
das Sammelgel, aus 1,7 ml H,0, 0,3 ml Acrylamid (30 %), 0,3 ml 0,5 M Tris-HCI-Puffer (pH 6,8),
20 ul 10 % APS und 5 pl TEMED in der Vorrichtung auf das Trenngel gegeben. Vor der
Polymerisierung des Sammelgels wurde ein Kamm mit 12 Taschen eingesetzt. Fir die
Gelelektrophorese wurden die auspolymerisierten Gele in eine mit 1x Laufpuffer gefillte
Elektrophorese-Kammer (Bio-Rad) gespannt und der Kamm entfernt. Die Taschen wurden mit
15 ul der Zelllysat-Proben oder 3 ul eines Proteinstandards (Marker) befillt. Eine
Spannungsquelle wurde an die Elektrophorese-Kammer angeschlossen und nach Einlaufen der
Proben in das Sammelgel bei 100 V, wurde die Spannung auf 140 V erh6ht. Die Elektrophorese
wurde abgestoppt, sobald die Laufbande das Ende des Trenngels erreicht hatte.

Fiir den Western Blot wurden die im Gel aufgetrennten Proteine zunachst auf eine 9x6 cm-grolSe
Nitrozellulose-Membran transferiert. Hierfir wurde ein semi-dry Elektroblotting-Verfahren
verwendet, indem ein Blot aus vier in Transferpuffer getrankten Whatman-Papieren, der
Nitrozellulose-Membran, dem Gel, und erneut vier in Transferpuffer getrankten Whatman-
Papieren in eine Blotkammer (Bio-Rad) aufeinandergestapelt wurde. Der Transfer erfolgte bei
0.8 mA/cm? fiir 75 min. Die Membran wurde anschlieRend fiir 1 h in 5 % Magermilchpulver in
PBS auf dem Schiittler abgeblockt. Die Detektion der Proteine auf der Membran erfolgte mit
spezifischen Antikorpern tber eine Chemilumineszenz-Reaktion. Die Membran wurde dreimal
fir 5 min auf dem Schittler mit 0,1 % Tween in PBS gewaschen und lGber Nacht bei 4 °C mit dem
Primarantikorper inkubiert. Dabei wurde 1 ml der Primarantikdrperverdinning in 0,1 % Tween
in PBS auf einer Glasplatte verteilt, die Membran auf die Antikdrperlosung gelegt und mit

Parafilm abgedeckt. Am nachsten Tag wurde die Membran erneut dreimal in 0,1 % Tween in PBS
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gewaschen und in 5 ml Antikérperverdiinnung des biotinylierten Sekundarantikorpers fur 1 h
auf dem Schittler bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran erneut
dreimal gewaschen und mit 5 ml einer Streptavidin-Peroxidase in 0,1 % Tween in PBS fiir 1 h bei
Raumtemperatur auf dem Schittler inkubiert. Um die gebundene Peroxidase mittels
Chemilumeneszenz zu detektieren, wurde 1 ml des SuperSignal West Dura Extended Duration
Substrate auf die Membran gegeben. Das bei der Oxidierung des im Substrat enthaltenen
Luminols durch die Peroxidase entstandene Licht wurde am Chemi-Doc Imager (Bio-Rad)

detektiert. Fiir die Auswertung wurde die Image Lab Software (Version 6.1, Bio-Rad) verwendet.

4.5 Molekularbiologische Methoden

4.5.1 Einfuhren von Mutationen in Plasmid-DNA mittels zielgerichteter

Mutagenese-PCR
Um zielgerichtet Punktmutationen in Plasmid-DNA einzufiihren, wurde das Q5@ Site-Directed
Mutagenesis Kit von New England Biolabs nach dem Herstellerprotokoll verwendet. Das Prinzip
beruht auf der Amplifizierung des Ausgangs-Plasmids (sog. Template) durch PCR (polymerase
chain reaction), wobei spezifische Mutagenese-Primer verwendet werden, die beim
Amplifizierungsvorgang zur Substitution der gewlinschten Nukleotide flihren. Die Primerpaar-
Sequenzen wurden mit der NEBaseChanger™ Software (Version 1.3.3, New England Biolabs,
https://nebasechanger.neb.com/) erstellt. Die gewtlinschte Nukleotidsubstitution wird dabei
zentral im forward Primer integriert und wird an der 3‘-Seite von mindestens 10 zur Ausgangs-
DNA komplementaren Nukleotiden flankiert. Der reverse Primer ist komplett komplementar zur
Ausgangs-DNA, sodass dieser back-to-back mit dem forward Primer ans Template binden kann
(Abb. 4.1 A). Wahrend der Amplifizierung wird so die im forward Primer enthaltene Mutation in

die neu synthetisierten PCR-Produkte eingebaut.
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Abbildung 4.1: Generierung von Substitutionsmutanten mittels zielgerichteter Mutagenese. (A)
Primer-Design Strategie fur eine Nukleotidsubstitution. *: Mutation. (B) Schematische Darstellung der
zielgerichteten Mutagenese unter Verwendung des Q5@ Site-Directed Mutagenesis Kit. Abbildung
Ubernommen und modifiziert von der New England Biolabs Homepage (https://
international.neb.com/products/e0554-q5-site-directed-mutagenesis-kit#Product%20Information).

Fiir die PCR wurden 10 ng des Templates zusammen mit dem jeweiligen Primerpaar und dem

Qb5 Hot Start High-Fidelity 2x Master Mix wie folgt eingesetzt:

PCR Ansatz Volumen
Template (10 ng) 1l
forward Primer (10 pmol/pl) 1,25 ul
reverse Primer (10 pmol/ul) 1,25 ul
Q5 Hot Start High-Fidelity 2x Master Mix 12,5 ul
nukleasefreies Wasser 9 ul
Gesamt 25 ul

AnschlieBend wurde die PCR im Real-Time-PCR Cycler (Step One, Applied Biosystems) unter den
unten aufgefiihrten Reaktionsbedingungen durchgefiihrt. Die Temperatur bei der
Primerbindung ist spezifisch fir das jeweilige Primerpaar und wird von der NEBaseChanger™
Software angegeben. Die Elongationszeit ist abhangig von der GroRe des verwendeten

Ausgangs-Plasmids und sollte 20-30 s/kb betragen.
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PCR-Prozess Zeit Temperatur Zyklen
Initiale Denaturierung 30s 98 °C 1x
Denaturierung 10s 98 °C
Primerbindung 20s 56 °C 25 x
Elongation 210s 72 °C

Finale Elongation 120s 72 °C 1x
Lagerung - 8°C -

Nach der erfolgten PCR wurde das amplifizierte Material mit dem Kinase, Ligase und Dpnl (KLD)-
Enzym-Mix fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Durch die Phosphorylierung und Ligation
wurden die linearen PCR-Produkte zirkularisiert und durch das Restriktionsenzym Dpnl wurde

die noch vorhanden Template-DNA verdaut (Abb. 4.1 B).

KLD-Ansatz Volumen
PCR Produkt 1ul
2x KLD reaction buffer 5ul
10x KLD enzyme mix 1ul
nukleasefreies Wasser 3ul
Gesamt 10 pl

Letztendlich wurde die nun zirkularisierte, mutagenisierte und gereinigte Plasmid-DNA fiir die
Transformation von kompetenten Bakterien aus dem Kit verwendet (NEB® 5-alpha Competent
Escherichia coli, High Efficiency). Dafiir wurden 5 pul des KLD-Ansatzes zu einem Aliquot der im
Mutagenese-Kit enthaltenen kompetenten Bakterien gegeben, die zuvor auf Eis aufgetaut
wurden. Die Bakterien wurden zusammen mit der DNA fir 30 min auf Eis inkubiert.
AnschlieBend wurde ein Hitzeschock fiir 90 s bei 42°C durchgefiihrt und die Bakterien erneut fir
5 min auf Eis inkubiert. Den nun transformierten Zellen wurden 950 ul Wachstumsmedium aus
dem Kit (SOC Outgrowth Medium) zugegeben und fiir 1 h bei 37°C schittelnd inkubiert. Nach
der Inkubation auf dem Schiittler wurden 100 pl der Bakteriensuspension auf eine LB-Agarplatte
ausplattiert und tGber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Agarplatte enthielt zur Selektion Ampicillin,
sodass nur nach erfolgreicher Transformation mit einem vollstandig in der PCR amplifizierten
Plasmid, welches ein Ampicillin-Resistenzgen enthalt, Bakterienkolonien auf dem Agar wachsen
konnten. Am nachsten Tag konnten die angewachsenen Kolonien direkt fiir die Amplifizierung

und Praparation der Plasmid-DNA verwendet werden, wie in Kapitel 4.5.2 beschrieben.
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4.5.2 Amplifizierung und Praparation von Plasmid-DNA

Fiir die Amplifizierung von Plasmid-DNA wurden kompetente XL1blue Escherichia coli (E. coli)
mit der Ausgangs-Plasmid-DNA transformiert. Die Herstellung der kompetenten Bakterien ist in
der Doktorarbeit von Lucie Sauerhering ausfihrlich beschrieben (Dissertation Lucie Sauerhering,
2014). Fur die Transformation wurde 1 pg Plasmid-DNA zu 50 pl E. coli-Suspension gegeben und
30 min auf Eis inkubiert. Danach erfolgte ein Hitzeschock bei 42 °C fiir 90 s mit anschliefender
Inkubation auf Eis fiir 2 min. Die transformierten Bakterien wurden mit 1 ml LB-Medium fiir 1 h
bei 37 °C schiittelnd inkubiert. 50 ul dieses Ansatzes wurden anschliefend auf eine LB-Platte
ausplattiert, die zur Selektion Ampicillin enthielt und tGber Nacht bei 37 °C inkubiert wurde,
sodass die erfolgreich transformierten Bakterien zu Kolonien anwachsen konnten. Am nachsten
Tag wurde eine Kolonie gepickt und 200 ml LB-Medium mit 0,1 mg/ml Ampicillin mit dieser
angeimpft und bei 37 °C schiittelnd Gber Nacht inkubiert. Die Plasmid-DNA wurde danach mit
dem E.Z.N.A Fast Filter Plasmid DNA Maxi Kit von Omega bio-tek nach Herstellerprotokoll aus
der Ubernachtkultur aufgereinigt und in 2 ml Elutionspuffer eluiert. Nach dem gleichen Prinzip
wurde auch Plasmid-DNA amplifiziert und aufgereinigt, die im Rahmen einer Mutagenese auf
LB-Agarplatten ausplattiert wurde (siehe Kapitel 4.5.1). Diese Kolonien wurden allerdings in nur
5 ml LB-Medium mit 0,1 mg/ml Ampicillin inkubiert und am ndchsten Tag mit dem E.Z.N.A Fast
Filter Plasmid DNA Mini Kit von Omega bio-tek nach Herstellerprotokoll aufgereinigt und in 50
ul Elutionspuffer eluiert. Das Prinzip der Plasmid-Praparation beruht bei beiden Kits auf
alkalischer Lyse der Bakterienzellen und Aufreinigung der Plasmid-DNA unter
Hochsalzbedingungen Uber eine Silikamembran. Die Konzentration der eluierten DNA wurde
anschlieRend bei einer Wellenlange von 260 nm (OD2e) am NanoDrop Lite Spektralphotometer

(Thermo Fisher Scientific) bestimmt.

4.5.3 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Nach der Praparation wurde die Plasmid-DNA mittels Sequenzierung kontrolliert. Dies ist
besonders wichtig nach der Mutagenese, um die erfolgreiche Substitution der gewiinschten
Nukleotide zu bestatigen und ungewiinschte Mutationen in den Plasmiden auszuschlieBen. Fir
die Sequenzierung wurden 1,2 ug DNA mit 30 pmol eines entsprechenden Primers, der den zu
sequenzierenden Bereich flankiert, in nukleasefreiem Wasser in einem Gesamtvolumen von 15
pul zum Sequenzieren an die Firma Microsynth Seqlab geschickt. Der Abgleich der Sequenz
erfolgte mit Hilfe des Basic Local Alignment Search  Tools  (BLAST®,

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
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4.5.4 RNA-Isolation aus infizierten Zellen

Um zelluldare RNA zu isolieren wurden Zellen, die zuvor auf einer 6-well-Platte ausgesat (siehe
Kapitel 4.2.2) und im BSL4-Labor mit NiV infiziert wurden (siehe Kapitel 4.3.1), direkt im well in
600 ul RLT-Puffer mit B-Mercaptoethanol (1:100) lysiert. Der Zellrasen wurde fiir 10 min bei
Raumtemperatur im Lysispuffer inkubiert und anschlieRend wurden die Zellen mit einem
Zellschaber abgekratzt und in ein Reaktionsgefall Uberfiihrt. Falls Zellklumpen vorhanden
waren, wurde das Lysat so lange ,,gevortext” bis diese nicht mehr zu sehen waren. Danach wurde
dem Zelllysat 600 pl 100 % Ethanol zugegeben und das ReaktionsgefaR 15 s pulsierend
»gevortext”. AnschlieBend wurde das Lysat in ein neues ReaktionsgefaR lberfihrt, (iber das
Tauchbad aus dem BSL4-Labor ausgeschleust und bis zur Weiterverwendung bei 4 °C gelagert.
Um aus dem Zelllysat die gesamte RNA zu extrahieren, wurde das RNeasy RNA Mini Kit von der
Firma QIAGEN nach dem Herstellerprotokoll verwendet. Das Grundprinzip beruht auch hier auf
der Aufreinigung der Nukleinsduren Uber eine Silikamembran mit anschlieBender Eluierung in
50 pl RNase freiem Wasser. Die Konzentration der eluierten RNA wurde bei einer Wellenlange

von 260 nm (OD2e0) photometrisch am NanoDrop Lite (Thermo Fisher Scientific) bestimmt.

4.5.5 cDNA Synthese

Um die isolierte RNA aus den Zellen (siehe Kapitel 4.5.4) mittels quantitativer PCR (qPCR)
analysieren zu koénnen, musste diese zundchst durch eine Reverse Transkriptase (RT) in
komplementare DNA (complementary DNA, cDNA) umgeschrieben werden. Fiir jeden der
nachfolgenden gPCR-Ansdtze wurden 50 ng in cDNA umgeschriebene RNA benétigt. In
Abhangigkeit von der Gesamt-RNA Konzentration wurde deshalb die gréBtmogliche Anzahl der
Reaktion in einem Volumen von maximal 10,5 ul bestimmt (Anzahl der Reaktionen mit jeweils
50 ng, die in diesem Volumen enthalten sind, abgerundet auf ganze Zahlen). Das RNA-Volumen,
das die groRtmogliche ganze Anzahl an Reaktionen beinhaltet, wurde fiir die cDNA-Synthese
verwendet. Falls notwendig wurde das Volumen mit RNase freiem Wasser auf 10,5 pl aufgefllt.
Fiir die cDNA-Synthese (RT Reaktion) wurden zu den 10,5 pl RNA zunachst 2 pl Oligo(dt)1s Primer
zugegeben, welche zuvor mit RNase freiem Wasser auf eine Konzentration von 50 uM verdiinnt
wurden. Die Primer binden an die poly(A)-Enden von mRNA, sodass ausschlieBlich diese in cDNA
umgeschrieben wurde. Der Ansatz wurde ,,gevortext”, kurz anzentrifugiert und anschlieRend fiir
5 min bei 65 °C im RegSTAR 2xThermocycler (Peqlab PCR Cycler) inkubiert. Danach wurde der
Ansatz fir 10 min auf Eis inkubiert und 7,5 ul eines Mastermixes zugegeben, der die restlichen

Komponenten fir die RT-Reaktion enthielt.
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Material und Methoden

Mastermix Volumen

5X reaction buffer (250 mM Tris-HCI, 250 mM 4,5 ul
KCl, 20 mM MgCl,, 50 mM DTT)

RevertAid Reverse Transcriptase (200 U/ul) 0,5 ul
dNTP Mix (10 mM) 2 ul

RiboLock RNase Inhibitor (40 U/pul) 0,5 ul
Gesamt 7,5 ul

Der gesamte Ansatz aus RNA, Primer und Mastermix mit einem Gesamtvolumen von 20 pl wurde
erneut ,gevortext” und anzentrifugiert. AnschlieBend wurde im RegSTAR 2xThermocycler

(Peglab PCR Cycler) die cDNA-Synthese unter folgenden Reaktionsbedingungen durchgefiihrt:

Zeit Temperatur
10 min 25°C
60 min 42 °C
10 min 70°C

4.5.6 Quantitative PCR

Die gPCR ermoglicht den Nachweis und die Quantifizierung spezifischer cDNAs. Dabei wird die
Nukleinsaure liber spezifische Primer erkannt, Gber mehrere Zyklen amplifiziert und die cDNA-
Menge (iber einen in doppelstrangige Nukleinsdure interkalierenden Fluoreszenz-Farbstoff
detektiert. In diesem Fall wurde der Maxima SYBR-Green/ROX 2x gPCR Mastermix von Thermo
Scientific verwendet. Der Mastermix enthalt neben einer Polymerase,
Deoxynukleosidtriphosphaten und einem Reaktionspuffer auch die Fluoreszenzfarbstoffe SYBR-
Green und ROX. SYBR-Green bindet dabei an die in der PCR neu synthetisierte DNA, wobei das
Fluoreszenzsignal proportional zur DNA-Menge des Amplifikats steigt, wahrend ROX als
Referenz zur Normalisierung dient. Die qPCR wurde in Triplikaten in einer 96-well-Platte
durchgefiihrt. Das cDNA-Volumen, das pro Ansatz eingesetzt wurde, entsprach der Menge an
cDNA, die aus 50 ng RNA umgeschrieben wurde (siehe Kapitel 4.5.5). Die cDNA wurde mit RNase
freiem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 10,5 pl aufgefullt. Zur Herstellung des SYBR-Green-
Ansatzes wurde der SYBR-Green-Mastermix mit einem spezifischen forward und reverse
Primerpaar versetzt. Die qPCR Primer wurden von der Firma Eurofins Genomics hergestellt und

die Primersequenzen sind im Kapitel 4.1.7 aufgelistet.
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SYBR-Green-Ansatz Volumen
Maxima SYBR-Green/ROX 2x qPCR Mastermix 14 ul
forward Primer (100 pmol/pul) 0,6 ul
reverse Primer (100 pmol/ul) 0,6 ul

AnschlieBend wurde in die wells der auf Eis gelagerten 96-well-Platte 14,5 pl des SYBR-Green-
Ansatzes und 10,5 ul des cDNA-Ansatzes pipettiert. Dabei wurde jedes ReaktionsgefaR zuvor
»gevortext” und kurz anzentrifugiert. Die 96-well-Platte wurde zugeklebt und bei 2000 g fiir 10
min zentrifugiert. Danach wurde die PCR im Real-Time-PCR Cycler (Step One, Applied

Biosystems) unter folgenden Reaktionsbedingungen durchgefiihrt:

PCR-Prozess Zeit Temperatur Zyklen
Initiale Denaturierung 10 min 95 °C 1x
Denaturierung 15s 95 °C

Primerbindung 15s 53 °C 40 x
Elongation und Fluoreszenz-Messung 30s 72 °C
Schmelzkurvenbestimmung (in 0,3 °C Schritten) 60 - 95 °C 1x

Die gPCR-Daten wurden mit der StepOne Software (Version 2.3, Applied Biosystems)
ausgewertet und anschlieRend in GraphPad Prism (Version 9, Dotmatics) dargestellt. Der durch
die gPCR ermittelte cycle threshold (ct)-Wert bezieht sich auf die Anzahl an Zyklen, nach denen
die gemessene Fluoreszenz erstmalig die Hintergrundfluoreszenz libersteigt. Der Grenzwert der
Hintergrundfluoreszenz wurde dabei in allen Experimenten auf 1 festgesetzt, um eine
Vergleichbarkeit der biologischen Replikate zu gewahrleisten. Aus den technischen Triplikaten
wurde der Mittelwert der ct-Werten gebildet, und um die Hochregulation spezifischer mRNAs
nach der Infektion darzustellen, wurden die ct-Werte auf die interne Kontrolle a-Tubulin
normalisiert (22%) und in Relation zur nicht infizierten Kontrolle (Mock) gesetzt (2*2<%). Die
detaillierte Berechnung der 222t Werte kann der Doktorarbeit von Mareike Elvert entnommen

werden (Dissertation Mareike Elvert, 2020).
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6 Anhang

Anhang

A. Abkiirzungsverzeichnis

Allgemeine Abkiirzungen

APS
AS
BAG3
BSA
BSL4
CDC
cDNA
CPE
Crm1l
CTR
DABCO
DAPI
DG
DMEM
DMSO
DNA
dNTP
dsRNA
E.coli
eGFP
elF

ER
ESCRT
F

FCS

G

8

GTV
HDAC6

Hsp

IB

IDR

IFN

IFNAR1/2
IFNLR1/IL10R2
IKK

IRF

ISG

ISGF3

Ammoniumpersulfat

Aminosauren

Bcl2-assoziiertes Athanogen 3

Bovines Serumalbumin

biologische Sicherheitsstufe 4

centers for disease control and prevention
complementary DNA

cytopathic effect

chromosomal region maintenance 1
carboxyterminale Region
1,4-Diazabicyclo-[2,2,2]octan
4,6-Diamidin-2-phenylindol

Deckglaschen

Dulbecco’s modified Eagle’s medium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure
Deoxynukleosidtriphosphat
doppelstrangige RNA

Escherichia coli

enhanced green fluorescent protein
eukaryotischer Initiationsfaktor
endoplasmatisches Retikulum

endosomal sorting complex required for transport
Fusionsprotein

fetal calf serum

Glykoprotein

Konstante der Erdschwerebeschleunigung

Guertuvirus
Histon-Deacetylase 6

Hitzeschockprotein

inclusion body

intrinsically disordered region

Interferon

Interferon-a/P Rezeptor 1/2

IFN-A Rezeptor 1/Interleukin-10 Rezeptor 2
IkB Kinase

interferon regulatory factor
Interferon-stimuliertes Gen
Interferon-stimulierter Gen Faktor 3
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ISRE

IkB
JAK

LB
LCR
LFA
LGP2
LLPS

MAVS
MDAS
MOl
mRNA
MTOC
MxA

N

n.s.
NEMO
NF-xkB
NiVv
NLS
NTR
OAS
OptiMEM
P

p.i.
p.t.
PAMP
PBS
PCR
PFA
PIP,
PKR
PM-Cluster
PRR
pSTAT
gPCR
RIG-I
RLR
RLT-Puffer
RNA
ROI
RSV
RT

Anhang

interferon stimulated response element

international units
inhibitor of nuclear factor kappa B

Januskinase

Polymerase

lysogeny broth

low complexity region

Lipofectamine 2000

laboratory of genetics and physiology 2
liquid-liquid phase separation
Matrixprotein

mitochondrial antiviral-signaling protein
melanoma differentiation-associated gene 5
multiplicity of infection

messenger RNA

microtubule organizing center
Myxovirus Resistenzgen A
Nukleoprotein

nicht significant

NF-kB essential modulator

nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
Nipahvirus

nukleares Lokalisationssignal
aminoterminale Region
2‘-5-Oligoadenylatsynthetase
opti-minimum essential medium
Phosphoprotein

post infectionem

post transfection
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